Objetivos

Il. Objetivos

93



Objetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar un alimento funcional a partir de hierro hémico (relleno para galletas) y
evaluar su biodisponibilidad en cerdos en etapa de crecimiento, a fin de que sea
usado en humanos para el control y prevencién de la deficiencia de hierro, con

mas ventajas que los productos actuales.
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2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Desarrollo del relleno para galletas

2.2.1.1 Seleccionar los ingredientes y establecer la formula del relleno para

galletas enriquecido con hierro hémico.
2.2.1.2. Desarrollar el proceso -a escala de laboratorio-, para la elaboracion
optima del relleno para galletas sabor chocolate, enriquecido con hierro

hémico.

2.2.1.3. Realizar la evaluacion quimica, microbioldgica, y de vida util del

producto desarrollado.

2.2.1.4. Elaborar la documentacion del desarrollo del proceso.
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2.2.2 Evaluacion de la biodisponibilidad del hierro

2.2.2.1. Formar aleatoriamente los grupos experimentales de las lechonas.

2.2.2.2. Administrar la suplementacion con hierro a cada uno de los grupos de

estudio.

2.2.2.3. Evaluar peridodicamente y al final, el comportamiento del peso y del

perfil férrico hematoldgico de las cerdas.

2.2.2.4. Evaluar los efectos de la suplementacion con hierro, mediante la

comparacion de los resultados obtenidos en cada grupo experimental.
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lll. Material y Métodos
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3.1. Desarrollo del relleno para galletas.

3.1.1.Concepto

Se planted obtener un producto que aporte al menos 2 mg de hierro altamente
biodisponible por gramo; ademas de un porcentaje elevado de proteinas de buena
calidad biologica, con alta viscosidad y baja actividad de agua, untable; color,
sabor y olor de chocolate; que colocado entre dos galletas y envasado en bolsas
de polipropileno, tenga una vida util de al menos 1 mes, almacenado en
condiciones ambientales (temperaturas de 15-40° C). El producto esta dirigido
para su consumo por los grupos mas vulnerables a la deficiencia de hierro
(mujeres adolescentes, embarazadas y en periodo de lactancia y nifios); aunque,
inicialmente, esta elaborado para consumo por cerdas en crecimiento en su

evaluacion preclinica (Castainedo, 1998, Fors, 1999).

De acuerdo a las caracteristicas del producto y a que esta especialmente
preparado para suplementacion con hierro, se le considera un producto para
regimenes especiales, por lo que debera atenerse a lo establecido en el Real
Decreto 2685/1976. Reglamentacion técnico sanitaria para la elaboracion,
circulacién y comercio de preparados alimenticios para regimenes dietéticos y/o
especiales y al Real Decreto 1124/1982, relativo a la Reglamentacién Técnico

Sanitaria para la Elaboracion, Fabricacion, Circulacion y Comercio de Galletas.

En el Real Decreto 1124, en su inciso 2.2.5 define las galletas tipo “Sandwich”

como “el conjunto de dos galletas tradicionales, a las que se adiciona entre ambas
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un relleno consistente en una mezcla de azucar, grasa y otros componentes
alimenticios y alimentarios debidamente autorizados”. En este caso, se usa un

sustituto de grasa, almidén y jarabe de glucosa para dar una consistencia similar.

3.1.2. Formulacién e ingredientes del relleno para galletas

Por disefio de factor a factor (Toledo, 1995), inicialmente se evaluaron varios
ingredientes y formulaciones (hidrocoloides, entre ellos); de las que se selecciond
una como basica, que consta de 7 ingredientes: glucosa, azucar, polvo hémico,
Simplesse®, cacao, almidon y agua (anexos 2 a 8. p. 222-236); a partir de los

cuales se realiz6 el desarrollo de la formulacién definitiva.

Se ajustaron las cantidades de los ingredientes basicos, a la vez que se evaluaron
algunos aditivos colorantes, hasta conseguir caracteristicas 6ptimas del producto.
Se buscaron las propiedades de untabilidad y fluencia para que fuera facil su
distribucion en toda la superficie de la galleta, pero que no fluyera fuera de la

misma y ademas tuviera alta solubilidad en agua.

Mediante observacion directa se controlaron varias caracteristicas del relleno,
para lo cual se establecid una escala arbitraria de 0 a 5. Se midieron las

siguientes propiedades:

Olor:

Se procur6 disfrazar el caracteristico olor a sangre, e imprimir el de chocolate.
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Color:

Se tomd como referencia un producto comercial y se procurd que el color negro
que inicialmente aparece por efecto del polvo hémico, se trasformara en el marrén
oscuro, caracteristico del producto comercial.

Adherencia:

Se busco disminuir la adherencia del producto a superficies de contacto, a fin de
mejorar la fluencia y untabilidad.

Gomosidad:

Se disminuy? a fin de facilitar el corte. Se observo a través de la introduccién de la
espatula en un recipiente estandar con el producto.

Firmeza:

La meta fue elaborar un producto lo suficientemente firme para soportar la presion
ejercida por las dos tapas de galleta en las que se colocaria; pero también que
fuera fluyente para su distribucion en la superficie de éstas. Se valord
directamente en la galleta.

Esfuerzo de corte:

Se procurd que el esfuerzo para cortar el relleno adicionado o no a la galleta,
fuera el minimo. Se observé al aplicar el corte con la espatula.

Brillantez:

Principalmente la propicia la glucosa, por lo que ajustandola al minimo se logré
una tonalidad mate del relleno.

Deshidratacion:

Es el principal problema que limita la vida util del producto, por lo que la adicion
de cacao, permitié llegar a un producto que conserva su textura hasta un mes. Se

observo directamente.
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Se ensayaba la formulacién al menos 4 veces y se obtenian los puntajes parciales
(por caracteristica), en seguida se promediaban y se daba la calificacion a la
formulacién, la meta consistié en llegar a un valor lo mas cercano a 5, que fue el

valor maximo posible para una formulacion.

3.1.3. Factores intrinsecos del producto

3.1.3.1. Analisis de composicion

Se realizé analisis quimico general, determinacién de hierro y analisis quimico
elemental del producto. Segun las técnicas y equipos que a continuacion se
describen:

Toma de muestras:

Se tomaron las muestras de galletas, relleno y galletas sandwich segun lo

indicado en la tabla 11.

Determinacion de proteina total

El contenido proteico de las muestras, se determind estimando el nitrégeno total
por el método de Kjeldahl.

Fundamento:

La muestra se somete a un tratamiento oxidativo con acido sulfurico concentrado
en presencia de una mezcla catalizadora. Se forma sulfato aménico del que se
libera amoniaco por tratamiento alcalino, que es transportado por la destilacién en
corriente de vapor a un recipiente con acido bdrico, para en seguida realizar su

titulacion con una disolucién valorada de acido clorhidrico. El contenido en
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proteina de las muestras de relleno y de galletas, se calculé multiplicando la

cantidad de nitrégeno obtenida por el factor 6,38 (Matissek, 1998).

Producto y cantidad No. de muestras
Quimica
Relleno (45 g) 3
Galleta (45 g) 3
Sandwich (45 g) 3

Absorcion atomica

Relleno (20 g) 5
Galleta (20 g) 5
Sandwich (20 g) 5

Tabla 11. Cantidad de muestra de los productos

Equipo:

Se uso la bateria de digestidn y destilacion Kjeldahl marca TECATOR modelo No.
1015. DIGESTOR SYSTEM 20 y KJELTEC SYSTEM 1026 DISTILLING UNIT,
respectivamente.

Referencia:

Con base en la técnica 920.105 de la AOAC (AOAC 1990).
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Determinacion de grasas

Se determinaron grasas libres gravimétricamente tras la extraccion de la misma
por el método Soxhlet.

Fundamento:

La materia grasa se extrae de la muestra seca (anhidra) con éter dietilico y con
éter de petroleo y después se determina gravimétricamente el extracto seco, del
que se habran eliminado los disolventes (Hart, 1991).

Equipo:

Equipo de extraccion Soxhlet marca Selecta Precis-Bar.

Referencia:

Se realiza en base en la técnica 920. 39C de la AOAC (AOAC 1990) .

Determinacion de hidratos de carbono

El contenido de éstos se obtuvo por diferencia: se suman los otros componentes y

el restante hasta llegar a 100, es el valor de hidratos de carbono.

Determinacion de extracto seco

Se uso el método de secado en estufa.

Fundamento:

La muestra se seca directamente en la estufa desecadora a 103° C, hasta obtener
pesada constante; se calcula el residuo por diferencia de peso.

Equipo:

Estufa desecadora Joan PTA 0062.
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Referencia:
Se realiz6 con base a la técnica 44-01 de AACC (Approved Methods of the

American Association of Cereal Chemists 2000).

Determinacion de cenizas

Se realiz6 por el método de la calcinacion en mufla.

Fundamento:

La muestra se calcind totalmente a 650° C en una mufla, hasta obtener peso
constante. Los residuos remanentes representan las cenizas.

Equipo:

Mufla marca Selecta-Horn.

Referencia:

Se realizé de acuerdo con la técnica 08-01 de la AACC (AACC 2000)

Determinacion de metales:

La determinacién de Fe, Cu y Zn, se hizo por espectroscopia de absorcion
atomica (EAA) de llama:

La determinacion de Pb se realizd por espectroscopia de absorcién atdomica en
horno de grafito.

Fundamento:

Transformar los elementos metalicos presentes en la muestra, a atomos en fase
gas y en estado fundamental, de manera que sean capaces de absorber la
radiaciéon emitida por una lampara de catodo hueco, que emite radiacién a la
misma longitud de onda a la que absorbe el metal en cuestion.

Las muestras fueron mineralizadas de la siguiente manera:
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a. Caramelos de goma: Digestion con 10 ml de HNO3 a vaso abierto.

b. Galletas: Digestién con 5 ml de HNO3; en horno de microondas a una

presion de 160 psi.

c. Relleno: Digestion con 5 ml de HNO3; en horno de microondas a una

presion de 140 psi.

En la determinacion de Fe, la llama utilizada fue de 6xido nitroso (N2O) — acetileno
(C2Hz)

En la determinacion de Cu y Zn la llama utilizada fue de aire — acetileno

Equipo:

EAA de llama:
Marca: PERKIN-ELMER
Modelo: 2100

EAA de horno de grafito:
Marca: PERKIN-ELMER

Modelo: 4100ZL

Analisis quimico elemental:

Microandlisis elemental organico.
Fundamento:
La determinacion del porcentaje de C, N, S e H, es una determinacion

cromatografica cuantitativa ordinaria, en la que la deteccion se hace con un
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detector TCD (Thermal Conductivity Detector) que mide la diferencia de
conductividad térmica entre los gases de combustidén de la muestra en atmadsfera
de O, a 1200°C y un gas de referencia (He).

Equipo:

Analizador elemental Marca CARLO ERBA, Modelo EA1108.

3.1.3.2. Presencia de microorganismos

Se aplicdé un control microbioldgico durante el proceso de elaboracién y a los
productos finales, procurando que cumpliera con lo establecido en las normas
microbiolégicas aplicables al producto (RD-2685,1976). Los recuentos
microbiolégicos minimos establecidos para el producto final, estan indicados en la

tabla 12.

Microorganismos RD-2685/1976
Regimenes

Aerobios mesofilos Maximo 10000 col/g
Mohos y levaduras Maximo 300 col/g
Enterobacterias totales Ausenciaen1g
Escherichia coli Ausenciaen1g
Salmonella Ausencia en 30 g
Estafilococos DNAasa Ausenciaen 0,1 g
positivo

Tabla 12. Recuentos microbiolégicos maximos permitidos.
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Toma de Muestras:

Las muestras se tomaron asépticamente (ICMSF 1999) de tres productos:
galletas, relleno y galletas sandwich, en las cantidades que se indican en la tabla

13.

Muestra Numero de muestras
Dias
Inicial 15 30 45 60
Al ambiente 3 3 3 3 3
Relleno (25 g) 3 3 3 3 3
Galleta (25 g) 3 3 3 3 3
Sandwich(25 g)
Al vacio
Relleno (25 g) 3 3 3 3 3
Galleta (25 g). 3 3 3 3 3
Sandwich (25 g) 3 3 3 3 3

Tabla 13. Muestras de galletas, relleno y galletas sandwich.

Se almacenaron por los periodos de tiempo que se mencionan y previo a los

analisis se pesaron 25 g de cada producto, que se depositaron en bolsas del
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homogeneizador (Stomacher. Lab-Blender 400), con 225 ml de agua peptonada y

fueron trituradas para su homogeneizacion durante un minuto aproximadamente.

Investigaciéon de Mesdfilos totales. (ICMSF, 1998)

En este recuento se estima la flora total sin especificar el tipo de bacterias. Estos
microorganismos se catalogan como indicadores de la calidad de los alimentos en
general, y nos pueden dar idea del estado de la materia prima utilizada, como han
sido manipulados durante su preparacion y su vida comercial.

Se utilizé el método de recuento en placa por dilucibn en masa. El medio de
cultivo fue agar nutritivo de recuento en placa (PCA), incubacién de las placas

durante 48 horas a 30° C.

Investigacién de enterobacterias. (ICMSF, 1998)

Se consideran microorganismos indicadores y se utilizan como tales para sefialar
la calidad sanitaria de alimentos procesados. Se suelen usar como indice de
contaminacién fecal por su frecuencia en heces. Niveles altos indican, elaboracion
poco higiénica o contaminacién posterior a su elaboracion, o ambas cosas. Para
su investigacién se usé agar biliado, cristal violeta y glucosa (VRBG), incubacién

de las placas durante 24 horas a 37° C.

Investigacién de mohos y levaduras. (ICMSF, 1998)

La contaminacién fungica en los alimentos no sélo provoca su deterioro, sino que
también producen micotoxinas en productos vegetales, que frecuentemente
producen intoxicaciones o alergias en la poblacién. Las levaduras, en cambio,

sblo tienen significado desde el punto de vista de la alteracion. Para la
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investigaciéon de mohos y levaduras se uso el medio de cultivo Rosa de Bengala

las placas se incubaron durante 5 dias a 21° C.

Investigaciéon de Staphylococcus aureus. (ICMSF, 1998)

Su presencia o la de sus toxinas es signo evidente de falta de higiene por
deficiente manipulacién, al ser muy sensible a la accién de calor y de los
desinfectantes. Una caracteristica de esta bacteria es que produce una toxina que
permanece en el alimento, siendo mas resistente que la misma bacteria y que
puede ser causa de intoxicacion cuando se ingiere. En su investigacién se uso el
medio de cultivo Agar Baird Parker RPF (bioMérieux), que es un medio para el
recuento con confirmacién directa de estafilococos coagulasa positivos. Las

placas se incubaron durante 48 horas a 37° C.

Deteccién de Salmonella. ICMSF, 1998)

Salmonella spp es un género bacteriano, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, integrado por gérmenes de forma bacilar, no esporulados,
habitualmente modviles, gram negativos, aerobios-anaerobios facultativos,
fermentan la glucosa con produccion de gas, no fermentan la lactosa, reducen
nitratos a nitritos y son citocromo-oxidasa negativos. Se us6 el test Vidas
Salmonella (SLM) de bioMérieux; que es un andlisis inmunoenzimatico, que
permite la deteccién de antigenos de Salmonella por el método ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay), mediante el sistema automatizado VIDAS (MiniVidas
modelo Vidas 12. bioMérieux). Se realizd pre-enriquecimiento en agua peptonada
durante 24 horas a 37° C, en seguida enriquecimiento selectivo en medio selenito-

cistina y medio Rappaport-Vassiliadis (RV) durante 5 horas a 42° C.
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Recuento de Escherichia coli. ICMSF, 1998)

Por su especificidad, es considerado como un buen indice de contaminacion
fecal. Su resistencia fuera del ambiente entérico es poca, por lo que su presencia
en los alimentos indica contaminacion reciente. Para su deteccion se usé un
medio cromogénico selectivo: Coli ID (bioMérieux), que contiene dos sustratos
cromogénicos: uno que tifie las colonias de E coli de color rosa y el otro que tifie

de azul las colonias de otros coliformes. Las placas se incubaron 24 horas a 37°C.

En la tabla 14 es posible ver las caracteristicas mas importantes de las técnicas

empleadas en la deteccion y recuentos microbiolégicos en las muestras de

galletas, relleno y galletas sandwich (Pascual, 2000; CRTA-Ude LI; 1998).
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Microorganismo Medio de Muestra g Esterilizacion Sembrado Incubacion Maximos Referencia
Cultivo RD. 2685/1976

Mesofilos PCA. 10-25, en agua 120°/15” 1 ml. En masa 48 Hrs. 30° | Max.10000 col/g [AF V 08-051
peptonada

Enterobacterias | VRBG 10-25, en agua Doble hervido |1 ml En masa 24 Hrs. 37° | Ausencia en 0,1 g | NF V 08-054
peptonada

Mohos y Rosa de 10-25, en agua 120°/15” 0,1 ml. Superficie |3-5 dias 21° | Max. 300 col/g NF V 08 —059

Levaduras Bengala peptonada

Estafilococos Baird Parker 10-25, en agua Fundirlo 1 ml en masa 48 Hrs 37° | Ausencia en 0,1 g [ ISO/CD 6888-
peptonada 2(1999)

Salmonella Kit- Vidas 25, en agua Instructivo Tubos Instructivo | Ausencia en 30 g |1S0O-6579:1993
peptonada, 24 hrs. 37°

E. coli Coli ID-Medio 10-25 Instructivo 1mlenmasaya |24 Hrs.37° |Ausenciaen1g |AFNOR.BIO 12/5-

doble capa

01/99

Tabla 14. Caracteristicas de las técnicas microbioldgicas.
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3.1.3.3. Determinacion de pH

Se realizé con el pH-metro 507 (Crison). Previo a las mediciones, se introducian
manualmente las lecturas de temperatura a la que se encontraba el relleno en el
momento de la medicion. Se realizaron tres determinaciones en cada lote de

producto.

3.1.3.4. Evaluacién de consistencia.

Se realizé con el Texturdmetro Universal TA.XT2 (Stable Micro Systems), con la
sonda cilindrica de ebonita de 10 mm de diametro (P1), a la velocidad de 2 mm
por segundo. Se midieron tres lotes del relleno que tenian distintos tiempos de
fabricacion. Los resultados se reportan de la siguiente manera: fuerza en gramos;
tiempo en segundos y distancia en milimetros. Se realizaron ensayos de
penetracién, con parametros de fuerza, distancia y tiempo y se observd el
esfuerzo de rompimiento de la capa superficial, el esfuerzo de penetracién y la
adhesividad del producto al extraer la sonda ( Lewis, 1993; Steffe, 1996; Costell,

1997; Rosenthal, 2001).

3.1.3.5. Estudio del color

Se midieron tres lotes de relleno de 2, 20 y 45 dias; se observé la modificacion del
color a lo largo del tiempo, se usoé el espectrocolorimetro MiniScan XE, marca
Hunter Lab; la escala CIELab con luz D65/10°. Las muestras estaban a 21° C

(Calvo, 1997).
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3.1.3.6. Medicion de la viscosidad
Se midié en el relleno a través del viscosimetro rotacional Brookfield, de cilindros
concéntricos a 60 revoluciones por minuto con spindle “F”, a la temperatura de

60°C vy los resultados se informan en centipoices (cgs). (Lewis 1993a).

3.1.3.7. Determinacioén de actividad del agua

Se miden los cambios en la conductividad eléctrica de las sales contenidas en el
relleno, a través del lector de actividad de agua marca Nova Sina AG, modelo RS
2302, a 21° C. De acuerdo con el método 978.18 de la AOAC (AOAC, 2000; Welti

1997).

3.1.4. Factores extrinsecos del producto

3.1.4.1. Temperatura

La mezcla de ingredientes del relleno se realiz6 a temperatura ambiente (15-
30°C), la conservacion posterior del producto, cuando no se utilizé6 de inmediato,
se hizo en refrigeracion a 42 C y después de su adicién a galletas y de su

envasado en bolsas de polietileno, se realizé a temperatura ambiente.

3.1.4.2. Envasado
Se procuré un envase impermeable al agua (Bureau, 1995), por lo cual se usaron

bolsas de polietileno de baja densidad y de calidad alimentaria.
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3.1.5. Expectativas de vida util

En virtud de que se considera que el producto se consumira muy poco tiempo
después de su produccion (dos semanas), se establecid un mes como tiempo de
vida util del producto. Se realizaron ensayos de laboratorio para observar si habia
modificacion de algunas caracteristicas del relleno (consistencia y color). El

estudio incluyd la evaluacion microbiolégica, periddica mas arriba enunciada.

3.1.6. Expectativas de consumo

Inicialmente y para efectos del estudio de biodisponibilidad del hierro adicionado
al relleno para galletas, se realizd una produccidbn a escala piloto para

suplementar con hierro a un grupo de cerdos.

La intencion es que este producto sea consumido por los grupos vulnerables mas
susceptibles de sufrir deficiencia de hierro: mujeres adolescentes, embarazadas, y
en periodo de lactancia y nifios de 1 a 6 afios de edad; en las cantidades que se
proponen en la tabla 15, para cubrir aproximadamente la recomendacion

(Russell, 2002).
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Grupo de riesgo Consumo de | Contenido | Recomendacion
galletas. de hierro. de consumo
Piezas mg diario de hierro.
mg/dia’
1-3 afos V2 5 7
4-8 afnos 1 10 10
9-13 aios, nifas Ya 5 8
14-18 afos, mujeres 1 10 15
adolescentes
19-50 afos, mujeres adultas 1% 15 18
Embarazadas 2% 25 27
Lactancia 1 10 9

Tabla 15. Recomendacion de consumo diario de galletas, por grupos de poblacion.

Cada galleta contiene 10 mg de hierro hémico.'(Russell. 2002).

En cuanto a la posibilidad de consumo excesivo del producto, se ha observado
toxicidad por sobrecarga en consumos de hierro que van de los 3 a los 10 g, que
seria el equivalente a 300 galletas aproximadamente, por lo que es muy dificil que

alguien consuma hierro en exceso por este medio.

3.1.7. Marco legal

El desarrollo de productos se realizara tomando en consideracion la legislacion

vigente:
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a)

Reglamentaciéon técnico sanitaria para la elaboracion, circulacion y
comercio de preparados alimenticios para regimenes dietéticos y/o

especiales. R. D. 2685/1976.

Modificacion del R.D. 2685/1976. Reglamentacion técnico sanitaria para la
elaboracién, circulacibn y comercio de preparados alimenticios para

regimenes dietéticos y/o especiales. R.D. 1809/1991.

Reglamentacién técnico-sanitaria especifica de los alimentos elaborados a
base de cereales y alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta

edad. R:D. 490/1998.

Modificacion del R.D. 2685/1976. Reglamentacion técnico sanitaria para la
elaboracién, circulacibn y comercio de preparados alimenticios para

regimenes dietéticos y/o especiales. R. D. 431/1999.

Reglamentaciéon técnico sanitaria especifica de los alimentos dietéticos

destinados a usos médicos especiales. R. D. 1091/2000.

Reglamentacién técnico-sanitaria para la elaboracién, fabricacion

circulacién y comercio de galletas. R. D. 1124/1982.

Lista positiva de aditivos distintos de los colorantes y edulcorantes para su
uso en la elaboracion de productos alimenticios, asi como sus condiciones

de utilizacion. R. D. 142/2002.
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h) Lista positiva de aditivos colorantes autorizados para su uso en la

elaboracion de productos alimenticios, asi como sus condiciones de

utilizacion. R. D. 2001/1995.

Reglamentacioén técnico-sanitaria de los aromas que se utilizan en los
productos alimenticios y de los materiales de base para su produccion.

R.D. 1477/1990.

Modificacion del R.D. 1477/1990. Reglamentacion técnico-sanitaria de los
aromas que se utilizan en los productos alimenticios y de los materiales de

base para su produccion. R.D. 1320/1992.

Reglamento del Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de enero de
1997 sobre nuevos alimentos y nuevos ingredientes alimentarios. (CE) n°

258/97.

Real Decreto por el que se establece y regula el programa integral

coordinado de vigilancia y control de las encefalopatias espongiformes

transmisibles de los animales. R.D. 3454/2000.
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3.1.8. Diseno de proceso

Se establecen las etapas operacionales por las que trascurre la elaboracién del
relleno (flujopgrama de proceso), especificando materias primas, equipos y
materiales necesarios para su desarrollo, asi como los puntos donde hay riesgos
de contaminacién, de merma o de transformacion indeseable del producto
(anexos 9 a 12, pp. 241-249). Para este caso se plantearon las siguientes:
recepcion y almacenamiento de materias primas; peso de ingredientes; mezclado
en seco; mezclado en humedo; dosificacidon del relleno y formacién del sandwich;

envasado y documentacion del proceso.
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3.2. Evaluacion de la biodisponibilidad del hierro

Se realizé un ensayo experimental con tres grupos de suplementacion cada uno
con diferente fuente de hierro (figura 8). Los grupos tuvieron 10 lechonas cada

uno:

a) Hierro hémico. Este grupo recibié galletas sandwich con el relleno sabor
chocolate adicionado con hierro hémico.
b) Lactato ferroso. Se administré en forma de tabletas de caramelo de goma.

c) Control. Recibi6 pienso normal adicionado con sulfato ferroso.

Se establecio un sistema de supervisén diaria; quincenalmente se tomo el peso y

muestras de sangre venosa para realizar las determinaciones de laboratorio que

mas abajo se detallan.
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-HEMATOLOGIA
L PESO

DIETA NORMAL
SULFATO FERROSO

DIETA NORMAL+HIERRO.
HEMATOLOGIA Y PESO QUINCENAL

GRUPO CONTROL
12 SEMANAS

2 EUTANASIA E INSPECCION POSTMORTEM !
MUESTRAS: INSTESTINO, MUSCULO Y GRASA 1

Figura 8. Evaluacion de biodisponibilidad de hierro hémico
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3.2.1. Sustancia evaluada y de referencia

3.2.1.1. Hierro hémico

Es un concentrado de hierro hémico natural (1,3% de hierro), obtenido a través de
la digestion y separacion de la fraccion rica en hierro de hemoglobina bovina
(anexo1, p. 221). Se describe en el punto 3.1.2.3. de ingredientes, su contenido
fue descrito en la tabla 9 (p. 81) y sus caracteristicas generales se mencionan en

el anexo 4 (p. 226).

Este producto se emple6é adicionado al relleno de galletas sandwich que se
administré a los cerdos. En la tabla 23 (p. 146) del capitulo de resultados se
describe ampliamente la composicion del relleno; se destaca que tiene 2,6 mg de
hierro por gramo, que cuenta con 14,1 g de proteina por cada 100 g de relleno. Se
describen ademas en el mismo capitulo, otras caracteristicas del relleno: su
inocuidad microbiolégica y su bajo contenido de metales pesados contaminantes,

entre otras.

3.2.1.2. Lactato ferroso

Es una de las sustancias de referencia; es la sal ferrosa (Fe') del acido lactico
natural, que es producida por fermentacion de azucar; su nombre comercial es
PURAMEX® FE, producido por PURAC Biochem, tiene un 20-21% de hierro en
forma ferrosa y no mas de 0,2% de hierro en forma férrica, su descripcion
completa se encuentra en el anexo 13 (p. 250).

Se escogio este compuesto, porque segun puede verse en la tabla 7 (p. 75), tiene

buena biodisponibilidad (106%, tomando como patron el sulfato ferroso), no
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imprime grandes modificaciones organolépticas al vehiculo, en cuanto a color,
olor o sabor y tiene buena solubilidad, lo que le imprime condiciones tecnoldgicas
adecuadas para su adicion a alimentos, por lo que se considera un buen

parametro de comparacion para el hierro hémico.

Este producto se administré a los cerdos en forma de tabletas de caramelo de

goma, cuya composicion quimica se detalla en la tabla 16.

Nutrientes Cantidad
Energia, kcal 312.7
Proteinas, g 8,6
Grasas, g -
Hidratos de carbono, g 69,6
Hierro, mg 240,4
Cenizas % 0,3
Humedad % 14,1

Tabla 16. Composicion de los caramelos de goma

enriquecidos con lactato ferroso (100 g de caramelo).

Como puede observarse, cada gramo de caramelo tiene 2,4 mg de hierro

elemental.
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3.2.1.3. Sulfato ferroso

Es la otra sustancia de referencia; es una sal ferrosa cuyo contenido de hierro
elemental es del 20%. Es el estandar de referencia porque de las sales ferrosas,
es la mas estudiada: Su biodisponibilidad, aunque baja, es aceptable vy
normalmente se adiciona a los correctores para pienso de cerdos, en este caso la
pre-mezcla con que se fabricd el pienso contenia 80 g de sulfato ferroso por

tonelada (16 mg de Fe por kg de pienso).

El sulfato ferroso se adiciond directamente al pienso en el lugar de fabricacion a
razon de 250 g por tonelada, lo que nos da un total de 50 mg de hierro elemental
por kilogramo de pienso extra adicionado. En la tabla 17 es posible observar la

composicion del pienso.

Nutrientes Cantidad
Energia, kcal 300,0
Proteinas, g 16,5
Grasas, g 53
Hidratos de carbono, g 46,8
Hierro, mg 53,7

Tabla 17. Composicion del pienso normal

para cerdos. (100 g de pienso)

123



Material y Métodos

3.2.1.4. Dosis y ruta de administracion
La via de administracion para las sustancias a evaluar y la de referencia, fue oral.
Los procedimientos seguidos para su control se pueden resumir en los siguientes

lineamientos:

a) Galletas de relleno enriquecido con hierro hémico. Se fracturaban en
pequefos trozos y se administraban después de dos horas de suspension

del consumo de pienso, se proporcionaban diariamente por las mananas.

b) Tabletas de caramelo enriquecido con lactato ferroso. Después de dos
horas de suspension de la administracion del pienso, se suministraron

diariamente por las mafanas.

c) Pienso normal. Se administré segun las cantidades estipuladas en la tabla
19. Se les suspendia la administracién por dos horas, al igual que a los

otros grupos.

En el anexo 14 (p. 111) se detallan los procedimientos seguidos para el control,
medicion y distribucion de piensos a las cerdas de cada grupo de estudio.
La dosis de hierro aportada fue calculada segun consumo de pienso, de acuerdo

a la edad y peso del animal que se muestra en la tabla 18 (NRC, 1998).
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Suplementacion Peso en Kg
10-20 20-50
Consumo diario de pienso, g 1000 1500
Requerimiento diario de hierro1, mg 80 111,3

Hierro en el pienso bajo en hierro,
consumo promedio diario, mg 453 679,5
Hierro en el pienso normal,
consumo promedio diario, mg 537 805,5
Caramelos, consumo diario (g) / mg
de Fe (lactato) 23/55,2 46/110,9
Galletas, consumo diario (piezas) /

mg de Fe (hémico) 3/46,8 6/93,6

Tabla 18. Suplementacion con hierro a cerdos segun peso, tipo de pienso

y vehiculo de administracién del hierro. ' NRC 1998.

3.2.2. Sistema experimental

3.2.2.1. Justificacion de la especie

Se selecciono al cerdo como modelo para este estudio, porque es de los animales
cuya fisiologia en general y a excepcioén de los primates no humanos, la que mas
se parece a la del hombre, especialmente la digestiva. Su patron de crecimiento y
maduracion es similar al de los nifilos y los procesos bioquimicos del hierro, son
similares a los del humano (NRC, 1998; Pérez, 1999; Swindle, 1994; Calabrese,

1991; Gad, 1992; Pond, 1981).
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Por el momento, el uso de animales para predecir biodisponibilidad es el que
presenta menos inconvenientes técnicos y reporta mejores resultados. El marcaje
con isotopos estables en humanos, se presenta como una alternativa para la
medicion de la dinamica del mineral en el organismo; sin embargo, presenta
numerosos inconvenientes de variabilidad interindividual e interespecie. Otra
posibilidad la constituyen los métodos de digestién simulada in vitro, que son muy
rapidos y de menor coste y permiten el mayor control de algunas variables. Sin
embargo, no puedan simular factores fisiolégicos como el estado nutricional,
secrecion gastrointestinal, interacciones con la mucosa, flora intestinal, transporte
activo y transitos intestinales, entre otros (Wood, 2001; Ibanez, 2000;

Fairweather-Tait, 2001; Jackson, 1997).

Con el objeto de encontrar algun procedimiento alternativo validado, que
permitiera sustituir la utilizacion de animales en este estudio, se consultaron
varias bases de datos y el resultado fue negativo: no existe método alternativo
alguno que tome en consideracion los factores dietéticos y fisioldgicos que

condicionan la biodisponibilidad.

3.2.2.2. Numero de animales y caracterizacion del sistema.

El calculo de tamano de muestra para el ensayo se realizé mediante el software

PC-SIZE CONSULTANT, versiones 1.01 y 2.13 (Dallal 1990), a partir de los

siguientes datos:

a =0.05
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Referido a la probabilidad de cometer error tipo |, es decir cuando la hipétesis nula

es verdadera y se rechaza (Doménech, 2001).

B =0.20. Potencia de la prueba = 80%

Referido a la probabilidad de cometer error tipo Il, cuando la hipétesis alternativa
es verdadera y se acepta la hipdtesis nula. La potencia de la prueba es la
probabilidad complementaria 1-B, que expresa la probabilidad de aceptar la

hipotesis alternativa cuando ésta es verdadera (Doménech, 2001).

Desviacion tipica = 0,65

Se tomaron en consideracién las desviaciones tipicas de la concentracion de
hemoglobina (g/dl) informadas por varios autores, para distintas razas de cerdos y
para estudios en humanos (Walter, 1993; Monge,1996; Maugenet, 1997; Thorn,

2000; Underwood, 1999).

Diferencia = 1,0 g/dl
Se refiere a la cuantia del efecto minimo que se quiere detectar. Se plantea segun

criterios conceptuales del investigador (Doménech, 2001).

Razoén de grupos 1: 1
Se refiere a que al momento de realizar las comparaciones, cada grupo de
estudio tendra sélo un grupo control y en cada grupo habra igual numero de

observaciones para cada variable.
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Se realiz6 el calculo para comparacion de dos medias independientes y se obtuvo
el resultado de n = 8 cerdos para cada grupo (figura 8), a los cuales se les sumé
el 20%, por las probables pérdidas que pudieran ocurrir, lo que hizo un total de 10

por cada grupo.

Se emplearon cerdos comunes (Sus scrofa domesticus), abuela: Landrace,
abuelo: Large White y padre: Pietrain Belga; de 4 semanas de edad y un peso
promedio de 7 kg., todas hembras, a las que sélo se les administraron al
nacimiento 100 mg (en lugar de los 200mg, que es la norma) de hierro dextrano

con el objeto de producir una ligera deficiencia de hierro.

3.2.2.3. Condiciones de mantenimiento y alimentacion

Las lechonas se alojaron en jaulas individuales a fin de controlar el consumo de
pienso. Las jaulas cuentan con espacio suficiente para la movilidad de los
animales; condiciones adecuadas para la limpieza regular y eficaz, que propicié
un nivel higiénico satisfactorio y ademas se conté con un area especifica para
almacenamiento de pienso y materiales clinicos. Se siguidé un control preciso de

ventilacion, temperatura, humedad, iluminacion y ruidos (Ley 5/1995).

Cada jaula conté con un comedero individual, donde el cerdo dispuso de pienso a

voluntad, hasta consumir la cantidad asignada, segun se establece en la tabla 18.

La jaula conté con sistema automatico movil de bebida de agua (ICLAS, 1996).
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3.2.2.4. Procedimientos a realizar con los animales

Identificacion

Se realizé mediante inyeccién intraperitoneal de un marcador electronico.
Aleatorizacion

Mediante asignacion aleatoria se formaron tres grupos de cerdos que recibieron

distintas dietas (figura 8. p. 120).

Grupo No. 1: Dieta con pienso bajo en hierro mas galletas sandwich

adicionadas con hierro hémico.

Grupo No. 2: Dieta con pienso bajo en hierro mas caramelos adicionados

con lactato ferroso.

Grupo No. 3: Dieta normal con sulfato ferroso, sin suplementacion especial.

Dietas especiales

Se prepararon 2 distintos tipos de pienso: uno con bajo contenido de hierro y el

otro con hierro normal; su aporte de nutrientes puede verse en la tabla 19 vy la

descripcion aportada por el fabricante en el anexo 15 (p. 253).
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Aporte Pienso normal | Pienso bajo en Fe
Energia, kcal 3000 3000
Hidratos de carbono, g 470 470
Proteina, g 160 160
Grasa, g 50 50
Hierro, mg 537 453

Tabla 19. Aporte de nutrientes del pienso para cerdos en crecimiento. (por kg)

Controles periédicos
Se realizd observacion diaria segun formatos de supervision (anexo 16, p.255), se
tomd el peso cada quince dias, se realizaron oportunamente los tratamientos

antiparasitarios y se realizé mensualmente una revisién veterinaria.

Toma de muestras en vivo

Cada quince dias se tomaron muestras de sangre de la vena cava superior
(Morton, 1993), segun la técnica descrita en el anexo 17 (p. 259). Para lo cual
previamente se tranquilizé el cerdo con la aplicacién de Azaperona (Stresnil®) en
las dosis recomendadas por el fabricante (Esteve Veterinaria, 1997). Se captaron
7 ml de sangre de los cuales 3 se vaciaron en un tubo que contenia EDTA, como
anticoagulante, para posteriormente realizar las determinaciones de la serie roja y
el resto de sangre (4 ml) se vaciaron en un tubo con gel separador de sueros. Las
muestras se transportaron en refrigeracion de la granja al laboratorio, donde se

procesaron de inmediato.
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La sangre se dejdé coagular, después de reposar 40 minutos a temperatura
ambiente y 5 minutos en refrigeracion, se centrifugo a 4000 RPM durante 6

minutos, en el suero asi obtenido se hicieron las determinaciones de sideremia.

El criterio de punto final de los sistemas experimentales lo constituy6 por un lado,
la existencia de enfermedad incapacitante o incurable y por otro, la terminacion
del estudio; en ambos casos, la eutanasia se realizé usando pentobarbital sédico
(Booth, 1988; Close, 1996; 1997) en la misma granja porcina. Posteriormente se

tomaron muestras de higado (anexo 18, p. 262).

3.2.3. Determinaciones de laboratorio

3.2.3.1. Concentracion de hemoglobina

Se empledé una modificacion del método manual de cianometahemoglobina. La
lisis celular es acelerada por un surfactante, seguido de la conversién de
hemoglobina en cianometahemoglobina, cuya absorbancia es medida a 546 nm.

Se realizé con el equipo Advia 120 de Bayer (Bain, 1995).

3.2.3.2. Recuento de glébulo rojos, hematocrito e indices eritrocitarios

Se realizé también por un método automatizado (Advia 120 de Bayer). En primer
lugar, todas la células se hacen esféricas sin modificar su volumen; luego se
hacen pasar por dos haces de luz laser que miden dos angulos: la luz con el
angulo bajo indica el volumen de la células y la luz de angulo alto senala el indice

refractivo; que en el caso de las células rojas, es determinado por la
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concentracion de hemoglobina. Por lo que se generan mediciones tanto del
volumen de las células, como de la concentracién de hemoglobina celular. Son
derivados entre otros, el Volumen Corpuscular Medio (VCM); a partir de éste y el
recuento de eritrocitos se calcula el hematocrito; con el hematocrito calculado y la
concentracion de hemoglobina, se obtiene la concentracién corpuscular media de
hemoglobina (CCMH) y también hace el calculo de la concentracion media de
hemoglobina (CMH), mediante el recuento eritrocitario y la concentracion de Hb

(Knoll, 2000).

3.2.3.3. Sideremia

Estos estudios se realizaron con el Sistema Analizador Quimico COBAS MIRA 89,
utilizando el kit comercial de ABX: Ferrozine iron A11A00091.

La determinacion de hierro sérico se realizd por el método colorimétrico. En un
medio acido y en presencia de guanidina, los iones férricos se liberan de sus
uniones proteicas, principalmente del complejo hierro tansferrina. Mediante la
hidroxilamina, el hierro se reduce a su estado ferroso, para formar un complejo

coloreado con la Ferrozine® (ABX diagnostics 2000).

3.2.3.4. Determinaciones en higado
Se realizé determinacion de hierro por espectrofotometria de absorcion atomica,
segun la técnica detallada en el punto 3.1.3.1 (p.101), en el apartado relativo a

determinacién de metales (hierro). Se usé el mismo fundamento y equipo.
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3.2.4. Almacén de datos y muestras

3.2.4.1. Registro y almacén de datos

Se realizd un registro de datos del seguimiento de los sistemas de
experimentacion que incluyo: caracteristicas en la recepcion de animales y
materiales de consumo, control de peso, consumo de pienso, aplicacion de
medicamentos (incluidos los tranquilizantes), observaciones del estado de salud

de los animales (Anexo 16, p. 255).

Se registraron valores basales y posteriormente cada 15 dias de las
determinaciones hematolégicas y bioquimicas en los cerdos durante un periodo

de 6 semanas.

Con la informacion anterior, se construyé una base de datos informatizada en el

software Excell.

3.2.4.2. Almacén de muestras
Las muestras de sangre y tejidos se almacenaron en congelacién a -20° C, y
estaran asi por un ano después de la conclusiéon del estudio, de acuerdo con la

legislacién vigente (Ley 5/1995).
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3.2.5. Analisis estadistico

Se realiz6 analisis descriptivo y posteriormente inferencial, mediante analisis
pareado en los valores iniciales contra finales y analisis de variancia entre los
resultados de los tres grupos. Los calculos se hicieron con el programa estadistico

SPSS® version 10.

3.2.6. Control de calidad

La realizacion del estudio, se apegd a la buenas practicas de laboratorio, segun el
Real Decreto 822/1993, relativo a los principios de buenas practicas de laboratorio
y su aplicacion en la realizacion de estudios no clinicos sobre sustancias vy
productos quimicos y normativas derivadas del mismo. (Ley 5/1995; RD

214/1997).

3.2.7. Informes

Se realizaron informes periddicos semanales y cuando hubo algun hecho
extraordinario se informé de inmediato.
Se realizaron informes trimestrales de avances de resultados y un informe final al

término del estudio.
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IV.- Resultados
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4.1. Desarrollo del relleno enriquecido con hierro hémico.

4.1.1. Formulacion

Inicialmente se ensayaron formulaciones que tenian como base hidrocoloides; sin
embargo, dado que el relleno debe conservar su cremosidad y textura a
condiciones del medio ambiente, el uso de espesante y/o gelificantes en
combinacion con el polvo hémico, no lo propiciaron; por lo que resultd mas
conveniente usar algun sustituto de grasa, escogiéndose el Simplesse-100, por
ser importante fuente de proteinas y por la cremosidad que aporta a los productos
que lo contienen en su férmula. Se partiéo del listado de ingredientes que se

describe en la tabla 20.

Ingredientes

Glucosa

Azucar

H. hémico
Simplesse-100
Cacao desgrasado
Almidén de maiz

Agua

Tabla 20. Ingredientes

del relleno
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En la tabla 21 se describen los resultados de las experiencias de laboratorio para
15 formulaciones que se ensayaron. Cada una fue el punto de partida para hacer

al menos 4 repeticiones, con la modificacion fina de algunos de los ingredientes.

Puede observarse que se inicia la modificacion de cantidades de los ingredientes,
con la intencién de disminuir la pérdida de agua del relleno: se incrementa la
cantidad de glucosa; sin embargo, al evaluar la formulacién no hubo mejoria (2),
por lo que se probd incrementar la cantidad de almidén, lo que provocé una ligera
disminucién en la calificacion final (3); de nuevo se reduce la cantidad de almidén
y se aumenta la cantidad de agua, obteniéndose una ligera mejoria en la
calificacion final de la formulaciéon (4). En seguida se decidid revalorar la
importancia de algunos de los ingredientes en el proceso de pérdida de agua a lo
largo del tiempo, pero mantenimiento de la textura cremosa: la calificacion total,
fue similar al quitar Simplesse, cacao o almidén; algunas caracteristicas se
potenciaron y otras disminuyeron, lo que hizo que se mantuviera una calificacion
un poco mas alta que la anterior, pero igual entre las tres formulaciones (5, 6 y 7),
con la consecuente disparidad en el valor de las caracteristicas observadas (unas

muy bajas y otras bastante altas).

En la formulacion 8 se disminuye la cantidad de glucosa, observandose una ligera
mejoria en la calificacion final. Luego, se incrementa la cantidad de agua y se
disminuye ligeramente el Simplesse®, aumenta la calificacion final, pero la
firmeza es muy baja (formulacion 9), por lo que en la formulacién 10 se
incrementa la cantidad de almidéon, mejorando la firmeza y la calificacion final,

pero la brillantez persiste, por lo que se disminuye la cantidad de glucosa y se
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incrementa la de azucar (formulacién 11), lo que provoca un ligero aumento de la
calificacion final, pero la migracion del agua a la galleta persiste, provocando la

deshidratacion del relleno y con ello el pronto endurecimiento.

Se retoma la formulacion 10, aumentando la cantidad de hierro hémico y
disminuyendo las cantidades de Simplesse, cacao y almiddn, con lo que se
observa una mejoria notable en la calificacion final (formulacion 12), hay
disminucién de la migracién del agua a la galleta y sobre todo uniformidad en las
calificaciones individuales de cada caracteristica del relleno, excepto en olor.
Persiste el olor a sangre y el color es demasiado oscuro; por lo que en la
formulacién 13 se incrementa la cantidad de didéxido de titanio, observandose
ligera mejoria en el color, sigue existiendo migracion de agua a la galleta y la

calificacion final no cambia.
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N |[Glucosa |Azucar [Hémico |Simplesse |Cacao |Almidéon [Aroma |Titanio | Anaranjado |Agua |Calificacién
1 15,8 36,5 9,9 5,8 8,8 7,5 2,0 1 0,5 12,2 (3,29
2 |19,0 33,7 9,1 54 8,9 7,8 3,4 1 0,5 11,2 |3,25
3 (19,0 33,5 9,0 54 8,0 10,0 2,2 1,1 0,6 11,1 3,25
4 (19,2 36,7 8,8 4,0 6,0 5,8 4,2 0,8 0,5 14,0 13,30
5 18,2 38,7 9,8 0 8,7 8,5 3,6 1,0 0,6 10,9 (3,55
6 |18,7 39,9 10,1 5,6 0 8,7 3,7 1,0 0,6 11,2 3,55
7 18,7 39,8 10,1 6,0 9,0 0 3,7 1,0 0,6 11,2 3,55
8 |17,0 36,2 9,2 54 8,1 7.9 3,4 0,9 0,6 11,3 |3,75
9 (174 36,4 8,7 3,4 6,0 5,8 3,7 0,7 0,4 16,6 |3,90
10 |19,5 34,3 9,3 5,6 8,2 8,0 3,4 0,9 0,6 10,3 (4,00
11 14,7 38,5 9,2 54 8,1 8,0 3,4 0,9 0,6 11,3 4,13
12 18,0 34,4 16,3 3,8 5,6 55 3,9 0,8 0,4 11,4 |4,56
13 |17,9 34,2 16,2 3,7 5,6 55 3,9 1,2 0,4 11,4 |4.56
14 16,0 38,0 18,0 5,0 5,0 0 4,5 1,5 0,5 11,5 |4,56
15 |15,9 39,7 17,9 5,0 5,0 0 45 1,5 0,5 10,0 |4,78

Tabla 21. Porcentaje de ingredientes en formulaciones del relleno enriquecido con hierro hémico.
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En la formulacién 14, se incrementa el contenido de azlcar, Simplesse®, diéxido
de titanio, aroma y se retira el almidén, con lo cual la calificacion se incrementa,
las caracteristicas son uniformes y se elimina la migracion de agua a la galleta;
aunque el relleno tiene una ligera falta de firmeza, por lo que se reduce el
contenido de agua y se incrementa ligeramente el contenido de azucar, logrando
con ello una mejoria en la calificacién final y un producto aceptable que conserva
sus caracteristicas sin modificar sustancialmente las caracteristicas de las
galletas en las que esta contenido, durante mas de un mes; ademas, tiene un alto

contenido de hierro hémico.

Estas experiencias de laboratorio permiten concretar que la mejor formulacion
encontrada para el relleno enriquecido con hierro hémico (figura 9), es la

mostrada en la tabla 22.

Ingrediente % de
ingrediente

Glucosa 15,9

Azucar 39,7

Hierro hémico 17,9

Simplesse-100 50

Cacao desgrasado 50

Aroma de chocolate 4,5

Diéxido de titanio 1,5
Anaranjado E-110" 0,5
Agua 10,0
Total 100

Tabla 22. Formula del relleno

enriquecido con hierro hémico.

" Colorante al 20%
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4.1.2. Proceso de elaboraciéon

Como puede observarse en el flujograma de la figura 10, que describe el proceso
seguido para la elaboracion de este producto, no se necesita la aplicacion de
calor, e incluso la mezcla de los ingredientes puede hacerse previamente en seco
y asi mantenerse en almacenamiento, para que cuando se requiera, se mezcle

con el agua y el colorante en las proporciones estipuladas en la formulacion.

Figura 9. Relleno enriquecido con hierro hémico

A continuacion se hace una descripcion de cada una de las fases del proceso.
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RECEPCION DE
MATERIAS PRIMAS

ALMACENAMIENTO

PESADO DE INGREDIENTES

MEZCLA EN SECO

AGUA+ANARANJADO

MEZCLA EN HUMEDO

DOSIFICACION

FORMACION DEL SANDWICH

ENVASADO

ALMACENAMIENTO

Figura 10. Proceso de elaboracion del relleno enriquecido

4.1.2.1. Recepcion y almacenamiento de materias primas

A la recepcidn, las caracteristicas de las materias primas se cotejaron con las
especificaciones establecidas en los anexos 2 al 8 (p. 222-236). Luego fueron
almacenadas en un lugar seco y protegido de fauna nociva. El polvo hémico

ademas, fue protegido de la luz.
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4.1.2.2. Peso de ingredientes

Se realizd con la balanza de precision marca AND® (modelo GF-300) que tiene
una precision de 0,001g. Los ingredientes se pesaron y se depositaron en
recipientes individuales para después hacer la mezcla en la cubeta de la

mezcladora ( Stephan Maquina Universal. UM 5).

4.1.2.3. Mezclado en seco

Después de pesados los ingredientes, fueron vaciados en la cubeta de la Maquina
Universal, se mezclaron a 600 revoluciones por minuto durante un minuto, a
temperatura ambiente. A esta mezcla se le anadié el agua desionizada, donde
previamente se habia disuelto el colorante anaranjado, para en seguida proceder

al mezclado en humedo.

4.1.2.4. Mezclado en humedo
Se realizd a 600 revoluciones por minuto durante 3 minutos, a temperatura

ambiente, procurando que la paleta de transporte girara uniformemente.

4.1.2.5. Dosificacion del relleno y formacién del sandwich

Se realizé mediante una jeringa de plastico de 100 cc. Previamente se ajusté el
volumen del relleno para que la dosis fuera de 6 g. Esta cantidad se administro
manualmente a cada galleta, a la que después se le colocdé la tapa

correspondiente para formar la galleta rellena (sandwich).
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4.1.2.6. Envasado y almacenamiento

En virtud de que la produccion piloto fue un fin muy especifico: consumo de
cerdos; se envasaron en bolsas de polietileno, procurando adecuar la cantidad de
galletas por envase a las dosis estipuladas de 3, 6 y 8 galletas; a su vez estos
paquetes fueron envasados en bolsas de polietileno, 10 por bolsa, cantidad
suficiente para cubrir las necesidades de un dia del grupo de cerdos

suplementados con hierro hémico.

Se almacenaron a temperatura ambiente, procurando que no se expusieran a

temperaturas superiores a 40° C.

4.1.2.7. Documentacion del proceso

Para la reproduccion del proceso realizado se cuenta con los documentos que a
continuacion se enlistan:

a). Especificaciones (anexos 2-8, p. 222- 236).

b). Establecimiento del proceso (anexo 9, p. 241).

c). Andlisis de peligros y puntos de control criticos (anexo10, p. 245).

d). Formatos de control del proceso (anexo 11, p. 246).

e). Costes del producto (anexo 12, p. 249).

f). Caracterizacion del producto (tabla 23, p. 146).
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4.1.3. Caracterizacion del relleno enriquecido con hierro hémico

4.1.3.1. Composicién quimica

En la tabla 23 se observa la composicion quimica del relleno, galletas sandwich y
galletas. Es notorio que el producto, ademas de un alto contenido de hierro
hémico (260 mg en 100 g), tiene también una importante cantidad de proteina

(14,1%).

Es factible observar que la totalidad del hierro, es el aportado por el relleno, ya
que la galleta no lo contiene. La presencia de cobre no se detectod y el contenido
del zinc, es insignificante desde el punto de vista nutricional. El contenido de

plomo también es bajo.

Al correlacionar el contenido de proteinas con el contenido de nitrogeno, se

observa gran correspondencia.
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Composicion Cantidad
Relleno | Sandwich | Galletas

solas
Energia, kcal 415,3 446,9 480,2
Proteinas, g 14 1 5,8 5,8
Grasas, g 10,9 14,2 19,2
Hidratos de carbono, g 65,2 74,0 71,0
Cenizas, g 53 1,5 1,0
Humedad, % 4,6 4,6 3,1
Hierro, mg 260,0 70 0,0
Cobre, mg 0,0 0,0 0,0
Zinc, mg 0,8 0,7 0,5
Plomo, g 73 35 20
Nitrogeno, % 3,77 1,68 1,74
Carbono, % 40,81 45,24 48,13
Hidrégeno, % 6,40 6,75 7,31
Azufre, % 0,00 0,00 0,00

Tabla 23.Composicion quimica del relleno enriquecido con hierro

hémico, de las galletas sandwich y de galletas solas. (100 g de producto).

4.1.3.2. Consistencia

para extraer la sonda.
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Del estudio de textura se obtuvo el grafico que se presenta en la figura 11, la linea
de color rojo corresponde al relleno cuyo tiempo de elaboracion era de 48 horas;
es factible observar que a partir de que el producto envejece, hay diferencias

notables en la fuerza necesaria para romper la capa superficial; para penetrar y
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Accién Rompimiento Penetracion Retorno

de la

sonda

Mediciones Fuerza Tiempo Distancia Fuerza Tiempo Distancia Fuerza Tiempo Distancia
(9) (segundos) (mm) (9) (segundos) (mm) (9) (segundos) (mm)

45 dias 894,6 (93,1) | 1,1 (0,1) 2,1(0,1) |1377,4(67,4) (12,4 (0,1) 24,8 (0,1) |-1125,7 (16,0) | 14,1 (0,1) 17,1 (0,6)

20 dias 785,6 (84,6) | 1,5 (0,3) 2,9(0,5) |1062,6 (53,5) (12,4 (0,1) 248 (0,1) | -907,7 (57,3) | 14,1 (0,1) 17,1 (0,8)

2 dias 169,9 (7,7) |[1,1(0,1) 2,1(0,3) 425,5(10,2) 12,4 (0,1) 248 (0,1) | -351,3(8,7) |14,3(0,3) 16,1 (1,3)

Tabla 24. Medicidon de consistencia del relleno enriquecido, a través de fuerzas de penetracion; en distintos tiempos de almacenamiento.
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En la tabla 24 se presentan los datos correspondientes a las fuerzas maximas
(picos) aplicados en cada uno de los procesos que realizé la sonda: la fuerza
maxima de penetracion al rompimiento de la capa superficial del relleno (169,9 g.
DT 7,7 g); la fuerza necesaria para la penetracion de la sonda (425,5 g. DT 10,2
g); y la fuerza necesaria para romper la adhesividad del producto al retirar la

sonda (351,3 g. DT 8,7 g).

Fuerza [g)
1500

10004

5004

T 1
aon .0 0.0 15.0 200 25.0

0] Tietapo [sec)

-10004

-1500-

Figura 11. Medicién de textura por penetracion del relleno
para galleta enriquecido con hierro hémico.

Rojo = 2 dias, Azul = 20 dias, Negro = 45 dias

4.1.3.3. Estudio del color
Se midieron los cambios de color a lo largo del tiempo y se obtuvieron los

resultados mostrados en la tabla 25.
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Tiempo de almacenamiento L* a* b*

2 dias 30,3 (1,7) |5,3(0,4) |4,2(0,4)
20 dias 28,5(0,6) (4,3(0,1) (3,4(0,1)
45 dias 28,2 (0,6) (3,7(0,1) (2,6(0,2)

Tabla 25. Comportamiento del color del relleno a lo largo del tiempo
de almacenamiento.

L = Brillantez de la muestra. a = tendencia al rojo (+) o al verde (-)

B = Indica la tendencia al amarillo (+) o al azul (-)

Es notorio que a medida que pasa el tiempo, la muestra se oscurece, pasa de
30,3 a 28,2, también es posible notar que al envejecer las muestras pasan del
color rojo al verde, pues van de 5,3 a 3,7 y del componente amarillo al azul; ya

que su valor, tiene una tendencia de mayor (4,2 hacia 2,6) a menor.

4.1.3.4. p Hy actividad del agua

El producto tiene un pH casi neutro (6,8), debido a que los ingredientes usados se

acercan a ese valor.

La actividad de agua del relleno fue de 0,4, y de las galletas para hacer el

sandwich de 0,7.
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4.1.3.5. Estudios microbiolégicos

En la tabla 26 se muestran los promedios de los resultados obtenidos en los
analisis microbioldgicos realizados al relleno enriquecido, a las galletas sandwich
y a las galletas, envasadas al medio ambiente y al vacio. No se observd ninguna
tendencia a lo largo del tiempo de almacenamiento, motivo por el cual los datos
se resumieron de esta manera. Es posible observar que la presencia de
microorganismos en los productos estd muy por debajo de la norma (Real Decreto

2685/1976).

Hubo crecimiento de mesofilos en todas las muestras; aunque, con recuentos
bajos; los mohos y levaduras crecieron en las dos muestras de galletas sandwich
(las envasadas al vacio y al medio ambiente), también con recuentos bajos; y los
estafilococos se observaron en los tres productos, aunque con recuentos

relativamente bajos.
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Muestras Mesofilos Entero- Mohos y Estafilococos | Salmonella| E.coli
ufc/g Bacterias | levaduras ufc/g ufc/g ufc/g
ufc/g ufc/g

Galletas al medio ambiente 46 <10 <10 - - -
Galletas al vacio 35 <10 <10 10 - -
Sandwich al medio ambiente 10 <10 94 10 - -
Sandwich al vacio 20 <0 10 10 - -
Relleno al medio ambiente 13 <10 - 10 - -
Relleno al vacio 10 <10 - - -

Tabla 26. Promedios de las cuentas de unidades formadoras de colonias de microorganismos del relleno enriquecido, galletas sandwich y galletas.
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4.2. Evaluacion de la biodisponibilidad de hierro hémico

El estudio se inici6 con 30 lechonas, que se distribuyeron en forma aleatoria en
tres grupos; dos de ellos fueron suplementados: uno con hierro hémico y el otro
con lactato ferroso; el tercero no recibié suplemento especial; sélo el contenido en

el pienso y se utilizd6 como control.

Caracteristica Valor Normal’
Edad, semanas 5 -
Peso, kg 7,0 (1,6)

R. Eritrocitos, 10%/ul | 6,2 (0,9) 5-7
Hemoglobina, g/dl 11,5 (1,2) 9-13
Hematocrito, % 32,8 (5,7) | 36-43
VCM, fl 53,2 (5,3) | 52-62
CMH, pgl 18,8 (2,8) 17-24
CCMH, g/dI 35,6 (4,1) | 29-34
Fe Sérico, p/di 225,4(95,2) | 172160
R. Leucocitos, 10° /ul | 21,0(5,9) | 11-22
R. Plaquetas, 10% /ul | 474,6 (173) | 200-500
Linfocitos % 52,5 (11,5) | 35-75
Monocitos % 3,1(1,9) 0-10
Neutréfilos % 42,7 (15,5) | 20-70
Eosinéfilos % 2,1(1,1) 0-10

Tabla 27. Caracteristicas hematologicas y generales de las
lechonas (promedio y desviacién tipica, D T).
! Aiello, 2000.
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En la tabla 27 se presentan algunas caracteristicas del grupo total estudiado; es
posible observar que la variabilidad del peso (desviacion tipica DT), es importante
(23%), algo similar ocurre con las otras caracteristicas, lo que indica que el grupo
es bastante heterogéneo. Sin embargo, la mayoria de los valores estan dentro de

la normalidad.

Dada la heterogeneidad del grupo, se tuvo mucho cuidado en que la distribucion a

los grupos fuera aleatoria. En la tabla 28 es posible observar las caracteristicas de

cada uno de los grupos.

Puede notarse que hubo diferencias; sin embargo, éstas no fueron

estadisticamente significativas en ningun caso.
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Caracteristica

Peso, kg

R. Eritrocitos, 10%/ul
Hemoglobina, g/dl
Hematocrito, %
VCM, fl

CMH, pgl

CCMH, g/dI

Fe Sérico, p/dl

R. Leucocitos, 10%/pl
R. Plaquetas, 10%/pl
Linfocitos, %
Monocitos, %
Neutréfilos, %

Eosinofilos, %

Grupos de estudio’

Hémico
6,9 (1,7)
6,5 (1,0)
11,5 (1,5)
34,1 (7,4)
52,6 (6,7)
18,0 (3,2)
34,3 (4,9)

212,7 (110,7)
21,5 (6,8)
448,2 (230,2)
47,7 (12,0)
3,9(2,3)
42,1 (18,6)

1,9 (0,8)

Lactato
7,1 (1,7)
6,1 (1,0)
11,4 (1,2)
31,6 (5,7)
52,8 (4,9)
18,9 (3,0)
36,6 (4,9)

257,0 (58,6)
19,9 (7,4)
570,3 (106,3)
50,0 (12,1)
2,5(1,9)
50,3 (15,5)

1,5 (0,5)

Control
6,9 (1,7)
6,00 (0,5)
11,7 (1,2)
32,5 (3,6)
54,3 (1,4)
19,5 (1,9)
36,0 (2,1)

238,3 (84,4)
21,5 (3,1)
408,1 (118,1)
60,2 (6,0)

2,7 (1,3)
35,4 (7,2)

3,1 (0,5)

Tabla 28. Peso y caracteristicas hematoldgicas de las lechonas, segun grupo de

estudio (promedio y DT).

' Las diferencias no fueron estadisticamente significativas en ningtin caso. p>0,05.

Del total de cerdas que habia al inicio del estudio, 8 fallecieron durante el
seguimiento, por lo que el grupo final tuvo 22. En la tabla 29 se observa la

distribucion de mortalidad por grupo de suplementacion, es claro que el grupo con
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menor mortalidad, fue el que recibidé hierro hémico (10%); en cambio, el grupo

control tuvo una mortalidad del 50%.

Grupo de estudio | Sobrevivieron Murieron
No. % No. %
Hémico 9 90 1 10
Lactato ferroso 8 80 2 20
Control 5 50 5 50
Total 22 73 8 27

Tabla 29. Porcentaje de mortalidad por grupo de estudio. (para un informe

mas detallado ver anexo 19. p. 263).

En la tabla 30, es posible observar las caracteristicas de las cerdas que murieron

y las que sobrevivieron a la experiencia.

En la mayoria de las caracteristicas, las diferencias encontradas no fueron
estadisticamente significativas, excepto en el porcentaje de neutrofilos y linfocitos;
los primeros fueron mas bajos en las que murieron y los segundos mas altos; sin

embargo, el recuento de leucocitos fue similar en los dos grupos.
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Caracteristica Cerdas
Sobrevivieron Murieron
R. Eritrocitos, 10%/pl 8,0 (0,6) 8,0 (0,1)?
Hemoglobina, g/d| 12,8 (0,8) 13,1 (0,1)?
Hematocrito, % 43,5 (2,99 43,2 (1,1)°
VCM, fi 55,9 (6,2) 53,8 (1,8)?
CMH, pgl 16,1 (0,9) 16,3 (0,3)?
CCMH, g/dI 29,5 (0,8) 30,3 (0,5)
Fe Sérico, p/dl 131,8 (59,7) | 122,9 (7,2)?
R. Leucocitos, 10%/pl 17,2 (3,9) 15,4 (9,5)
R. Plaquetas, 10%/ul | 366,7 (116,2) [274,7 (80,8)°
Linfocitos, % 56,1 (11,3) | 67,0 (4,6)"
Monocitos, % 3,5 (1,3) 4,3 (1,5)
Neutréfilos, % 39,4 (11,8) | 20,3 (11,5)’
Eosinoéfilos, % 1,3 (0,5) 1,7 (0,6)?

Tabla 30. Caracteristicas hematoldgicas de las cerdas que
permanecieron en el estudio en relacion a las que se murieron
(promedio y DT).

! Las diferencias fueron estadisticamente significativas. p<0,05 .

% as diferencias no fueron estadisticamente significativas. p>0,05.

En la figura 12 se observa el comportamiento del peso promedio para cada uno

de los grupos de estudio. Es notoria la diferencia mostrada por el grupo que se
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suplementé con hierro hémico; a partir de la semana 8, hay una ligera diferencia
con los otros grupos, que se mantiene hasta la semana 13; a partir de la cual se
inicia un despegue mayor que se incrementa a medida que pasa el tiempo hasta
la semana 20, en la que finaliza el estudio. El grupo que recibié lactato, también
presenta un incremento superior en relacion al control, pero ésto a partir de la
semana 13, se hace mas notorio a medida que avanza el tiempo, pero se

conserva muy cercano a la media, e inferior al observado en el grupo de hémico.

60

50 -
> 40 1 —e— Promedio
=4 .
8 30 | —m— Hemico
o Lactato
o Control

20 | ontro

10 P :

O I I I I I I I I I I
5 6 7 8 9 1112 14 16 18 20
Semanas

Figura 12. Ganancia de peso de las cerdas durante el seguimiento,

segun grupo de estudio.
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Las diferencias absolutas entre los promedios de peso para cada uno de los

grupos de estudio, pueden observarse en la tabla 31. Entre el

grupo
suplementado con hierro hémico y el control, la diferencia al final del estudio fue
de 12,8 kg y con el grupo que recibié lactato ferroso fue de 7,0 kg, estas

diferencias fueron estadisticamente significativas al igual que las diferencias

observadas entre los incrementos de los tres grupos estudiados.

2

Grupo de Peso kg Incremento
estudio’ — .
Inicial Final
Hémico 6,9 (1,7) 56,7" 49,8
Lactato 71(1,7) 49,9' 42,8
Control 6,9 (1,6) 43,9' 37,0

Tabla 31. Incremento de pesos de las cerdas, segun grupo de

estudio (promedio y DT).

! Diferencias estadisticamente significativas. p<0,05.

2 Diferencia estadisticamente significativas del hémico con el control. p<0,05.

Con la intencién de evaluar la influencia que pudo haber tenido el consumo extra
de energia (kilocalorias), aportado por los vehiculos de suplementacién (galletas y
caramelos de goma), se presenta la tabla 32, en donde es factible observar que
en promedio, cada cerda del grupo suplementado con hierro hémico, recibid
46.736,8 kilocalorias (a partir de galletas), que si lo convertimos a peso del animal

(a razdn de 9200 kcal por kg (Goodwing, 1975), tendriamos que este consumo
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caldrico, podria explicar sélo 5,1 kgs del incremento de su peso. Algo similar

ocurre con la energia aportada por el caramelo de goma; en promedio cada cerda

consumié 13.777,9 kilocalorias que convertidas a peso de la cerda nos dan 1,5kg,

valor muy abajo del incremento observado.

Consumo y peso Hémico (galletas | Lactato (caramelos | Control
sandwich) de goma)

Cantidad promedio 10.458,0 g 44169 0
consumida (498 pzas
Energia aportada, kcal 46.736,8 g 13.777,9 0
Conversion a peso de la 51kg 1,5 kg 0
cerda
Incremento de peso 49,8 kg 42,8 kg 37,0 kg
Diferencia con el grupo 12,8 kg 7,0 kg -

control

Tabla 32. Consumo caldrico extra, aportado por el vehiculo de la suplementacion y su

expresion en el peso final de las cerdas.

Con relacion al cambio ocurrido durante todo el estudio, en algunas

caracteristicas del grupo total, la tabla 33 muestra que hubo diferencias

importantes en algunos de los parametros hematolégicos y el peso.
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El recuento de eritrocitos se elevd en un millén y la diferencia fue
estadisticamente significativa. La hemoglobina se incrementé en 1,4 g/dl y el
hematocrito aumentd 6%, también con diferencias estadisticamente significativas.
Hubo reduccion en la CMH, CCMH vy el hierro sérico (estadisticamente

significativa), en este ultimo la diferencia absoluta fue muy alta de 101 ug/dI.

Caracteristica Promedios
Inicial Final
Edad, semanas 6 20
Peso, kg 7,0(1,5) | 51,0(10,9)

R. Eritrocitos, 10%ul | 6,3 (1,0) 7,3(0,7)"

Hemoglobina, g/dl 11,6 (1,2) 13 (0.9)’

Hematocrito, % 33,4(59) | 394 (3,3)
VCM, fl 53,5(5,5) | 54,0 (2,7)
CMH, pgl 18,8 (3,0) | 17,8(0,8)
CCMH, g/d 354 (1,4) | 33,1(1,4)
Fe Sérico, p/dl 206,6 (96,5) | 105,37(29,0)"

Tabla 33. Caracteristicas de las cerdas al inicio y al final del

estudio (promedio y DT).

! Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.

“Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

Al evaluar el comportamiento de esos indicadores por cada uno de los grupos de
estudio, es factible notar que en el grupo suplementado con hierro hémico (tabla

34), fueron estadisticamente significativos los incrementos de peso, el recuento
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de eritrocitos, la concentracién de Hb y el hematocrito, pero también lo fue el
decremento en el hierro sérico. Las diferencias en el resto de los parametros no

fueron estadisticamente significativas.

Caracteristica Promedios
Inicial Final

Peso, kg 7,1(1,6) | 56,7 (10,8)’
R. Eritrocitos, 10%/ul 6,5 (1,1) 7,4 (0,6)’

Hemoglobina, g/dI 11,5(1,6) | 13,0(0,8)’
Hematocrito, % 34,7 (7,6) | 40,7 (3,1)
VCM, fl 53,2 (6,8) | 55,2 (2,3)
CMH, pg| 18,1 (3,4) | 17,6 (0,9)
CCMH, g/dI 34,0 (5,0) | 31,9 (1,1)?
Fe Sérico, p/dl 196,4(106,2) | 87,8 (13,7)’

Tabla 34. Caracteristicas del grupo suplementado con hierro

hémico, al inicio y al final del estudio (promedio y DT).

' Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.

2 Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

En el grupo que recibié lactato ferroso (tabla 35), se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el incremento de peso (de 7,01 a 49,9 kg) y en
la concentracion de Hb, en los otros parametros las diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
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Caracteristica Promedios
Inicial Final
Peso, kg 7,0 (1,8) 49,9 (6,6)"
R. Eritrocitos, 10%/ul 6,3 (1,0) 7,2 (0,9)?
Hemoglobina, g/dI 11,6 (1,0) | 13,1 (1,2)
Hematocrito, % 32,5 (5,4) 38,3 (3,7)°
VCM, fi 53,3(5,1) | 53,0 (2,5)
CMH, pg| 18,8 (3,2) | 18,1(0,8)?
CCMH, g/dI 36,2 (0,8) | 34,2(0,6)
Fe Sérico, p/dl 215,5 (63,8) | 137,8 (67,4)°

Tabla 35. Caracteristicas del grupo suplementado con lactato

ferroso al inicio y al final del estudio (promedio y DT).

' Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.

2 Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

En el grupo control (tabla 36), los incrementos de peso, recuento eritrocitario,

concentracion de Hb y hematocrito, fueron significativos, pero lo fue también el

decremento de la concentracion corpuscular media de Hb. Las diferencias en los

otros parametros no fueron estadisticamente significativas.
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Caracteristica Promedios
Inicial Final

Peso kg 7.13(1,2) | 43,9 (12,7)
R. Eritrocitos, 10%/ul 5,9 (0,5) 7,3 (0,5)"
Hemoglobina, g/dI 11,9(0,8) | 13,0(0,7)
Hematocrito, % 32,4 (1,0) | 38,5(2,7)
VCM, fi 54,8 (3,3) | 52,9 (3,4)
CMH, pgl 20,0 (1,7) | 17,9 (0,9)°
CCMH, g/dI 36,8 (2,0) | 33,8(0,8)'
Fe Sérico, p/dl 230,8(101,7) | 141,4 (16,2)

Tabla 36. Caracteristicas del grupo control, al inicio y al final del

estudio (promedio y DT).

! Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.

2 Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

Para obtener una vision mas completa del comportamiento de los parametros

hematoldgicos por grupo de suplementacion, se hace una descripcion de cada

uno de ellos.

En la tabla 37, es factible observar que el grupo suplementado con hierro hémico

tuvo un incremento de 0,9 millones de eritrocitos (diferencia estadisticamente

significativa). Incremento similar se observo en el grupo que recibio lactato
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ferroso, pero en éste la diferencia no fue estadisticamente significativa. En el
grupo control, el incremento observado fue de 1,4 millones de eritrocitos y fue

estadisticamente significativo.

Grupo de Inicial Final |Diferencia®
estudio
Hémico 6,5(1,1) | 7,4 (0,6)’ 0,9
Lactato 6,3 (1,0) | 7,2 (0,9)? 0,9
Control 5,9 (0,5) | 7,3 (0,5)' 1,4

Tabla 37. Recuento de eritrocitos (10%l) inicial y final, por grupo

de suplementacion (promedio y DT).

! Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.
2 Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

® Diferencia estadisticamente no significativas del grupo hémico con lactato. p>0,05.

En cambio, en la concentracion de hemoglobina (tabla 38), los incrementos
presentados en los tres grupos fueron estadisticamente significativos, no asi la

diferencia entre ellos.
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Grupo de Inicial Final |Diferencia®
estudio
Hémico 115(16) [13.0(08) | 15
Lactato 11,6 (1,0) | 13,1 (1,2)’ 1,5
Control 11,9 (0,8) | 13,0 (0,7)' 1,1

Tabla 38. Concentracién de hemoglobina (g/dl) inicial y final, segun

grupo de suplementacion (promedio y DT).

' Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.

2 Diferencia estadisticamente no significativas. p>0,05.
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Figura 13. Concentracion de hemoglobina a lo largo del estudio, segun grupo de

suplementacion.

En la figura 13 es factible observar que la Hb de los tres grupos de estudio, sufre
un importante incremento durante las semanas 6 a 9, para luego mantenerse
entre los 12,5 y 13,0 g/dl, durante todo el estudio. Es notorio que la concentracion

de Hb del grupo de lactato presentd una elevacion mayor (pico) en la semana 8.

En la tabla 39 es factible observar que el hematocrito de la muestra inicial del
grupo suplementado con lactato ferroso mostré6 un incremento pero no fue
estadisticamente significativo. Los incrementos observados en los grupos de
hémico y control fueron estadisticamente significativos. Las diferencias entre los

incrementos de los tres grupos no fueron estadisticamente significativas.
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Grupo de Inicial Final |Diferencia’
estudio
Hémico 34,7 (7,6) | 40,7 (3,1)’ 6,0
Lactato 32,5 (5,4) | 38,3 (3,7)? 5,8
Control 32,4 (1,03)| 38,5 (2,7)’ 6,1

Tabla 39. Hematocrito (%) inicial y final, segun grupo de

suplementacién (promedio y DT).

! Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.

2 Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

® Diferencia estadisticamente no significativas. p>0,05.

El promedio del volumen corpuscular medio de los tres grupos de estudio, mostré

algunos cambios de la muestra inicial a la final (tabla 40); pero no fueron

estadisticamente significativos; tampoco lo fueron las diferencias entre los tres

grupos.
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Grupo de Inicial Final |Diferencia®
estudio
Hémico 53,2 (6,8) | 55,2 (2,3)’ 2,0
Lactato 53,3 (5,1) | 53,0 (2,5)" -0,3
Control 54,8 (3,3) | 52,9 (3,4)’ -1,9

Tabla 40. Volumen corpuscular medio (fl) inicial y final, segun grupo de

suplementacién (promedio y DT).

! Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

2 Diferencias estadisticamente no significativas. p>0,05.

Las diferencias en la concentracion media de hemoglobina del inicio al final del
estudio (tabla 41), no fueron estadisticamente significativas y las diferencias entre

los tres grupos tampoco lo fueron.

Grupo de Inicial Final Diferencia”
estudio
Hémico 18,1 (3,4) | 17,6 (0,9)’ -0,5
Lactato 18,8 (3,2) | 18,1 (0,8)’ -0,6
Control 20,0 (1,7) | 17,9 (0,9)’ 2,1

Tabla 41. Concentracion media de hemoglobina (pg/l) inicial y final,
segun grupo de suplementacion (promedio y DT).

! Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

2 Diferencias estadisticamente significativas del grupo hémico con lactato. p<0,05.

La concentracion corpuscular media de hemoglobina mostré decremento en los

tres grupos, pero sélo fue estadisticamente significativa en el grupo control (tabla
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42). Las diferencias entre los decrementos de los tres grupos, no fueron

estadisticamente significativos.

Grupo de Inicial Final |Diferencia’
estudio
Hémico 340 (50) [31.9(117| 2.1
Lactato 36.2(0.8) | 342 (06| -2,0
Control 36,8 (2,0) [ 33,8 (0,8)'| -3.0

Tabla 42. Concentracién corpuscular media de hemoglobina (g/dl)
inicial y final, segun grupo de suplementacion (promedio y DT).

' Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.
2 Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

® Diferencias estadisticamente no significativas. p>0,05.

En cuanto a la concentracion de hierro sérico (tabla 43), hubo un importante
decremento de la muestra inicial a la final en el grupo hémico (estadisticamente
significativo). En cambio, en el grupo de lactato y control, se observaron
decrementos, pero éstos no fueron estadisticamente significativo. Las diferencias

los decrementos de

entre los tres grupos no fueron estadisticamente

significativas.
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Grupo de Inicial Final Diferencia’
estudio
Hémico 196,4 (106,2)| 87,8 (13,7)’ -108,6
Lactato 215,5 (63,8) | 137,8 (67,4)? 77,7
Control 230,8 (101,7) | 141,4 (16,2)? -89,4

Tabla 43. Concentracion de hierro sérico (p/dl) inicial y final, segun grupo de

suplementacién (promedio y DT).

' Diferencia estadisticamente significativa p<0,05.
? Diferencia estadisticamente no significativa p>0,05.

® Diferencia estadisticamente no significativas. p>0,05.

En la tabla 44 se presenta el hierro medido en los tejidos y luego calculado para
cada uno de los compartimentos del organismo porcino, la suma de ellos y el
porcentaje en relacién con el total de hierro consumido por cada una de las
cerdas durante todo el estudio, de acuerdo al grupo de suplementacion al que

pertenecen.

Es factible observar que las diferencias fueron significativas entre los tres grupos
en lo referente a hierro en sangre, no asi en los otros compartimentos. Las
diferencias en el porcentaje de absorcién fueron significativas entre el grupo de

hémico y el «control, no asi del hémico con el de Ilactato.

170



Resultados

Grupo de Porcentaje de
estudio Cantidad de hierro. mg Absorciéon
Hemoglobina | Higado | Sangre Total Consumido
Funcionante Reservas | Circulante
Hierro hémico 3.032 (636)° |277 (131)°| 6,2(1,6)" [3.315 (689)° 63.980 5,2 (1,0)°
Lactato ferroso 2.732 (494> | 245 (69)* | 9,6 (3,6)" |2.987 (530) 68.033 4,5 (0,8)
Control 2.498 (723 | 287 (45Y | 6,7 (1,7)' |2.792 (754) 69.810 4,0 (1,0)

Tabla 44. Cantidad de hierro de los compartimentos y porcentaje de absorcion de hierro en relacién al consumido.

! Diferencias estadisticamente significativas. p< 0,05.
2 Diferencias estadisticamente no significativas. p>0,05.

® Diferencias estadisticamente significativas de el hémico con el control. p< 0,05.
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V. Discusion de Resultados

172



Discusidén de Resultados

5.1. Desarrollo del relleno enriquecido con hierro hémico.

Dada la importancia de la carencia de hierro en los humanos, se han
implementado multiples alternativas para remediarla; una de ellas ha sido el
enriquecimiento de distintos productos alimenticios (Uauy, 2002; Block ,1985;
Yip, 2002b); los resultados han mostrado ser satisfactorios sobre todo en paises
industrializados, donde se han conjuntado varios factores: Ramakrishnan y Yip

(2002), mencionan algunos:

e La importancia que han tenido las precisiones legislativas en cuanto al
enriquecimiento de harina de trigo y otros productos especificos (pastas

para sopa, productos de arroz o maiz).

e La participacion de las agencias gubernamentales de salud, educativas o
de investigacion, en la vigilancia de los avances; el sector industrial y
comercial que han propiciado la rapida expansion de la comercializacién y

el procesamiento de esos alimentos.

e Todo lo anterior combinado con los avances en la tecnologia de los

alimentos y las ciencias de la nutricion.

Hurrel (2002), opina que la principal via para prevenir la deficiencia de hierro es la

fortificacion de alimentos con hierro; sin embargo, también menciona que ha

habido dos problemas fundamentales para el éxito de la fortificacion:
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e Encontrar un compuesto ferroso con alta biodisponibilidad y que no

imprima cambios en las propiedades sensoriales del vehiculo.

e Los factores de la dieta que interfieren con la absorcion del hierro de

enriquecimiento.

En la tabla 7 (p. 75) se presenta un listado de los productos comunmente usados
para enriquecer, donde es factible observar que los productos que podrian tener
mayor biodisponibilidad (tomando como referencia el sulfato ferroso), son: el
lactato ferroso (106%); el hierro elemental (reducido) en polvo (13-148%); el NaFe

EDTA (28-416%) y el hierro hémico (100-700%).

En este estudio se propuso al hierro hémico como una alternativa viable para
enriquecer, porque es el compuesto que puede tener una mayor biodisponibilidad
y aunque es complicado disfrazar su color oscuro y su sabor (parecido al de la
carne), es factible si se escoge un vehiculo que pueda asumir esas
caracteristicas, éste es el caso del relleno para galletas sabor chocolate: es de
color marrén oscuro, altamente viscoso (impide la precipitacion del hierro) y el
sabor y olor fuerte del chocolate disfraza el olor extrafio que pudiera conferir el
hierro hémico; aunque la complicacién tecnoldgica consiste en sustituir la gran
cantidad de grasa que normalmente llevan en su formulacion este tipo de

productos (Smith, 1968; Yost, 1995).

Como parte del proceso de desarrollo del relleno para galletas, sabor chocolate y

enriquecido con hierro hémico; inicialmente se evaluaron varios hidrocoloides
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(agar, almiddn, alginatos y gomas guar, garrofin, xantana y gelan), con los que se
lograba obtener una viscosidad cercana a la del relleno comercial, pero no fue
posible obtener la “cremosidad”, “untabilidad” y “grumosidad”, propias del relleno
para galletas. Asi que se optd por emplear un sustituto de grasa (Simplesse®) y se

partio de la férmula base descrita en la tabla 20 (p. 136), que previamente se

habia obtenido tras las experiencias con hidrocoloides.

Los resultados mostrados en la tabla 21 (p. 139), dan idea del proceso seguido en
la definicion de la formula final del relleno. Como puede observarse, la
metodologia seguida fue ensayo-error a partir de 7 ingredientes basicos. Los dos
principales problemas encontrados en este desarrollo fueron: otorgar la textura
tipica al producto, sin usar gran cantidad de grasa y evitar la migraciéon de agua
hacia la galleta. El primero se solucioné al usar Simplesse® y el segundo al
incrementar la cantidad de polvo hémico, lo que permitié disminuir la actividad de
agua del relleno y con ello evitar la migracién a la galleta, cuya actividad de agua
es mayor; con la ventaja de que se incremento el contenido de hierro hémico y el
de proteina. La actividad de agua del relleno se bajo hasta 0,4 para evitar que el
agua migrara hacia la galleta (con 0,7 de actividad de agua), esta diferencia
propicia una vida util mas larga, ya que se evita la deshidratacion precoz del
relleno, logrando un producto estable en periodos de tiempo suficientes para el

uso que se pretende darle.

En virtud de que se tratd de evitar la exposicion del hierro hémico al calor; se
disefié un proceso que no lo requiriera (figura 10, p. 142); su elaboracion incluye

dos fases principales: mezclado en seco y mezclado en humedo; pudiéndose
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realizar la primera y almacenar en seco el producto hasta su posterior uso

agregandole agua y colorante, para en seguida continuar con la segunda fase.

El proceso se plante6 y prob6é a escala laboratorio y con métodos manuales,
produciendo lotes de 0,5, 2 y 4 kg, con buenos resultados, por lo que valdria la

pena realizarlo a escala de planta piloto e industrial.

Un gramo de relleno aporta 2,6 mg de hierro hémico por cada gramo de relleno,
por lo que una galleta que contenga 5 gramos del producto, aportara hasta 13 mg
de hierro hémico, lo que puede cubrir hasta el 100% de las recomendaciones
(NRC,2002). El relleno contiene 14,1% de proteina, que al ser de suero de leche
y de sangre, seguramente seran de alta calidad biolégica (Erdman 1990).
Contiene ademas, otros nutrientes en cantidades pequefias, que podrian tener un

interés nutricional.

El estudio de textura mostré que hay modificaciones en la consistencia del relleno,
a medida que transcurre el tiempo: tiende a hacerse mas viscoso; sin embargo, a
los 45 dias (que fue el tiempo maximo de almacenamiento estudiado), dentro de
la galleta, se conserva en condiciones aceptables para su consumo, lo que indica
que soportaria en buenas condiciones el mes de vida util que se ha pensado para

él.

Aunque el estudio de color indicé también un cambio del mismo, a lo largo del

tiempo de almacenamiento; éste es minimo: la pérdida de la tonalidad roja y
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amarilla y el oscurecimiento ocurrido a los 45 dias de almacenamiento, no lo

hacen inaceptable.

La flora microbiana detectada en distintas condiciones de almacenamiento (vacio
y medio ambiente) fue minima y se encuentra muy por abajo de la norma
establecida al efecto (R. D. 2685/1976), no detectandose la presencia de

patdgenos como Salmonella, Staphylococcus aureus o Escherichia coli.
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5.2. Evaluacion de la biodisponibilidad de hierro hémico

Una de las preocupaciones iniciales en un estudio aleatorio, es la distribucion de
los sujetos de estudio a los grupos experimentales; en este caso lo fue aun mas,
porque observamos heterogeneidad en el grupo de las lechonas (tabla 27, p.
152). Hubo coeficientes de variacion (cv) de 0,61 en monocitos, 0,42 en hierro
sérico, 0,36 en plaquetas y neutrdfilos. Sin embargo, aun con estas diferencias,

los valores se encontraban dentro de los rangos de normalidad (Aiello, 2000).

En la distribucion aleatoria de las lechonas a los grupos de estudio, se tomaron en
cuanta estas diferencias, se us6 al peso (cv = 0,23) como la variable referente. El
total de cerdas se dividi6 en dos grupos: grandes y pequefas (segun peso);
luego, aleatoriamente se distribuyeron asignando una del grupo de grandes y otra
del de pequefas a cada grupo de estudio, lo que aseguré una distribucidon

uniforme entre los tres grupos (Silva, 1993) .

En general, los valores absolutos observados en las caracteristicas de los tres
grupos fueron muy similares y aunque hubo diferencias, éstas no fueron
estadisticamente significativas (tabla 28, p. 154). Por lo anterior, es posible asumir

que los tres grupos eran similares al inicio del estudio.

La mortalidad fue mayor en el grupo control (50%), a diferencia del grupo que
recibié hierro hémico, donde sdélo murié una cerda (tabla 29, p. 155) y casi en
todos los casos la muerte fue provocada por las secuelas ocasionadas por el

Sindrome de Estrés Porcino (Muirhead, 2001), lo cual hace pensar en la
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existencia de algun factor de protecciéon para este problema en el complejo de
hierro hémico, derivado quiza de su potencial para fomentar un mayor crecimiento
y desarrollo y una mejor nutricién en general en el ganado porcino (Perestrelo,

1998).

Podria existir el riesgo de que las cerdas que murieron tuvieran una caracteristica
en comun diferente a las que sobrevivieron y que eso pudiera sesgar los
resultados; sin embargo, al comparar los valores de las variables de uno y otro
grupo (tabla 30, p. 1567), se nota que hay diferencias, pero éstas no son
estadisticamente significativas, excepto en las diferencias encontradas en el
porcentaje de neutréfilos, que fue mas bajo en las que murieron y el porcentaje de
linfocitos que fue mas alto; situacion que es una relacion inversa a lo que sucede
normalmente en una infeccion bacteriana (aumento de neutréfilos y disminucion
de linfocitos), por lo que la mortalidad no se puede asociar a una posible infeccién
(Calhoun, 1982), ademas de que ambos valores estan en la normalidad, al igual
que el recuento de leucocitos totales, que en caso de una infeccion pudiera estar
elevado. Sin embargo, vale la pena ahondar en el estudio de este comportamiento
de los neutrdfilos y linfocitos, como respuesta a la situacion de estrés provocado

probablemente por problemas de manejo.

El grupo suplementado con hierro hémico tuvo importantes diferencias en el peso
en relacién con los otros dos grupos (12,8 kg para el control y 7,0 kg para el de
lactato), con una marcada tendencia a incrementarse a medida que el tiempo
transcurrio (figura 12, p. 157). Pudiera pensarse que las calorias extras

consumidas con los vehiculos de suplementacién explican esas diferencias; sin
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embargo, al cuantificarlas (tabla 32, p. 159), es claro que para el primer caso solo
explica 5,08 kg de la diferencia de 12,8 kg encontrada. En el caso del grupo de
lactato, explica so6lo 1,5 de los 6,8 kg; lo que indica que esas diferencias tan
notorias no se debieron al vehiculo de suplementacion, sino que muy
posiblemente se deban a la influencia de la suplementacién coincidiendo con lo

obtenido por otros autores (Maugenet, 1997; Brian, 1997 y Underwood, 2000).

Al observar la evolucién de las caracteristicas de las cerdas a lo largo del estudio
(tabla 33, p. 160), es factible ver que entre los resultados iniciales y finales, hubo
importantes incrementos en el recuento de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito
(estadisticamente significativos), seguramente como efecto de la suplementacion
recibida. Aunque la CCMH mostré un descenso del 6,4% y es estadisticamente
significativo, éste se encuentra dentro de la variabilidad normal del parametro
(Aiello, 2000). En el hierro sérico se observd un gran decremento,
estadisticamente significativo, motivado quiza, por la edad de las cerdas, ya que
el valor es mas alto durante las primeras semanas de vida (Mc Kenzie, 1991;
Thorn, 2000). En el caso del peso, las diferencias absolutas son altas y
estadisticamente significativas; aunque, en cerdos en condiciones normales
(alimentacién ad libitum), el crecimiento es mayor a las 20 semanas de vida, en

unos 10 kg aproximadamente (Goodwing, 1975).

Cuando se analiza la evolucién de las caracteristicas hematolédgicas por grupo de
estudio, se observa que en el caso del grupo suplementado con hierro hémico
(tabla 34, p. 161) hubo incrementos (estadisticamente significativos) en 3 de los

indicadores hematolégicos: recuento de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito y
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un decremento importante y estadisticamente significativo en hierro sérico. En los
tres restantes, las diferencias no fueron estadisticamente significativas; por lo que
estos datos, indican que durante el tiempo de suplementacion ocurrieron
modificaciones considerables en el perfil férrico del hierro: el hierro funcionante a
la alza y el circulante a la baja (Castro, 1999). El peso mostré un incremento de
49,6 kg (estadisticamente significativo), superior al observado en los otros grupos,
y como se mencionaba antes, como efecto de la suplementacién con hierro

hémico.

En el grupo que recibid lactato ferroso (tabla 35, p. 162), el incremento se observo
en la concentracién de Hb del 11,4%, en los otros indicadores hematologicos el
incremento no fue estadisticamente significativo, lo que nos indica que la
modificacion del perfil férrico hematolégico, se produjo sélo en el hierro
funcionante y; aunque las diferencias absolutas en el hierro sérico, con tendencia
a la baja, continuan siendo altas, estas no son estadisticamente significativas. El
peso también mostré incremento (42,9 kg); aunque no tanto como el del grupo

suplementado con hierro hémico.

De las variables hematolégicas del grupo control (tabla 36, p. 163), hubo
incrementos estadisticamente significativos en el recuento de eritrocitos,
hemoglobina y hematocrito, lo cual de nuevo habla de mejoria en el hierro
funcionante; sin embargo, la CCMH, bajé un 8%, explicado, porque el incremento
del numero de eritrocitos fue mayor (del 20%), que el ocurrido en la concentracién

de Hb (del 9%); relacion que expresa el porcentaje de incremento en el
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hematocrito del 16%, lo que habla de un desequilibrio en el perfil férrico

hematoldgico, lo cual no es deseable (Mc Kenzie, 1991; Gimferrer, 1998).

En el peso, el incremento fue estadisticamente significativo, pero muy inferior al
observado en los otros dos grupos, lo que permite suponer que la suplementacion
con lactato ferroso, pero sobre todo con hierro hémico, tuvo una influencia positiva
en el crecimiento de los cerdos con el consecuente resultado en productividad

(Polo, 1997; Perestrelo, 1998).

La tendencia a la baja en el hierro sérico continua; y aunque, no es
estadisticamente significativa, es muy marcada, en este grupo de estudio fue del
38% contra el 36% en el grupo de lactato ferroso y 55% en el grupo de hémico, la
baja, se explicaria, como ya se dijo anteriormente, porque en el lechdn las
concentraciones de hierro sérico son mas altas que en el cerdo adulto (Thorn,
2000). Las diferencias entre los grupos de estudio que consumieron sales y el que
consumié hierro hémico, posiblemente se deban a la diferente velocidad con que
cada tipo de hierro es incorporado a la eritropoyesis y a las células (Castro, 1999;

Harvey, 2000; Kaneko, 2000).

Al analizar cada uno de los indicadores hematoldégicos, comparando los tres
grupos de suplementacion, se detectan algunos datos interesantes: en la tabla 37
(p. 164), es posible observar que en recuento de eritrocitos en el grupo de hémico
y lactato se incrementé en 0,9 millones de eritrocitos; mientras que el grupo
control lo hizo en 1,4 millones, por tanto la diferencia es sustancial (36%), pero

como se anotaba antes, con un incremento de hemoglobina inferior en 26% al
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incremento ocurrido en los grupos de lactato y hierro hémico, lo que trae como

consecuencia una CCMH baja (Mc Kenzie, 1991).

El comportamiento del incremento de Hb fue el caracteristico de la respuesta a la
suplementacién con hierro en individuos deficientes en hierro (figura 13, p. 166):
un fuerte incremento durante las primeras semanas de consumo de hierro
(semanas 1 a 3 de suplementacion) y después de llegar a concentraciones

normales, mantenerse en esos valores (Gimferrer, 1998).

Los grupos de hémico y control mostraron incremento similar (de inicio al final) en
el hematocrito (tabla 39, p. 167), seguramente como efecto del hierro
suplementado, pero las diferencias entre los incrementos ocurridos en cada grupo
no fueron estadisticamente significativas, lo que nos habla de un comportamiento
similar de los tres grupos, en este parametro. El volumen corpuscular medio del
grupo control, mostré una ligera reduccién, que al compararla con lo ocurrido en
los otros dos grupos de estudio, no se observan diferencias estadisticamente

significativas.

El hierro sérico bajé en los tres grupos, pero este decremento fue superior (y
estadisticamente significativo) en el grupo de hierro hémico (tabla 43, p. 170),
quiza porque dada su estructura organica, la velocidad de incorporacién a la
eritropoyesis y a las células en general, sea mayor que la de las sales (Castro,

1999).
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Al estudiar las cantidades de hierro encontrado en los compartimentos (tabla 44,
p. 171), se observa que, aunque la cantidad de hierro del compartimento
funcionante es mayor en los animales del grupo hémico, la diferencia no fue
significativa. La menor cantidad de hierro circulante se encontré en este grupo y si
fue significativa, pero al evaluar la cantidad total promedio de hierro encontrada
en las cerdas, se observa que es mayor (10% mas) en el grupo hémico, aun
cuando los consumos de hierro fueron sustancialmente mas bajos en este grupo;
pero esta diferencia no es estadisticamente significativa; en cambio, las
diferencias en el porcentaje de absorcion si lo fueron y el hierro hémico mostré ser
superior en 23% al grupo control y en un 13% al grupo de lactato. Lo que en
resumen podria estar indicando que el hierro hémico se absorbe mejor y se
distribuye a los tejidos a una mayor velocidad a diferencia de lo ocurrido con el
sulfato ferroso en el grupo control, cuyo porcentaje de absorcion es menor y la
velocidad de distribucién es también aparentemente menor. El lactato ferroso
muestra un porcentaje de absorcion intermedio, pero la velocidad de distribucion a

los tejidos es la mas baja (Harvey, 2000; Kaneko, 2000).
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1.- Existe una amplia y clara justificaciéon en la eleccién del vehiculo que se

selecciond para el enriquecimiento con hierro hémico.

2.- Es factible transformar y aprovechar las caracteristicas adversas del hierro
hémico (color oscuro y olor a sangre) incorporandolo en una matriz adecuada,

como lo es el relleno para galletas.

3.- Se desarrollé un proceso sencillo y de bajo costo, para elaboracién a escala de
laboratorio del relleno para galletas, sabor chocolate, enriquecido con hierro

hémico.

4.- Se obtuvo un alimento funcional inocuo, de sabor, color y olor aceptables; con
alto contenido de hierro (2,6 mg/g) y proteina de alta calidad bioldgica; cuya vida

util en la galleta sandwich, es de al menos un mes.

5.- La mortalidad fue menor en el grupo que se suplementé con hierro hémico

comparado con el grupo suplementado con lactato ferroso y con el grupo control.

6.- El incremento de peso fue mayor en el grupo suplementado con hierro hémico
que en los otros dos grupos y la influencia de las calorias ingeridas en el vehiculo
de suplementacion, explican sdlo una minima parte de las diferencias, por lo que
las diferencias en el incremento de peso se pueden atribuir al efecto de la

suplementaciéon con hierro.
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7.- En los tres grupos de estudio, fue notorio un incremento de los parametros
sanguineos que informan del hierro funcionante y un decremento en el hierro

circulante, este ultimo, mas manifiesto en el grupo de hémico.

8.- Hubo una tendencia en los promedios de la cantidad total de hierro detectada
en los grupos de estudio; de mayor a menor fue en el siguiente orden: Grupo de
hémico, lactato y control, inversa a los promedios de la cantidad total de hierro

consumida, que de menor a mayor fue: hémico, lactato y control.

9.- La suplementacion con hierro hémico demostrd ser mejor en el incremento de

peso y en la disminucion de la mortalidad.

10.- La biodisponibilidad del hierro hémico fue superior en un 23% a la observada

con el sulfato ferroso y mayor a la del lactato ferroso en un 13%.
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