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RESUMEN

La anemia es un problema de salud publica ain prevalente en el Pert. Puno es el
departamento con la mayor prevalencia de anemia con 70.4 %, especialmente en las areas
rurales de bajos recursos econdmicos. La presente investigacion busca determinar el
efecto del consumo de una mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en polvo
fortificado con hierro heminico (harina de sangre bovina) en la recuperacion de ratas
Wistar con anemia inducida. El estudio es de disefio experimental, prospectivo de corte
longitudinal y fue realizado en los diferentes laboratorios de la E.P. de Nutricion Humana
de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno. La unidad experimental estuvo
conformada por 24 ratas cepa Wistar de 21 dias de edad, con un peso aproximado de 60g
procedentes del bioterio de la Universidad Andina del Cusco. Se les distribuyo
aleatoriamente formando un grupo control (CG) y 3 grupos experimentales (1, 11, I1), se
les indujo a anemia ferropénica a través de una dieta hipoférrica (arroz con cascara, clara
de huevo, maicena y aceite vegetal) por 4 semanas. Tras la lograr tener el nivel de
hemoglobina >11g/dl; se trat6 a las ratas con 3mg/ Fe de las formulaciones | (GEI) y 1I
(GEIN) y la mezcla comercial (GEIII); por un periodo de 4 semanas. Se obtuvo como
resultado que los tratamientos 1y 2 incrementaron en 1,94 g /dl y 1,5g/dl respectivamente
de hemoglobina, comprobando que las formulaciones tienen un efecto recuperador en las

ratas con anemia inducida.

Palabras Claves: Mezcla instantanea, cafiihua, cacao en polvo, fortificado de hierro,

hierro y anemia.
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ABSTRACT

Anemia is a public health problem still prevalent in Peru. Puno is the department with the
highest prevalence of anemia with 70.4%, especially in rural areas with low economic
resources. The present research seeks to determine the effect of consuming an instant
mixture based on cafithua and cocoa powder fortified with heme iron (bovine blood flour)
on the recovery of Wistar rats with induced anemia. The study is of experimental design,
prospective, longitudinal section and was carried out in the different laboratories of the
E.P. of Human Nutrition of the National University of Altiplano - Puno. The experimental
unit consisted of 24 Wistar strain rats of 21 days of age, with an approximate weight of
60g from the vivarium of the Andean University of Cusco. They were randomly
distributed into a control group (CG) and 3 experimental groups (I, Il, 11). They were
induced to suffer from iron deficiency anemia through a hypoferric diet (rice with husk,
egg white, cornstarch and vegetable oil) for 4 weeks. After achieving a hemoglobin level
>11 g/dl, the rats were treated with 3 mg/ Fe of formulations | (GEI) and 11 (GEII) and
the commercial mixture (GEIII) for a period of 4 weeks. The results were that treatments
1 and 2 increased hemoglobin by 1.94 g/dl and 1.5 g/dl respectively, proving that the

formulations have a restorative effect on rats with induced anemia.

Keywords: Anemia, Iron health, Cafiihua, Rats, Cocoa.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La anemia es una preocupacion latente a nivel mundial, afectando a 269 millones
de nifios y nifias; perjudica principalmente a nifilos menores de 59 meses de edad, la mayor
cantidad de casos se da en paises de ingresos bajos y medianos, cuya poblacion vive en
zonas rurales y/o urbano marginales (1). Segun las OMS el 50% de casos con anemia son
producidas por la deficiencia de hierro produciendo agotamiento, letargia, afectando su
capacidad fisica lo que conlleva a disminuir su salud y calidad de vida, y limitando el

aprendizaje del nifio (1,2).

La principal causante de la anemia ferropénica es una inadecuada ingesta de hierro
en la dieta. Asi mismo, la poca ingesta de vitamina A, folato, vitamina B12 y riboflavina
estan estrechamente relacionadas con anemia debido a sus funciones especificas en la
sintesis de hemoglobina y produccién de eritrocitos, a produciendo un bajo desarrollo
cerebral, motriz cognitivos y conductual del nifio (1,2). Existen diversas alternativas para
prevenir y tratar la anemia, una de ellas es la fortificacion de alimentos los que deben
cumplir con especificaciones minimas para poder ser consumidas por el ser humano, los
suplementos ricos en hierro heminico el cual es una opcion viable para manejar la anemia

en una poblacion objetiva.

La presente investigacion esta estructurada de la siguiente manera: en el capitulo
| presenta, la introduccion, planteamiento del problema, justificacion y objetivos; capitulo
Il muestra los antecedentes, marco teorico y conceptual; en el capitulo 11l detalla los
materiales, la metodologia y las consideraciones éticas; en el capitulo IV detalla los

resultados y discusion; capitulo V presenta conclusiones; y capitulo VI recomendaciones.
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1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La anemia se caracteriza por la disminucién en la cantidad y tamafio de los
gldbulos rojos, lo que reduce la capacidad de la sangre para transportar oxigeno a todos
los tejidos del cuerpo (3). La principal causa es la deficiencia de hierro; sin embargo,
puede ser multifactorial, por ejemplo, infecciones deficiencia de vitaminas B12, Ay C,
trastornos genéticos e inflamaciones cronicas (4). Generalmente se presenta en grupos
vulnerables como nifios, madres gestantes y adultos mayores. La anemia impacta
negativamente en la salud de las personas, causando fatiga y letargia, el cual disminuye
la capacidad fisica y puede llevar a la baja productividad en el trabajo (5). La afectacion
en nifios menores de 5 afios se centra principalmente en la desnutricion infantil,
repercutiendo en el desarrollo cerebral, cognitivo, motor y conductual de manera

considerable (6).

En 2021, la prevalencia de anemia en nifios de 3 afios en el Peru fue del 38.8%.
En areas rurales, esta cifra alcanzo6 el 48.7%, superando el 35.3% observado en areas
urbanas (7). En Puno, el departamento con la mayor prevalencia, entre el 70% vy el 75.9%
de nifios de 6 a 35 meses de edad se ven afectados (8). Ante este panorama, el Ministerio
de Salud estd implementando estrategias focalizadas en las familias, como la
suplementacion con hierro (sulfato ferroso) u otros micronutrientes. A nivel nacional,
solo el 36.2% de la poblacion afectada consume estos suplementos (9). De acuerdo al
estudio de Francke P. en el 2021 demostro que el consumo de estos suplementos puede
generar efectos adversos, por ejemplo, malestar en el epigastrio, nauseas, estrefiimiento y
sabor metalico, relacionandolo con el abandono de los tratamientos impidiendo una
adecuada recuperacion y generando preocupacion por la incidencia de nuevos casos con

anemia (10).
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Existen diversas opciones para tratar la anemia ferropénica, como aumentar la
ingesta de alimentos ricos en hierro. Sin embargo, muchos de estos alimentos tienen
sabores y olores fuertes, lo que limita su consumo. Para abordar esta dificultad,

numerosos investigadores han venido innovado nuevos productos a lo largo de los afos.

En Perd, hay una gran diversidad de alimentos nutritivos, entre los cuales destaca
la cafiihua, un pseudocereal de origen altoandino que contiene entre 10,8 y 15,0 mg de
hierro no heminico por cada 100 gramos (11). Ademas, la sangre bovina se esta utilizando
como aditivo en productos alimentarios, aportando un valor agregado debido por su
contenido de 0,99 g/dl de hierro heminico (12). Por otro lado, el cacao en polvo es un
alimento que camufla olores y sabores fuertes, dandole un sabor agradable a los

productos.

La fortificacion de alimentos andinos, representa una alternativa efectiva para
abordar problemas de salud publica. Los productos fortificados con nutrientes esenciales
contribuiradn al correcto funcionamiento fisiolégico. Sin embargo, el costo de estos
alimentos fortificados es elevado generando poca accesibilidad a muchos padres (13). Por
lo tanto, formular una mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en polvo fortificada
con hierro heminico es una alternativa nutricional para combatir la anemia, lo que nos

lleva a preguntarnos:

1.2 PROBLEMA

e Tendra efecto el consumo de las mezclas instantaneas a base de cafiihua
y cacao en polvo fortificado con hierro heminico (harina de sangre bovina)

sobre las ratas Wistar con anemia inducida?
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1.3  JUSTIFICACION

La anemia ferropénica es un problema de salud publica que viene afectando al
24.8% de la poblacién global y al 47.4% de nifios en edad preescolar, disminuye el
bienestar fisico de los nifios, causando fatiga y apatia generando efectos irreversibles en
el desarrollo cerebral lo que afecta etapas posteriores de la vida, por lo que diversos
investigadores plantearon alternativas de alimentos fortificados para poder disminuir los

altos indices de anemia.

Existen diversos productos comerciales fortificados como; mezclas instantaneas
(Iron Quinuo Shake) compuestas por quinua, Kiwicha y sangre bovina, alimentos de
origen alto andino, los cuales ayudan a incrementar los niveles de hemoglobina sin
embargo son de dificil adquisicion aun que se comercializan a nivel nacional, no obstante,
no hay productos elaborados con cafiihua y cacao en polvo, por lo que este estudio radica
en formular un producto fortificado utilizando una mezcla de cafiihua, cacao en polvo y
harina de sangre bovina, por sus propiedades nutritivas debido a su contenido de
macronutrientes, micronutrientes y principios activos. Por tanto, los resultados obtenidos
permitirdn tener un producto nuevo con alimentos de la zona altamente nutritivo que
contribuira a reducir la prevalencia de anemia ferropénica en nifios menos de 59 meses

de edad.

1.4  OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

o Evaluar el efecto del consumo de las mezclas instantaneas a base de

cafiilhua y cacao en polvo fortificado con hierro heminico (harina de
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sangre bovina) en la recuperacion de ratas Wistar con anemia

inducida, Puno 2023.

1.4.2 Obijetivos Especificos

Formular la mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en polvo

fortificado con hierro heminico (harina de sangre bovina).

o Determinar la composicion nutricional de las mezclas instantaneas a
base de cafiihua y cacao en polvo fortificado con hierro heminico
(harina de sangre bovina).

o Determinar el contenido de hierro de la mezcla instantanea a base de
cafiilhua y cacao en polvo fortificado con hierro heminico (harina de
sangre bovina).

o Inducir a anemia ferropénica a las ratas Wistar con una dieta hipo
férrica.

o Determinar el efecto de las mezclas instantaneas a base de cafiihua 'y

cacao en polvo fortificado con hierro heminico (harina de sangre

bovina) sobre los niveles de hemoglobina en ratas Wistar con anemia
inducida.

1.5 HIPOTESIS

1.5.1 Hipotesis general

. El consumo de las mezclas instantaneas a base de cafiihua y cacao
en polvo fortificado con hierro heminico (harina de sangre bovina)
tiene efecto recuperador sobre ratas Wistar con anemia inducida,

Puno 2023.
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2.1

CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

ANTECEDENTES
2.1.1 A nivel internacional

Moscoso G, y otros en 2022 evalud la actividad anti anémica de la harina
de semilla de quinua (chenopodium quinua Willd) variedad Collana Negra y de
Caiiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen) variedad Ramis en ratas anémicas.
Tuvo por objetivo evaluar la actividad anti anémica de la harina extruida de
semillas de quinua variedad Negra Collana y Kalihua variedad Ramis en ratas
anémicas Holtzman. Los resultados del analisis proximal mostraron alto
contenido proteico en quinua al 22% y Cafiihua al 16,2 % y la prueba de toxicidad
aguda mostro inocuidad hasta la dosis de 15000mg/ kg en amabas harinas
confirmada con la observacion anatomopatologica de 6rganos como higado,
estomago, pulmon, rifiones y cerebro. En la evaluacion de la actividad anti anemia,
se observé un promedio basal de 29.3 + 0.2% de hematocritos en el grupo de ratas
anémicas tratas con harina de quinua, y en doce semanas aumento 51,7 +0.3%
(p<0.05) un grupo de ratas sin anemia tratadas con harina de quinua y cafiihua
mostro un promedio basal de 50.2 £0.2 % y 49.3 +£0.3%; en doce semanas,
aumento a 55,2 £+0.2% y 54.8 + 0.1 % respectivamente. Concluyendo que la
administracion oral de 360 mg/Kg cada 24 h de harina de quinua y harina de
cafiithua incremento los niveles de hematocritos en 24,5 + 0.5 % y 22,2 +0.3%;
“peso 65,8 £0.3 g y 59, 2 £ 0.1 g; altura 6,8 £ 0,1 cm y 5,7 £ 0,5 cm,

respectivamente (p < 0,05). En ratas sin anemia increment6 los niveles de
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hematocrito en 5,3 £ 0,0% y 5,5 + 0,0%; peso 37,7 + 0,1 gy 21,7 £ 0,05 g; altura

4+0,0cmy 3,9+£0,0cm, respectivamente (p <0,05) (11).

Preciado S. y Cristancho L. en 2021. en su estudio titulado
“Aprovechamiento del hierro proveniente de hemoglobina bovina en la
fortificacion de galletas de chocolate y néctar de mora”, Se establecieron como
objetivo enriquecer tanto las galletas de chocolate como el néctar de mora con
hierro derivado de hemoglobina bovina en polvo. Para ello, se desarrollaron tres
formulaciones distintas con porcentajes de hemoglobina del 6, 7.4, y 8.6 para las
galletas y de 0.59, 0.94, y 1.29% para el néctar, respetando los niveles requeridos
para alimentos fortificados. Cada formulacion fue evaluada, y los resultados para
las galletas mostraron niveles de humedad, pH, y proteinas compatibles con la
normativa NTC. Concluye que la hemoglobina bovina en polvo fue efectiva para
la elaboracién de galletas, mientras que el néctar presentd dificultades en sus

caracteristicas organolépticas y funcionales, siendo complicado estabilizarlo (14).

2.1.2 A nivel nacional

Liyay J. y Santa P. en el 2022, tesis titulada “evaluacion del contenido de
hierro y aceptabilidad sensorial de una crema dulce elaborada a base de sangre
bovina y quinua cocida para nifios prematuros de 3 afios de edad con anemia
ferropénica”, Se propusieron analizar tanto el contenido de hierro como la
aceptacion sensorial de una crema dulce elaborada con sangre bovina y quinua
cocida. Esta investigacion experimental incluyé una evaluacién sensorial
mediante la prueba de referencia pareada y una escala heddnica de 5 puntos para
medir la aceptabilidad general. Los resultados mostraron que la primera

formulacion aportaba 41 mg de Fe, mientras que la segunda contenia 37.6 mg de
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Fe por cada 100 gramos de producto. Concluye que la crema dulce podria
satisfacer al menos el 30% de los requerimientos de hierro para un nifio de 3 afios
con anemia ferropénica. En términos de aceptacion sensorial, no se observaron

diferencias significativas entre las dos formulaciones (15).

Lozano L. en 2019, en la investigacion titulada “Efecto de una mezcla de
minerales y vitaminas sobre la capacidad antioxidante y la anemia inducida en
ratas”, El objetivo planteado fue evaluar el impacto de una combinacion de
minerales y vitaminas en la capacidad antioxidante y la anemia inducida en ratas.
El estudio se caracterizd por ser analitico, experimental, longitudinal vy
prospectivo. La anemia se indujo mediante extraccién sanguinea y una dieta baja
en hierro, administrando el tratamiento durante 21 dias. Los resultados revelaron
que los tres tipos de hierro empleados lograron restaurar los niveles de
hemoglobina a los valores iniciales. Respecto a la capacidad antioxidante después
del tratamiento, se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados
con sulfato ferroso y hierro heminico. Ademas, se evidenciaron cambios
histopatoldgicos en el higado, duodeno y rifidn. Concluye que los tres tratamientos
de hierro mostraron eficacia contra la anemia, aunque los tratamientos con hierro
i6nico afectaron la capacidad antioxidante sérica, mientras que el sulfato ferroso

provoco mayores alteraciones morfoldgicas, especialmente en el higado (16).

Taipe B. en el 2022, tesis de maestria titulada efecto del consumo de los
extractos acuosos de Petroselinum sativum (Perejil) y Moringa oleifera (Moringa)
sobre la capacidad antioxidante y la anemia inducida en ratas, tuvo como objetivo
“Determinar el efecto del consumo de los extractos acuosos de Petroselinum
sativum (Perejil, [PS]) y Moringa oleifera (Moringa, [MO]) sobre la capacidad

antioxidante y la anemia inducida en ratas” y que bajo un estudio experimental,
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longitudinal y prospectivo y habiendo reducido la hemoglobina en ratas
extrayéndoles sangre de sus colas e intercambiando ello por una solucién de 3ml
de cloruro de sodio y con una dieta ferropénica durante 21 dias hasta llegar a
valores de 6.6 g/dl se le proporcionaron extractos acuosos al 25% de hojas de PS
y MO, por via peroral (via oral) durante 3 semanas y obtiene ratas en cuadros de
anemia que no murieron en el proceso. Posteriormente los compensoé con una dieta
ferropénica de 30g/d. Siendo el sangramiento de cola en ratas un proceso rapido
que podria no cumplir con ciertos codigos de ética. Concluye que los extractos
acuosos de Petroselinum sativum (Perejil) y Moringa oleifera (Moringa) tienen

efecto antianémico semejante al del grupo Heminico (17).

Arcaya M. y otros en 2020 evaluaron el efecto de la ingesta de galletas
fortificadas con sangre bovina en hemoglobina de nifios anémicos tuvo por
objetivo evaluar el efecto de la ingesta de galletas fortificas con sangre bovina en
los niveles de hemoglobina de nifios anémicos. Estudio cuasi experimental, con
grupo experimental y control, en la zona rural del distrito de San Andrés de
Tupicocha de Huarochiri de Lima, Pert, desde agosto hasta diciembre de 2018.
La poblacién fue de 46 nifios de 3 a 5 afios de edad, de la que participaron 32
(consentimiento de los padres), de ellos 15 nifios tuvieron hemoglobina < 11 g/dl,
quienes conformaron el grupo experimental, mientras que 17 nifios con
hemoglobina > 11 g/dl, conformaron el grupo control. Se utiliz6 la prueba
estadistica T de Student (p < 0,05). Dando como resultados: En el grupo
experimental, después de 12 semanas de ingesta de galletas fortificadas con sangre
bovina, se observd un incremento de hemoglobina en sangre de 10,4 g/dl a 11,6
g/dl (p < 0,001); mientras que el grupo control, también registré un incremento de

11,7 g/dl a 12,1 g/dl (p = 0,007). Al comparar el incremento de hemoglobina de
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ambos grupos, se observa que en el grupo control la hemoglobina solo ascendié
en 0,5 g/dl, mientras que en el grupo experimental ascendié en 1,2 g/dl, siendo asi
el incremento mayor en el grupo experimental que consumié las galletas
fortificadas (p = 0,003). Conclusién: La ingesta de galletas fortificadas con sangre
bovina increment6 los niveles de hemoglobina en nifios de una zona rural,

reduciendo asi los casos de anemia infantil (18).

2.1.3 Anivel local

Moscoso G. y otros en el 2022, en su articulo cientifico realizado en Puno,
se propusieron evaluar la actividad anti anémica de la harina extrusionada de
semillas de quinua variedad “Negra Collana” y cafiihua variedad “Ramis” en ratas
anémicas Holtzman durante un periodo de 12 semanas. Los analisis proximales
revelaron un alto contenido de proteinas en la quinua (22%) y en la cafiihua
(16.2%). Las ratas tratadas con harina de quinuay cafiihua, administradas con 360
mg cada 24 horas, mostraron un incremento en los niveles de hematocrito a 24.5
+ 0.5% y 22.2 £ 0.3%, respectivamente, con un aumento de peso a 65.8g y 59g.
El p-valor obtenido fue menor que (Alpha = 0.05) en comparacién con el grupo
de control de ratas sin anemia. Concluye que la quinoa y la cafiilhua son alimentos
funcionales y de alto valor biolégico que podrian ser alternativas naturales para

combatir la anemia (11).

Quispe A. en el 2021, en la investigacion titulada “efecto del consumo de
gomitas funcionales en base a quinua, higado de pollo y platano en la recuperacion
de ratas con anemia inducida”, desarrolld gomitas de quinua con distintas
concentraciones de higado de pollo y platano en cantidades constantes. Las ratas

desarrollaron anemia mediante una dieta baja en hierro. La formulacion | de las
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gomitas exhibié niveles mas altos de proteinas, grasas, cenizas, hierro, acido
ascorbico y energia en comparacién con la formulacién Il. Se concluyé que la
composicion nutricional de las gomitas cumple con los exigidos por la FAO y que
las ratas desarrollaron anemia al consumir una dieta deficiente en hierro, y tanto
las gomitas funcionales como el FeSO4 demostraron tener efectos anti anémicos

(19).

Soncco M. y otros en el 2018, estudio titulado “Impacto de un programa
incluyendo un pan fortificado para reducir los niveles de anemia en nifios
escolares de Yocara, Puno — Perti”. El objetivo fue implementar el programa
educativo "Nifios Felices sin Anemia" en una escuela publica del departamento de
Puno. Este programa incluyo la introduccion de un pan fortificado para reducir los
niveles de anemia y mejorar tanto la capacidad de aprendizaje de los nifios como
las précticas saludables de los padres. Los resultados mostraron que el promedio
de hemoglobina aument6 significativamente en 0.51 gr/dl. Ademas, se observo
una disminucién en los niveles de anemia leve, que pasaron del 25.5% al 2.3%,
mientras que la anemia moderada se redujo del 18.6% al 7%. Concluye que el
programa educativo "Nifios Felices sin Anemia" (NFSA), que incluyd el
suministro de pan enriquecido con harina de quinua y habas, logré reducir la

anemia en 44 nifios de la escuela pablica (20).

2.2  MARCO TEORICO

2.2.1 Mezcla instantanea

Una mezcla instantanea se define como la combinacion de dos o mas

sustancias donde cada una conserva sus propiedades nutritivas individuales (21).
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Para el desarrollo de una mezcla instantanea nutritiva, es fundamental considerar

los siguientes aspectos:

Valor nutritivo de los ingredientes y del producto final.

e Los componentes tienen que ser de alta digestibilidad a fin de evitar
trastornos digestivos.

e Las materias primas deben ser producidas en la region.

e Lamezcla instantdnea debe tener buenas cualidades de conservacion
y que no se vea afecta por las condiciones climaticas.

e El costo del producto debe ser accesible y fécil de preparar.

2211 Mezcla instantanea comercial (Iron Quinua Shake)

Siendo el Iron Quinua Shake un batido nutritivo que incorpora
quinua y otros ingredientes ricos en hierro para proporcionar una fuente
concentrada de minerales esenciales. Como tal tiene una composicién
nutricional equilibrada y rica en nutrientes. Por cada porcién de 100 g,
proporciona 398.25 kcal de energia, 51.27 g de carbohidratos, 32.54 g de
proteinas y 6.99 g de grasas. Ademas, contiene 1.55 g de fibra que
contribuye a la salud digestiva. Con un contenido de humedad de 4.65 gy

4.31 g de cenizas, Contenido de hierro 543.1 g. (22).

2.2.2 Fortificacion de alimentos

La fortificacion de alimentos implica enriquecer un alimento con
micronutrientes esenciales para mejorar su valor nutricional, aumentando asi la
ingesta de estos nutrientes para corregir o prevenir deficiencias conocidas y

promover beneficios para la salud con un riesgo minimo (21).
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La efectividad de la fortificacion de alimentos varia segun el nivel de
enriquecimiento utilizado. Es fundamental que los nutrientes afiadidos al alimento
sean facilmente absorbidos por el cuerpo humano y que el alimento mantenga

propiedades sensoriales atractivas para su consumo (21).

2221 Ventajas del fortificado de alimentos.

e Salud. Estudios recientes han demostrado que el fortificado de
alimentos tiene un impacto significativo en la salud publica porque
se ha logrado una reduccion considerable de enfermedades graves
como el bocio y la anemia (23).

e Econdmico. La fortificacion de alimentos es beneficioso para
mejorar el estado nutricional de la poblacion ya que al incluir
micronutrientes (yodo, hierro) en alimentos es méas rentable porque
las personas pueden ser méas productivas reduciendo costos en
atencion médica (23).

2.2.3 Cafihua (Chenopodium palliducaule aellen)

Es un pseudocereal, compuestos antioxidantes naturales, se cultiva
principalmente en las zonas altoandinas teniendo un importante uso en la
alimentacion de las familias. Se trata de un cultivo que enfrenta con éxito las
heladas, sequias y bajas temperaturas. Es una buena alternativa nutricional sobre
todo para nifios y adultos mayores, ya que se destaca por su excelente calidad de
proteinas y minerales y que ademas ayuda a disminuir el colesterol por su bajo

indice glicérico (24).
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2.2.3.1 Descripcion botanica

Es una planta herbacea, ramificada desde la base, mide entre 50 a 60 cm
con un periodo vegetativo entre 140 a 150 dias. El color de la planta (tallos
y hojas) cambien segun el eco tipo en la fase fenoldgica de grano pastoso;
de verde a anaranjado, amarillo claro, rosado claro, rosado oscuro, rojo y
purpura (25). En la Figura 1 se muestra la cafiihua en su etapa de
fructuaccion.

Figural

Canihua de la zona en etapa de fructuacion (maduracion de semillas)

RS DS e e
2.2.3.2 Variedades de cafihua

En Puno se puede encontrar 430 variedades de Cafiihua, de las cuales 41%
corresponde a la provincia de Melgar, 21% a la provincia de Puno, 13% a
San Antonio de Putina, 10 % a la provincia de Lampay 6% a la provincia
de Huancané (25). Las principales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Variedades de cafiihua

N° Nombre comun N° Nombre comdn
1 Choque silihua 9  Chiji Cafiihua
2  Cunacutama 10 Naranja
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3  Kitay llama 11 Rojo

4  Chuto 12 Amarilla

5 lllama 13 Pasankalla
6  Alfenica 14 Kancolla

7 Airampo Caiihua 15 Cupi blanca
8 Kello Caiiihua 16 Janko

Nota: Manejo y mejoramiento de la cafiihua, Apaza M. 2010 (25).

2.2.3.3 Valor nutricional de la cafihua

La cafiihua tiene un alto valor bioldgico al tener un alto contenido
de proteinas y una proporcion importante de aminoacidos esenciales entre
los que destacan la lisina ademas fibra y grasas no saturadas (25). En la

Tabla 2 se detalla el contenido nutricional de tres tipos de cafiihua.

Tabla 2

Composicidon nutricional de la cafiihua

Contenido Cafihua, Cafihua Cafiihua
amarilla gris parda
Energia (kcal) 381 356 355
Proteinas (g) 15.7 14.0 13.8
Grasas (g) 75 4.5 3.5
Carbohidratos 62.5 64.0 66.2
(9)
Calcio (mg) 87 110 171
Fosforo (mg) 335 375 496
Zinc (mg) - - -
Hierro (mg) 10.8 13.00 15.00
Tiamina (mg) 0.62 0.47 0.57
Riboflavina 0.51 0.65 0.75
(mg)
Niacina (mg) 1.20 1.13 1.56
Vitamina C (mg) 2.20 1.10 0.00

Nota: Tabla de composicién de alimentos, Ministerio de salud 2017 (26).

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.4 Cacao (Treobroma cacao)

El cacao es fuente de antioxidantes por el contenido de catequinas que
pertenecen a la familia de flavonoides. ElI cacao puro contiene 53,5 mg de
catequinas por cada 100 g, disminuyendo el riesgo de ataques al corazén. Estudios
han demostrado han demostrado que el contenido de triglicéridos no produce un

aumento en el colesterol (27).

2.2.4.1 Cacao en polvo.
Se obtiene mediante la molturacion de la torta de cacao prensada.

En la Figura 2 se muestra la imagen del cacao en polvo.

Figura 2

Cacao en polvo

2.2.4.2 Composicion nutricional del cacao en polvo

La composicion del cacao en polvo contiene entre 20 -22% de
grasas sin embargo, su composicién varia segun su contenido de grasas
(27). En la Tabla 3 se detalla la composicion nutricional del cacao en

polvo.
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Tabla 3

Composicion nutricional del cacao en polvo

Contenido 100g
Energia (kcal) 381
Proteinas (g) 9.8
Lipidos totales (g) 8.1
Hidratos de carbono (g) 67.1
Calcio (mg) 40
Hierro 4.4
Sodio (mg) 950
Potasio (mg) 1500
Fosforo (mg) 709
Selenio (ug) 16.7
Tiamina (mg) 0.04
Riboflavina (mg) 0.14
Equivalentes de niacina (mg) 2.6
Vitamina B6 (mg) 0.07
Folatos (ug) 38
Vitamina A (ug) 6.6
Vitamina E (mg) 0.4

Nota: Tabla de composicién de alimentos Moreira'y Col., 2013

2.2.4.3 Uso del cacao en alimentos fortificados con hierro

La sangre bovina tiene un olor y sabor fuerte que disgustan y
reducen la aceptabilidad de los nifios por lo que se esta utilizando el cacao
en polvo para enmascarar estos olores y sabores fuertes, ya que, el
chocolate es el Unico alimento que se encuentra en estado solido a
temperaturas ambiente y se derrite dentro de la boca, esto debido a la grasa
que contiene y es ampliamente utilizado en la industria alimentaria por su
alto grado de aceptabilidad en nifios y adultos. En estudios previos, se

encontrd que el chocolate fortificado con hemoglobina bovina desecada
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fue bien recibido sensorialmente por el 98% de nifios de 6 a 10 afios que
participaron en la evaluacion del producto. Esto nos ayuda a comprobar
que la aceptabilidad serd alta al combinar la mezcla con cacao en polvo

7).

En otro estudio Preciado S. demostré que la administracion de
chocolate fortificado con hierro aumenté significativamente el grado de
hemoglobina en nifios tratados, mostrando una diferencia media de 0.23
g/dl entre el grupo control y el grupo experimental después de la
intervencion. Ademas, otro estudio evalué la efectividad del consumo de
brownies que fueron fortificados con HH en adolescentes, encontrando
resultados Optimos al incrementar los niveles de hemoglobina en la
poblacion tratada. Estos estudios comprueban que la absorcion del hierro

es optima contribuyendo a la reduccion de la anemia (14).

2.2.5 Harina de sangre bovina

Las harinas de origen animal son fundamentales como fuentes principales
de proteinas en alimentos completos, y muestran una considerable variabilidad en
su valor nutricional debido a las diferencias inherentes en la materia prima inicial
y los procesos de obtencion utilizados. Estas harinas son ricas en aminoacidos,
calcio, hierro y vitaminas del complejo B. Especificamente, la harina bovina
destaca por su contenido de aminoéacidos, especialmente lisina, asi como por su
alta concentracion de proteinas y otros compuestos de valor biol6gico. Ademas,
este producto puede contener entre el 75% y el 85% de proteinas, y
aproximadamente 1 kg de sangre bovina puede proporcionar la misma cantidad

de proteina que 1 kg de carne (28).
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2251 Composicion nutricional de la sangre bovina

La composicion nutricional de la sangre varia de acuerdo a diversos
factores como la raza, su estado, su alimentacion habiendo valores
estandar, la cual se refleja en la Tabla 4.

Tabla 4

Composicién de la sangre, plasma liquido y plaqueta celular bovino

(9/200ml)

Componente Sangre (%) Plasma (%) (I:D;ﬂllj:rte(% )

Agua 80-85 90-92 70-78
Proteina 15-18 6-8 25-29
Lipidos 0.15 0.5-1 0.20
E';fbrg;‘;s de 0.10 0.08-0.12 i
Sales minerales 1.0 0.8-0.90 Trazas
Otras sustancias 0.55 0.20-0.30 -
Materia seca 15-20 8-10 22-30

Nota: disefio de proceso de produccion de harina de sangre de ganado bovino en la region
Piura. Colcas J, et al. 2021

2.2.6 Anemia

La anemia es una condicion caracterizada por niveles bajos de glébulos
rojos y hemoglobina en la sangre, y su prevalencia varia segun el género, la edad
y la ubicacién geografica de la poblacion. Una de las causas predominantes de la
anemia es la deficiencia de hierro en la alimentacion diaria, contribuyendo a mas
del 50% de los casos registrados en el Peru. Esta deficiencia puede ocasionar
problemas en el desarrollo neuroldgico, ralentizacion del crecimiento,
afectaciones en la capacidad cognitiva, dificultades en la movilizacion hepatica de

la vitamina A, y aumento de la morbilidad (29).

El nivel de hemoglobina en sangre depende de la presidon parcial de

oxigeno en la atmosfera. En Per( un pais con gran cantidad de personas que viven
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en la altura donde la presion de oxigeno es reducida, se requiere un ajuste en la
medicién de hemoglobina para poder evaluar el estado de anemia. Existe dos
formas de ajuste para la evaluacion de anemia: cambio de los limites de los niveles

minimos de hemoglobina o llevando a nivel del mar la medicion observada (29).

La medicién de la anemia se clasifica en severa, moderada o leve con los
siguientes puntos de corte para nifios, adolescentes y mujeres puérperas 0

gestantes, detallandose en la Tabla 5.

Tabla b

Valores normales de concentracion de hemoglobina y niveles de anemia en

nifios, adolescentes, mujeres gestantes y puérperas (hasta 1,000 msnm)

Nifios

1asemana de vida <13.0 >13.0
2asemana da vida <10.0 >10.0
Gasemana de vida <8.0 >8.0
Nifios nacidos a termino

Menos de 2 meses <135 13.5-185
Nifios de 2 a 6 meses <9.5 9.5-135
cumplidos

Nifios de 6 meses a 5 <80 7.0-99 10.0 -10.9 >11.0
afios cumplidos

Nifiosde 5a 11 afiosde <8.0 80-109 110-11.4 >11.5
edad
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Adolescentes varonesy <80 8.0-109 11.0-11.9 >12.0
mujeres de 12 — 14

afnos de edad

Varones de 15 afios a <80 8.0-109 11.0-129 >13.0
mas
Mujeres no gestantesde <80 8.0-109 11.0-11.9 >12.0

15 afios a mas

Mujeres gestantesde 15 <80 7.0-99 10.0-109 >11.0
afios a mas
Mujer puérpera <80 80-109 11.0-119 =>I12.0

Nota: La concentracion de hemoglobina se utiliza para diagnosticar la anemia y evaluar su
gravedad segun el Plan Nacional para la Reduccién y Control de la Anemia de Ginebra, 2011
(30,31).

2.2.7 Tipos de anemia

Existen diversas causas por las que se da una disminucién de la produccion
de eritrocitos entre ellas estan; alimentaria, toxicologica, metabdlica,

mielodisplésica, hemorragica o hemolisis:

2.2.7.1 Anemia hemolitica
Se da un incremento en el ritmo de destruccion de los glébulos
rojos que no se puede compensar con la produccidon de los glébulos rojos

(32).

2.2.7.2 Anemia megaloblastica

Se da por el déficit de vitamina B12 y/o &cido félico. Esto produce
una sintesis defectuosa de acido desoxirribonucleico (ADN), de acido
ribonucleico (ARN) y de proteinas. En la medula 6sea se provoca una

eritropoyesis ineficaz, produciendo una medula con hiperplasia de la serie
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eritroide con precursores eritrocitarios aumentados de tamafio y hematies

megaloblasticos (33).

2.2.7.3 Anemia ferropénica

La deficiencia de hierro empieza por la deplecién de los depdsitos
de hierro, lo que se relacion con la disminucion de la concentracion férrica
sérica, posteriormente se produce la anemia ferropénica evitando una

homeostasis normal (34,35).

Causas principales de la anemia ferropénica.

e Aporte insuficiente. Dietas veganas, ingesta de leche de vaca en
menores de 12 meses 0 exceso de lacteos en la dieta.

e Absorcion intestinal alterada enfermedad celiaca, resecciones
intestinales, enfermedades inflamatorias intestinal, ingesta de
farmacos antiacidos, inhibidores de la bomba de protones, diarreas
e infecciones intestinales.

e Aumento de perdidas. Menstruaciones abundantes, epistaxis,
ejercicio fisico intenso.

2.2.8 Digestion de hierro

Se utiliza con mayor eficacia el hierro heminico en comparacién con el
hierro no heminico, ya que la porcion proteica de las hemoproteinas es degradada
por las proteasas digestivas. Esto libera el grupo hemo, el cual se vuelve soluble
en el ambiente intestinal, especialmente en presencia de los productos de la
digestion de proteinas como aminoacidos y péptidos pequefios (36). El hierro no
heminico, después de la hidrolisis de las proteinas a las cuales este ligado, se

encuentra en su mayor parte al estado ferrico. En medio acido del estbmago (pH
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1,5), tanto el hierro ferroso (Fe?*) como el hierro férrico (Fe**) se mantienen

insolubles (36).

Figura 3
Rata Wistar (Rattus novergivus Mecanismo de digestion del hierro en el

intestino delgado )

- = Fe- FeRt—

Ferritin
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Nota: Avances en el diagndstico y tratamiento de deficiencia de hierro y anemia ferropénica,
Alvarado C 2021 (34).

2.2.8.1 Absorcion del hierro no heminico

El hierro no heminico, bajo la influencia del &cido clorhidrico en el
estdbmago, se transforma en su forma reducida, hierro ferroso (Fe2+), que
es soluble y capaz de cruzar la barrera de la mucosa intestinal. A lo largo
del intestino, la absorcién de hierro es mas efectiva en el duodeno y la
porcidén superior del yeyuno. La membrana de la mucosa intestinal facilita
la captacion del hierro y su transporte hacia el interior de las células. La
apotransferrina presente en el citosol contribuye a mejorar la velocidad y

eficacia de esta absorcién. Dentro del citosol, la ceruloplasmina oxida el
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hierro ferroso a su forma férrica, la cual se une posteriormente a la
apotransferrina para formar transferrina. El exceso de hierro que no puede
ser transportado intracelularmente se almacena en forma de ferritina

(35,36).

2.2.8.2 Biodisponibilidad del hierro no heminico
El porcentaje de absorcion del hierro es multifactorial, la absorcion
varia entre el 2%y el 20%, su biodisponibilidad est4 condicionada por los

alimentos consumidos en la dieta (36).

Los polifenoles que se encuentran principalmente en el té y el café
disminuyen la absorcién del hierro heminico al formar complejos
insolubles que no pueden ser absorbidos. Aungue esto no sugiere evitar su
consumo, el café, por ejemplo, puede reducir la absorcion del hierro
heminico hasta un 39%. Los oxalatos, presentes en leguminosas, también
afectan la absorcion del hierro, pero su impacto se reduce mediante la
coccion debido a su naturaleza termolabil. Ademas de los oxalatos, acidos
fiticos, fosfatos, polifenoles y pectinas también forman complejos
insolubles con el hierro, interfiriendo de esta manera en su absorcion a

nivel intestinal (36).

2.2.8.3 Absorcion del hierro heminico

El hierro heminico atraviesa la membrana celular como una
metaloporfirina intacta, después de que las proteasas endoluminales o de
la membrana del enterocito descomponen la hemoglobina. Los productos
resultantes de esta descomposicion son cruciales para mantener el hemo

soluble, asegurando asi su disponibilidad para la absorcion. En el citosol,
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la hemoxigenasa libera el hierro de la estructura tetrapirrdlica y lo
transporta hacia la sangre como hierro inorgénico; incluso una pequefia

parte del hemo puede ser transferida directamente a la sangre portal (34).

2.2.8.4 Biodisponibilidad del hierro

El hierro heminico se absorbe con mayor eficacia y ademas facilita
la absorcion del hierro no heminico. Esto se debe a su estructura hemo,
que le permite ingresar directamente a las células de la mucosa intestinal
como un complejo hierro-porfirina. Asi, la presencia de sustancias que

inhiben o promueven no afecta su absorcion (34,35).

El porcentaje de absorcion del hierro heminico varia desde 15%
hasta 25% en personas sanas y de 25% hasta 35% en personas con

deficiencia de hierro (34,35).

2.2.9 Determinacion de los niveles de hemoglobina

Esta se realiza mediante el uso de un hemoglobindémetro portatil, conocido
como HemoCue. Este dispositivo requiere la lisis de los glébulos rojos para su
analisis. Utiliza cubetas desechables tratadas con productos quimicos que rompen
la membrana de los glébulos rojos, permitiendo que la hemoglobina se combine
con ellos a través de microcubetas o tiras reactivas especificamente disefiadas para

cada equipo (36).

2.2.9.1 Hemoglobindmetro portatil (HemCue)
Es un dispositivo con pantalla digital disefiado para medir
directamente la concentracion de hemoglobina en la sangre, ya sea tanto

de obtencién capilar o venosa (36). Se fundamenta en el método de
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azidametahemoglobina, mediante el empleo de micro cubetas o tiras

reactivas compatibles con cada equipo.

2.2.9.2 Modelo animal
Un organismo vivo proporciona un entorno para estudiar la
biologia normativa o conductual, asi como para investigar procesos

patologicos, ya sean espontaneos o inducidos (37)

2.29.2.1 Rata wistar

Desarrollada por el Instituto Wistar de Filadelfia, Pennsylvania, la
rata Wistar es un animal conocido por su tranquilidad y moderada
prolificidad, y se encuentra en laboratorios de todo el mundo. Es
notablemente resistente a las infecciones y presenta una baja incidencia de
tumores espontaneos. Ademas, es albina, con una cabeza ancha, orejas
largas y una cola més corta que su cuerpo. Las ratas Wistar son una de las
cepas més empleadas en la investigacion cientifica. Segin Molina, este
mamifero se utiliza como organismo modelo para el estudio de diversas
caracteristicas biomédicas y toxicoldgicas, asi como para investigaciones
en nutricion enteral o parenteral, debido a su capacidad para tolerar

deficiencias alimentarias (36).

En la Figura 4. Se muestra el modelo animal Rata Wistar, que se

utiliza para diversos estudios experimentales.
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Figura 4

Rata Wistar (Rattus novergivus)
L 4
N .

-4s .

Nota: Recuperado de Circulo ADN (38).

2.29.2.2 Caracteristicas de la rata Wistar
Aunque las ratas comparten muchas caracteristicas anatdmicas y
fisiolégicas con los humanos, tienen muchas caracteristicas bioldgicas, las

que se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6

Caracteristicas anatémicas de la rata Wistar

Anatomia Descripcion
Ocular Pueden desarrollar manchas rojas alrededor de los ojos y
las fosas nasales cuando estan angustiada.
Dientes Tienen incisivos de raiz abierta, por lo que crecen

continuamente a lo largo de la vida. Una dieta blanda
puede provocar un crecimiento excesivo de los dientes.
Incapacidad para Carecen de los mecanismos neurofisioldgicos para la

vomitar emesis

Vesicula biliar No cuentan con vesicula biliar.

Coprofagia Suelen comer sus heces para asimilar los subproductos
microbianos.

Metabolismo Son albinos

Nota: Ministerio de Salud 2017-2021 (31).

2.2.9.3 Requerimiento nutricional de la rata Wistar
Las ratas tienen una dieta omnivora, lo que implica que se

alimentan tanto de alimentos de origen animal como vegetal. Su capacidad

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

para consumir una variedad de alimentos les permite adaptarse a diferentes
entornos y condiciones alimenticias. Por lo que se debe balancear

adecuadamente los alimentos (31).

La dieta debe estar constituida por macronutrientes y
micronutrientes que cubran las necesidades basicas del modelo animal, lo

que se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7

Requerimiento de macronutrientes de la rata Wistar

Componente Porcentaje (%)

Proteina cruda 20
Grasa cruda 9.81
Fibra cruda 2.15
Ceniza 6.38
Consumo diario de alimento 3-60
Consumo diario de agua 3.7ml

Nota: Instituto Nacional de Salud. Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio:
ratén, 2008 (31).
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2.2.10 Uso de animales de experimentacion

Las investigaciones en animales se deben principalmente a cuatro razones.

2.2.10.1 Reduce el tiempo de investigacion
La corta vida y la alta tasa de reproduccién de las especies
utilizadas facilitan el estudio de enfermedades, condiciones y efectos

secundarios a lo largo de varias generaciones (37).

2.2.10.2 Se contralan maés variables

La investigacion con animales confinados en laboratorios ofrece la
ventaja de controlar variables criticas, entre ellas (género, edad, peso,
alimentacion y ambiente). Esta estandarizacion de los tratamientos
simplifica el estudio detallado de enfermedades, condiciones y efectos

secundarios (37).

2.2.10.3 Existen leyes y regulaciones nacionales e
internacionales

Se establece que es importante realizar estudios preliminares en
animales antes de iniciar la investigacion en seres humanos, conforme al
articulo 21 de la Declaracion de Helsinki WMA del 2013. Esto se
considera fundamental para prevenir posibles abusos y vulneraciones

hacia los seres humanos (39).

2.2.10.4 Porque asi se ha hecho
Las investigaciones en animales han sido llevadas a cabo de
manera sistematica desde hace aproximadamente dos mil afios. Este

enfoque continuo ha permitido avanzar en el entendimiento de numerosos
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aspectos relacionados con la biologia, la medicinay otras areas cientificas.
El estudio de modelos animales ha proporcionado insights cruciales que
han sido fundamentales para el desarrollo de tratamientos médicos y la

comprension de enfermedades humanas (37).

La presente investigacion estudia un problema de salud publica
como es la anemia. El proyecto plantea la elaboracion de una mezcla
instantanea para poder tratar la anemia, por lo que es necesario controlar
las variables de alimentacion y posibles efectos secundarios tras la
administracion del nuevo producto. Esto nos garantizara contar con un
producto Util para combatir la anemia sin riesgo alguno para poblacién

humana evitando asi la vulneracién de sus derechos.
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

e Harina de sangre.

Es la deshidratacion de la sangre bovina y la pulverizacion de la misma.

e Pulverizacion.

Proceso de reduccion del tamarfio de las particulas de solidos.

e Mezcla alimenticia instantanea.
Es una combinacion de alimentos como granos, tubérculos, cereales y entre otros
cuya finalidad es tener concentraciones proteicas necesarias para el organismo humano

(40).

e Fortificado
Se refiere a un alimento enriquecido con un contenido minimo del 10% y méximo
del 100% del valor de referencia para vitaminas, minerales, proteinas y fibra dietética.
Esto incluye productos tipo comida o platos principales, en comparacién con el alimento

original sin enriquecer (29)

e Anemia ferropénica.
Es la disminucidn del hierro corporal por debajo de los niveles necesarios para

mantener una homeostasis normal (40).

e Hemoglobina.
Es una molécula compleja presente en los eritrocitos, su funcion es transportar el

oxigeno a todos los tejidos del organismo (40).

e Hierro heminico
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Proviene de la degradacion de hemoglobina y mioglobina, que son hemoproteinas
compuestas por cadenas de polipéptidos unidas a un grupo prostético conocido como

hemo (16).

e Hierro no heminico.
Se encuentra principalmente en alimentos de origen vegetal y su absorcion esta
delimitada por diversos factores, requiere un pH acido para reducirse y pasar de Fe 11l a

Fe I1, la forma ferrosa se complejos de bajo peso molecular que son solubles (34,35).

e Biodisponibilidad.
Es la proporcidn del hierro dietario que es absorbido y utilizado por el cuerpo. El

factor que influye sobre su biodisponibilidad es su forma quimica (34,35).

e Transferrina
Es una proteina especifica del plasma que desempefia un papel crucial en el
transporte del hierro en el organismo. Esta proteina se une al hierro en el torrente
sanguineo y facilita su transporte a través de la circulacion hacia los tejidos donde es
necesario para funciones vitales como la sintesis de hemoglobina y otras hemoproteinas

(41).

e Ferritina
Se trata de una proteina de almacenamiento que también tiene actividad
oxidorreductasa y facilita la mineralizacion del hierro en el organismo. Se destaca por su
capacidad para almacenar grandes cantidades de hierro no heminico. La ferritina sérica
no solo funciona como un biomarcador del hierro, sino que también es reconocida como
un marcador inflamatorio importante. Por esta razon, se considera un indicador clave del

estado de la nutricidn de hierro. No obstante, debido a que esta viene a ser proteina con
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fase aguda, los niveles de ferritina pueden aumentar temporalmente durante episodios de

inflamacién, lo que podria ocultar un cuadro clinico de deficiencia de hierro (41).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS
3.1 TIPO DE ESTUDIO

La presente investigacion segun la intervencion es de tipo experimental

prospectivo de corte longitudinal.
3.2 LUGARDE ESTUDIO

La presente investigacion se desarrollé en los siguientes ambientes:
e Laboratorio de Transformacion y Procesamiento de Alimentos de la

Escuela Profesional de Nutricion Humana.

e Laboratorio de Analisis y Control de Alimentos de la Escuela Profesional

de Nutricién Humana.

e Bioterio de la Escuela Profesional de Nutricion Humana de la Facultad de

Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

3.3 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
3.3.1 Poblacién

La poblacién estuvo conformada por ratas de cepa Wistar de 21 dias de
edad, con un peso aproximado de 60 g procedentes del bioterio de la Universidad

Andina del Cusco.

3.3.2 Muestra experimental

Para realizar el muestreo se tomé como referencia a Quispe (2021), cuya

tesis maneja un disefio experimental, nos basamos en:
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Donde:
n: tamafio de muestra
Z,:3.9
Z5:3.9
e: 4.859015432
s?:1.78
k: 4

Por reemplazo

(3.9 +3.9)?

Tesogz -~ 178 =1834 =20

El tamafio de la muestra ideal para el experimento es de 20, el tamafio para cada
grupo experimental es de 5. Por posibles riesgos de transporte, adaptacion,
enfermedades y entre otros, se afiadid una rata Wistar para cada grupo de tal manera
evitar sesgos en la investigacion.

La muestra estuvo conformada por 24 ratas Wistar distribuidas aleatoriamente
(n=6); un grupo control (C) y tres grupos experimentales (I y 1)

3.3.1. Muestreo

Se realiz6 un muestreo aleatorio probabilistico, donde cada sujeto de
estudio tiene la misma oportunidad de pertenecer a cualquier grupo (42). Lo
primero que se realizé fue una seleccion aleatoria de 24 ratas cepa Wistar de 21
dias de edad para el estudio, seguido de una distribucién aleatoria formando un
grupo control (1) y 3 grupos de tratamiento (I, Il, I11). Es importante destacar que;
para evitar sesgo en la investigacion se le afiadié una unidad bioldgica a cada

grupo experimental.
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3.4  CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

3.4.1 Criterios de inclusion

= Rata Wistar sanas.
= Rata Wistar recién destetadas de 21 dias.
= Ratas Wistar con peso aproximado de 100g.

3.4.2 Criterios de exclusién

= Rata Wistar con algun tipo de patologia.

» Ratas Wistar que haya participado en algun estudio previo.

» Rata Wistar que sufran muerte después de la adaptacién o induccion a
anemia.

= Rata Wistar > 21 dias.

35 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
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Tabla 8

Operacionalizacion de las variables

Variable Dimensién Indicadores Categorias indice
Variable independiente
Proteina 33.4g/100g
Composicion Grasas 7.09/100g
nutri(F:)ional Carbohidratos 33.0 g/100g
Humedad %
Cenizastotales %
Min-max10? -
Mohos 10%ufc
!\/Iezclal Levaduras Min-max10? -
instantanea . 4
Microbiolégico Aerqb!os 10. ufc
Mezcla mesofilos Min-max10* -
instantanea Coliformes total  10°ufc
a base de Salmonella Min-max10 -10%ufc
cafiilhua 'y Min-max 0-Oufc
cacao en Contenido de
polvo. Hierro mg/g 70mg/100g
G.C. FH: dieta
Mezcla hipoférrica
. , F2: cafiihua 54%,
instantanea a
- L ~ G.E. I cacao 16 %oy H
Administracion  base de cafiihua -
sangre bovina 30%
de la mezcla y cacao en polvo F3: cafiihua 47%
fortificado con : 13(; H o
hierro heminico  G. E.II cacao Lovo y
sangre bovina
40%v
Variable dependiente
Normal 11.0 a 14.0 g/dI
Anemia Analisis Nivel de Leve 10.0210.9 g/dI
bioquimico hemoglobina Moderado 7.0a29.0 g/dl
Severo <7.0 g/dI

3.6 PROCEDIMIENTOS DE LA MEZCLA

La elaboracién de la mezcla instantanea fue desarrollada segun las
especificaciones del CODEX alimentario y la guia para la fortificacion de alimentos con

micronutrientes de la OMS/FAO.

En la Figura 5. Se muestra el flujograma de la elaboracion y formulacion de la
mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en polvo fortificado con hierro heminico
(harina de sangre bovina), donde se detalla paso a paso el procedimiento para la obtencion

del producto final.
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Figura 5

Flujograma de la elaboracion y formulacion de la mezcla instantanea

Recepcidn de materias primas

v v

Cafihua Sangre bovina Haba de cacao
v v
Pesado Tostado
¥ v
Seleccion Coagulado -
5 Descascarillado
Molienda ¢
v Secado Molienda
Tamizado
v
Extruido Alcalinizacién y la torta de cacao
v Molido #
Molido Enfriamiento y molienda
| |
Pesado
[
y L 4
Formulacion 1 (F1) Formulacion 2 (F2)
- Cafiihua 25 g - Caiiihua 21.1g
- Cacaoenpolvo 7.1 g - Cacaoenpolvo6g
- H de sangre bovina 15 g - H de sangre bovina 20 g
- Lecitina: 0.4 g - Lecitina: 0.4 g
- Estevia: 2.|5 a - Estevia: 250 |
Mezclado y homogenizado
2

Envasado, sellado y etiquetado

3.7 PARA LA CANIHUA

Pesado: Se uso 1kg de cafiihua, el cual fue pesado en una balanza digital.

Seleccion. Se separ6é manualmente las impurezas que puedan presentar la cafiihua.

Molienda. Se molié de manera homogenea la cafiihua.

Tamizado. se realizo6 con la finalidad de tener particulas homogéneas de cafiihua

mediante el uso de un colador.
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Extruido. Se sometio la harina a una presion de 60 a 140 bar a temperatura de
120 a 160°C en maquina extractora donde realizaré la coccién y la gelatinizacion la cual

consiste en crear un pasta uniforme y homogénea de cafiihua.

Molido. Se pulverizd la pasta de cafiihua creada por la extrusora.

3.8 PARA LA HARINA DE SANGRE BOVINA

Coagulado. Se realiz6 por método de vaporizacion a 90°C por 5 min para evitar

agentes microbioldgicos patogenos.

Secado. Se realiz6 a una temperatura de 80°C durante 10 a 20 min hasta obtener

una humedad < 10%.

Molido. Se pulverizé la sangre coagulada seca.

3.9 PARA EL CACAO EN POLVO

Fermentacion, secado y limpieza. Viene a ser el proceso fermentado que: es un
proceso crucial posterior a la cosecha, donde los granos frescos se someten a una serie de
transformaciones bioquimicas orquestadas por una comunidad microbiana diversa. Esta
etapa no solo elimina la pulpa residual y mata el embrion de la semilla, sino que también
sienta las bases para el desarrollo del sabor y aroma caracteristicos del chocolate. Luego,
se realiza el secado bajo cubiertas de techado con luz difusa lo que permitira seleccionar
y clasificar las habas en aptas y no aptas. Finalmente, se limpia las impurezas (arena,

insecto, tallos).

Tostado. Se tostd durante 35 min a >100°C mediante sistema abierto en contacto

con el aire, en recipiente metalico suministrado por calor por una cocina de gas.
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Descascarillado. se realizd de manera manual donde se separ0 la cascara del

germen del resto del haba.

Molienda. Se realiz6 la molienda a 35°C hasta obtener particulas pequefias.

Alcalinizacion y la torta de cacao. Se neutralizé los &cidos que descomponen los
compuestos volatiles del cacao utilizando bicarbonato o carbonato de calcio al 1%. Esta
alcalinizacién en pequerfias cantidades de agua para facilitar un prensado y obtener una

torta de cacao.

Enfriamiento y molienda de la torta. Al prensar la torta se absorbi6 calor
mediante la presién o friccidn del recipiente, por lo que debe enfriarse a una temperatura
menor de 34°C para prevenir el fundido de la manteca. Una vez enfriada la torta de cacao,

se pulverizd y se logrd obtener cacao en polvo.

3.10 FORMULACION DE LA MEZCLA INSTANTANEA

Pesado: se pes6 todos los ingredientes en diferentes cantidades; cafiihua, cacao y

harina de sangre bovina para obtener tres formulaciones diferentes:

Mezcla Instantanea Comercial. Iron Quinua Shake

Formulacion 1. Cafihua 25 g, Cacao en polvo 7.1 g y harina de sangre bovina

15 g, lecitina 0.4 g y estevia 2.5g.

Formulacion 2. Cafihua 21.1 g, Cacao en polvo 6 g y harina de sangre bovina 20

g . lecitina 0.4g y estevia 2.5 g.

Mezclado. Se afiadié un emulsificante para que las particulas de los componentes

del producto no se separen.
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Envasado, sellado y codificado. Se realiz6 un envasado y sellado de forma

manual en bolsa de polietileno de 50gr de capacidad, segun ficha de homogenizacién del

alimento infantil instantaneo, fortificado, en polvo, con leche y cereales.

3.11. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA MEZCLA INSTANTANEA

3.11.1. Determinacion de las proteinas

Método: Kjeldahl

Técnica: Digestion de proteinas

Instrumento: Aparato digestor Kjeldahl

Procedimiento: Se divide en tres procesos importantes; digestion,

destilacion y titulacion.

Digestion: Pesar 0,159 de la mezcla instantdnea en un matraz de micro
kjeldahl, luego se afiade 2.5 ml de H>SOs dos perlas de ebullicion y
aproximadamente 1,0 g de mezcla catalizadora. Luego se somete a digestion
la muestra en el aparato de micro kjeldahl baja una campana de extraccion,
con el matraz ligeramente inclinado usando baja temperatura al inicio y
aumentando el calor a medida que procede la digestion, posteriormente se
enfria las matras y se afiade 7ml de H.O (43).

Destilacion.  Abrir la llave de agua para tener HO circulando por el
refrigerante, posteriormente se afiadio la muestra a la cAmara de ebullicion por
medio de un embudo. Se afiadié 10 ml de la solucion de NaOH, se colecto
aproximadamente 20 ml del destilado (43)..

Titulacion. Titula la muestra con 0.1 N de HCl.un color violeta indica el

punto final de la titulacion. Posteriormente se titula la muestra con el HCL
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estandarizado, registre los ml de HCL empleados y calcule el peso del
nitrogeno en el (NH4) 2S04 (43).
- Célculos
Moles de HCL = Moles de NHz = Moles de N en la muestra.
%N= NHCL * Volumen de acido corregido * 14g N * 100g de muestra mol

(43).

3.11.2. Evaluacion de las grasas.

Método: Soxhelt

Técnica: Extraccion de un disolvente

Instrumento: Equipo Soxhelt

Procedimiento:

- La muestra seca en polvo es colocada en la camara de extraccion.

- el disolvente se coloca en un matraz de peso conocido, en donde se ajusté la
camara de extraccion y sobre esto un condensador.

- Posteriormente el matraz se calentd y el disolvente se evaporo y se condensa
sobre la cAmara de extraccion.

- Luego el disolvente se evapora y condensa m quedando los lipidos en el
matraz.

- Finalmente, después de las descargas del matraz se elimina el disolvente y los

lipidos se pesan

3.11.3. Evaluacion de los carbohidratos

Meétodo: Por calculo
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Técnica: Manual

Instrumento:

Procedimiento:

- Dilucién de la muestra: se pesan con exactitud de 0.2 — 0,3 g de muestra seca
molida. La muestra se homogeniza con 25 ml de agua aproximadamente y se
coloca en un matraz de 100ml y se afora (44).

- Preparacion de las curvas de patrén: se preparan 9 tubos con diferentes
concentraciones de patrén de glucosa, muestra, agua, fenol y H20 vy se le
agrega los reactivos necesarios (44).

- Mezcla de tubos de ensayo: se dejo reposar los tubos durante 20 minutos en
un balo de agua a 25°C (44).

- Luego se agita nuevamente los tubos de ensayo por vibracién antes de la

lectura absorbancia. Se lee a una absorbancia de 490 nm (44).

Construya la curva de calibracion de la determinacion de carbohidratos
totales expresada en términos de mg de glucosa/L.

3.11.4. Evaluacion de la humedad

Método: Gravimétrico

Técnica: Secado

Instrumento: Estufa

Procedimiento:

Se pone a secar la muestra en el horno a 130°C durante 1 hora, luego se

colocé en un desecador por 10 min, se retird y coloco la muestra en el horno
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durante 10 min. Finalmente, se enfrio y calculd el % de humedad con la siguiente

formula: (45).

%humedad = Pi- Pf =100

3.11.5. Determinacion de la ceniza

Método: Calcinacion y determinacion gravidica de residuos inorganicos
Técnica. Cenizas en seco

Instrumento: Mufla

Procedimiento:

Preparar una charola de papel aluminio, se pesé y anoto el peso. Luego se tamizo

la muestra de harina (45).

Posteriormente se incinero la muestra en una mufla precalentada entre 550°C a

600°C por horas. Se obtuvo el % de cenizas mediante la siguiente formula:

% de cenizas en base seca = Peso de cenizas x 100

3.11.6. Determinacion del contenido de hierro

Método: Método instrumental de quimica analitica.
Técnica: Espectrometria de absorcion atomica
Instrumento: Espectrofotometro.
Procedimiento:
La muestra se aspira directamente a una llama de flujo laminar. La Ilama

tiene como funcion generar &tomos en su estado fundamental.

Posteriormente se pone a una temperatura de 1.500 — 3000 °C, lo que es

suficiente para producir la atomizacion.
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Los elementos se absorberan parte de la radiacion proveniente de la fuente

luminosa

El nimero de atomos generados en su estado fundamental en la etapa de

atomizacion determinara la cantidad de radiacion absorbida.

3.11.7. Determinacion de hongos levaduras

Método: Recuento de placa
Técnica: Siembra
Instrumento: Placas Petri, tubo de ensayo pipetas y agares.
Procedimiento:
1. Preparacion de la muestra, suspension inicial y diluciones.
- En una bolsa se pes6 10gr y se adiciono 90 ml de diluyente (agua peptonada

bufferada 0.1%) correspondiente a la dilucion 1/10 o0 107t (45).

- Se homogeniz6 durante 1.3 min /75rpm.

- Se reposo la muestra durante 10 min, con una temperatura ambiente.

- Posterior al tiempo transcurrido se inicid con las diluciones decimales,

inoculaciones e incubaciones.

- Se transfirié con una pipeta estéril 1 ml de la suspension inicial a una placa
Petri estéril y 1 mil de la misma dilucion a un tubo de ensayo que contenga 9
ml de diluyente, mezclar utilizando el agitador durante 30 segundos para

obtener la dilucion 10 -2 (45).

- Se repitid este procedimiento para las siguientes diluciones.

- Luego se coloco 15 ml de agar OGY.

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

- La siembra por siembra en placas de Petri es una técnica microbioldgica
fundamental para el aislamiento, cultivo y estudio de microorganismos. Esta
técnica permite obtener colonias bacterianas aisladas a partir de una muestra

inicial, facilitando su posterior identificacion y caracterizacion (45).

3.11.8. Determinacion Aerobios mesofilos

Método: Recuento de placa
Técnica: Siembra

Instrumento: Placas Petri, tubo de ensayo, pipetas y agares.

Procedimiento:

- Recepcion de las muestras rotulas en la mesa de trabajo estéril.

- Inocular las diluciones de las muestras preparadas.

- Agregar de 12 a 15 ml de medio de cultivo a cada placa Petri, mezclarlo
mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las
manecillas de reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrds a adelante, hasta lograr
una completa incorporacion del inoculo en el medio y dejar solidificar.

- Incluir una placa sin inoculo y diluyente preparado como testigo de
esterilidad.

- El tiempo transcurrido desde el en que la muestra se incorpora al diluyente
hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivos a las cajas, no debe
exceder a 20 minutos. ()

- Incubar las placas Petri en posicién invertida por 48h a una temperatura de 37
°C.0)

- Transcurrido el tiempo, en la lectura seleccionar las placas donde aparezcan
entre 25 a 250 colonias, usando el contador de colonias y el registrador.

Calcular la cuenta promedio por gramo o mililitro de dicha dilucion. ()
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- Después de contabilizar las colonias en las placas, multiplicar por la inversa
de la dilucion para obtener el numero de UFC por mililitro o gramo de la
muestra. Redondear la cifra obtenida en la cuenta de manera que solo
aparezcan dos digitos significativos. ()

3.11.9. Determinacion de Coliformes totales

Método: Recuento de Coliformes Técnica de Numero més Probable (NMP)
Técnica: Técnica de Numero mas Probable (NMP)
Instrumento: Placas Petri, tubo de ensayo pipetas y agares.
Procedimiento:
Las muestras se prepararon Yy diluyeron, se realizan dos pruebas:

presuntiva y confirmativa.

a. Prueba presuntiva.

- Inoculacion. Tomar tres tubos de medio de enriquecimiento de mayor
concentracion, transferir 10 ml de la muestra a cada tubo.

- Para las diluciones subsecuentes, continuar como se indica en el parrafo
anterior, usando una pipeta para cada dilucion. Mezclar suavemente el
inoculo con el medio.

- Incubar. Incubar los tubos a 35+0.5°C por 24h£2 horas y observar si hay
formacion de gas, en caso contrario prolongar la incubacion hasta 48h
+2horas.

b. Prueba confirmativa.

- De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una azada y sembrar en
el numero igual de tubos con medio de confirmacion (Cal EC).

- Incubar a 35 +0.5 °C por 24 +2horas en caso no se observe la formacién de

gas prolongar hasta 48 * 2 horas.
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- En este procedimiento se considera una combinacion de tres tubos por cada
dilucion de la serie.

- Finalmente, tomar la serie de tubos de la prueba confirmativa que de la
formacion de gas después del periodo de incubacion y buscar el NMP en los
cuadros correspondientes. ()

3.11.10. Determinacion Salmonella

Método: Recuento de placa

Técnica: Siembra

Instrumento: Placas Petri, tubo de ensayo pipetas y agares.
Procedimiento:

a. Preparacion de la muestra

- Pesar 25 g de muestra en un vaso estéril, adicionar 225 ml del medio de
preenriquecimiento estéril (caldo lactosado) y licuar si es necesario durante
un minuto. Transferir la mezcla homogenizada a un recipiente y dejar
reposar durante 60 minutos a temperatura ambiente. Mezclar bien y
determinar el pH aproximado con el papel pH, ajustar si es necesario a un
pH 6,8 £0,2 con hidréxido de sodio 1N o acido clorhidrico 1N estériles.
Mezclar y cubrir el recipiente.

- Incubar por 24 + 2h a 35°C.

b. Aislamiento de salmonella.

- Cerrar firmemente el tapdn de rosca de los matraces con los cultivos de pre
-enriquecimiento y agitar suavemente, trasferir respectivamente 1 ml de la
mezcla a un tubo que contenga 10 ml de caldo selenito cistina.

- Incubar por 18 a 24 horas a 35°C. estriar los productos que fueron

directamente enriquecidos en medios selectivos.
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- Mezclar el tubo con caldo cistina y estriar en agar xilosa desoxicolato, agar
verde brillante y en una placa con cualquier medio selectivo adicional.

- Incubar las placas por 24 + 2 horas a 35°C.

- Examinar las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de
Salmonella.

c. ldentificacion bioquimica

- Seleccionar dos colonias tipicas de cada medio selectivo, que este bien
aislada.

- Tocar el centro de cada colonia e incubar dos tubos, uno con agar azucar
triple hierro y otro con agar hierro lisina, por estria en la superficie inclinada
y por puncién en el fondo.

- Incubar por 24 £2 horas a 35 °C.

- Almacenar en refrigeracion de 5 a 8 °C las placas con medios selectivos por
si es necesario retomar mas colonias.

- Visualizar el crecimiento en los tubos y considerar presuntivamente
positivas para Salmonella las colonias que den las reacciones agar triple
azucar hierro y hierro lisina

- Continuar con la prueba bioquimica y serolégica, se trabaja con 6 cultivos
por cada 25g de unidad analitica seleccionando colonias procedentes de
ambos medios de enriquecimiento.

- Colocar 0.5 ml de antisuero polivantente flagelar preparado en tubo para
serologia. Adicionar 0.5 ml del cultivo.

- Preparar un control de solucion salina mezclando 0.5 ml de la solucion
salina formalizada con 0.5 ml del antigeno.

- Incubar las mezclas en bafio de agua a 46 — 50 °C.
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- Observar el intervalo de 15 min por espacio de hora.
- Es positivos si hay aglutinacion de la mezcla peor no la de control. ()

3.12 INDUCCION A ANEMIA A TRAVES DE UNA DIETA HIPO FERRICA

3.12.1. Elaboracion de la dieta hipo férrica

Método: Dieto - terapéutico.
Técnica: Culinario
instrumento: Sartén antiadherente, espéatula, cuchillo, batidora, plato.
Procedimiento:
- Se pes0 todos los ingredientes maicenas, clara de huevo y aceite vegetal.
- Se mezcl6 los ingredientes hasta formar una mezcla homogeénea.
- Se colocd la mezcla en sartén antiadherente.
- Seretiro el panqueque y se procedio a pesar la cantidad necesaria para
cada ratita.

3.12.2. Composicion nutricional de la dieta hipoférrica.

En la Tabla 9 se detalla la composicion nutricional de la dieta hipoférrica, donde
se describe la cantidad de macronutrientes y el contenido de hierro hémico y no

heminico.

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Tabla 9

Composicion nutricional de la dieta hipo férrica

Hierro
Hierro
Cantidad Calorias Carbohidratos Proteina Grasa no
Alimentos hem
(9) 9) (9) (9) (9) hem
(mg)
(mg)
Arroz con
10 33.2 7.57 0.59 0.2 0 0
cascara
Clara de
8 4.4 0 0.9 0.02 0 0
huevo
Maicena 7 25.5 6.3 0.02 0.007 0 0
Aceite
5 44 .2 0 0 5 0 0
Vegetal
Total 30 107.35 13.96 1.56 5.23 0 0

Fuente: tabla de composicidn de alimentos. CENAN (2017).

3.12.3. Administracion de la dieta hipo férrica

Meétodo: Manual
Técnica: Manual
Instrumento: Balanza analitica, cuchillo
Procedimiento:
Se cortd el panqueque en pequefios trozos.

Se dosifico la cantidad necesaria para cada grupo experimental.
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Se administré el panqueque a los cuatro grupos; grupo control (GC) y
grupos experimentales (GEI y GE I1) a los que se les administro una dieta hipo
férrica durante 28 dias, para lograr la reduccion de los niveles de hemoglobina

(<11 mg/dl).

3.13 TRATAMIENTO PARA LA RECUPERACION DE RATAS WISTAR

ANEMICAS

Método: Manual

Técnica: Via oral

Instrumento: Tuberculina para la administracién de las muestras, balanza
analitica.

Procedimiento:

Se realizo de la siguiente manera:

3.13.1 Obtencidn del producto

Una vez elaborado la mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en
polvo fortificado con hierro heminico se procedid a realizar el analisis centesimal,
contenido de hierro y analisis microbiol6gico a fin de asegurar la calidad de la
mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en polvo fortificado con hierro

heminico para poder administrarlo.

3.13.1.1 Obtencion de las formulaciones de la mezcla
instantanea
» Formulacion 1: Cafihua 56%, cacao en polvo 16% y harina de sangre
bovina 30%.
» Formulacion 2: Cafiihua 47%, cacao en polvo 13% y harina de sangre

bovina 40%
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3.13.1.2 Dosificacion diaria
Se realiz6 segln el requerimiento diario de hierro para las ratas Wistar que se

representa en 15 gramos en total.

3.13.1.3 Dilucion y administracion de la mezcla instantanea
Después de reducir los niveles de hemoglobina a menos de 11 mg/dl con una
dieta hipo férrica durante 4 semanas, se administraron 3 mg de hierro por
kilogramo de peso corporal utilizando una mezcla instantnea a base de cafiihua

y cacao en polvo fortificado con hierro heminico (harina de sangre bovina).

Esta administracion se realiz6 via oral, mediante una jeringa de tuberculina, cada

24 horas durante 28 dias, a los grupos experimentales (GEI — F1, GEIl — F2)

" Grupo experimental | se le administro la formulacion 1

" Grupo experimental 1l se le administro la formulacion 2
Luego de la administracion de la mezcla instantanea en sus dos concentraciones
diferentes se realizard una comparacion de los niveles de hemoglobina mediante

la prueba estadistica de ANOVA y Tukey.

3.13.1.4 Evaluacion de los niveles de hemoglobina
La medicién de los niveles de hemoglobina se realizé por el método de
hemoglobinémetro portatil (hemCue, se midié la hemoglobina basal en 6 tomas
antes, durante y después del tratamiento, se utilizd un hemoglobinémetro el que

requiere una gota de sangre por cada toma.

3.13.2 Proceso de Eutanasia

La eutanasia se realizo una vez culminado el proceso experimental.

Método: Quimico
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Técnica: Eutanasia
Responsable: Médico veterinario especialista en animales menores.
Se sacrificd a todos los grupos de experimentacion usando el método quimico y

la técnica por agentes no inhalatorios.

Procedimiento:

- Las ratas fueron introducidas a la camara de CO2 (balde), y se cerro la tapa

asegurando la distribucion uniforme del gas y la rapida exposicion.

- Se abri6 la valvula reguladora de la salida del CO2 (flujo aproximado 20%

del volumen de la camara por minuto)
- Los animales tardaron unos 30 - 60 segundos en quedarse inmoviles.

- Se esperd al menos 30 segundos después de la ultima respiracion y se

aseguro la muerte del animal mediante dislocacion fisica.

- Serealiz6 la necropsia de las ratas.
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3.14 DISENO EXPERIMENTAL

En la Figura 6 se muestra el diagrama de flujo del procedimiento experimental,

se detalla paso a paso lo realizado durante la investigacion.

Figura 6

Esquema experimental

Recencion de animales de experimentacion (24 ratas Wistar)
|

Adantacian- 7 diag

Distribucidn aleatoria conformado por
4 grupos; GC, GEI, GE Il, GE Ill, compuestas por 6 ratas Wistar cada grupo.

I
v v v v

GC GEI GE Il GE 1l

Induccion a anemia.
Se tomd el 1°dosaje de hemoglobina basal en ayunas (12h) y se administré la dieta hipo férrica.

v

Administracion de la dieta hipo férrica.
Se administro a los 4 grupos la misma dieta durante 4 semanas.
Se tomo el 2°,3°, y 4° dosaje de hemoglobina basal a los 7, 14 y 28 dias. Hemoglobina <11mg/dI

v

Administracion de la mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en polvo fortificado con hierro heminico
(harina de sangre bovina).
Se administro la mezcla instantanea a los grupos experimentales durante 28 dia.

|
v v v v

GC GE I GE Il GE Il

v

Dieta hipo férrica

Clara de huevo 8ar

Dieta hipo férrica +

H. Sangre Bovina: 30 %

Dieta hipo férrica +

H. Sangre Bovina: 40%

Dieta hipo férrica +

30gr: formulacién 1: g’;ﬁ:‘i‘h“u':%%/ozz mezcla  instantanea

Arroz con cascara Cafiihua:54% p - 1'30/ alimenticia fortificado

10gr Cacao:16% acao: 1570 « : >
Iron Quinua Shake

v

Medicion del 5° y 6° dosaje de hemoglobina basal a los 14 y 28 dias
Hemoalobina >11 ma/dl

v

Eutanasia
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3.15 DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO DE DATOS

Para los analisis estadisticos se realizd las siguientes pruebas estadisticas:
a. Prueba de Shapiro. Se utilizo para comprobar que los datos obtenidos para
el tratamiento presentaran normalidad y homocedasticidad.
b. Analisis de varianza ANOVA y método Tukey. Se utilizo para la
comparacion de las diferentes formulaciones de la mezcla instantanea.

3.16 CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio fue sometido a una revision exhaustiva por parte del Comité
Institucional de Etica en Investigacion (CIEI), y recibio la aprobacion bajo el codigo N°
026 — 2023 (36). Asi mismo, la Ley N° 30407, “Ley de proteccion y Bienestar Animal”

considerando los siguientes articulos como:

Art 19. Los centros que emplean animales en experimentacion, investigacion y ensefianza
deben cumplir con los requisitos éticos establecidos. Estas actividades solo pueden
realizarse en instituciones de educacion superior que cuenten con un comité de ética de
bienestar animal. Las medidas de bienestar animal durante estos procesos se basan en
practicas adecuadas de manejo, bioseguridad y bioética adaptadas a cada especie animal

(29).

Art 20. El Comité Nacional de Etica para el Bienestar Animal es responsable de revisar
los criterios utilizados por los comités de ética de las instituciones para establecer los
estdndares de bienestar animal. Estos criterios se fundamentan en principios

internacionalmente aceptados para este proposito especifico.

Art 25. Se prohiben los experimentos e investigaciones que puedan causar sufrimiento

innecesario, lesiones o la muerte de animales, a menos que sean absolutamente necesarios
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para el progreso cientifico y que no existan métodos alternativos viables, como cultivos

de células o tejidos, simulaciones computarizadas, videos u otros procedimientos.

También se considerd la Directiva 2010/63 UE sobre la proteccién de los animales que
se utilizan para experimentos cientificos, la cual establece que los animales deben recibir
cuidados y tratamientos adecuados, asi como un alojamiento que se ajuste a las
necesidades de su especie. La directiva también establece que los métodos de sacrificio
deben reducir al minimo el dolor, el sufrimiento y la angustia de los animales, y deben

ser realizados por personal capacitado (29).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

41 FORMULACION DE LAS MEZCLAS INSTANTANEAS

EnlaTabla 9, se describe el porcentaje de formulacion de las mezclas instantaneas
a base de cafiihua y cacao en polvo fortificado con hierro heminico (harina de sangre

bovina).

Tabla 10

Formulacion de las mezclas instantaneas

Formulaciones

Ingredientes Formulacion 1 Formulacion 2
Harina cafithua 54% 47%
Cacao en Polvo 16% 13%
Harina de Sangre 30% 40%
Total 100.00 100.00

Nota: Formulaciones propuestas bajo elaboracién propia.

En la Tabla 9, la formulacion 1 esta compuesta por 54% de harina de cafiihua,
16% de cacao en polvo y 30% de harina de sangre bovina; la formulacion 2 tiene 47% de

harina de cafiihua, 13% de cacao en polvo y 40% de harina de sangre.

Segun CODEX ALIMENTARIUS para que un alimento se denomine fortificado
deben contener entre su formulacion desde 10 hasta el 40% de la vitamina o mineral que
se esta afiadiendo para incrementar el valor nutricional del producto final, en nuestras
formulaciones se puede apreciar el 20 y 40 % en cada formulacién cumpliendo con la

norma para que pueda ser considerado un alimento instantaneo fortificado.
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La sangre bovina presenta un valor alto de hierro que junto con los productos
andinos hacen una mezcla homogénea que se puede consumir, pero requiere de mas

excipientes como los que presentan otros productos caros en el mercado.

Preciado S. y Cristancho L. en 2021 donde realizaron galletas de chocolate y
néctar de mora con hierro proveniente de la sangre bovina indican que se logrd
caracterizar correctamente la hemoglobina y que sigue siendo buena fuente de
fortificacion de alimentos, en tanto que su analisis sensorial se encontrd que su
formulacién con 8.6 de hemoglobina tuvo una aceptabilidad del 26% donde describieron
los nifios como feo, amargo, un poco dulce y que la consistencia no era uniforme ya que
se sentia la hemoglobina de forma sélida y con un color desagradable y una tonalidad
muy oscura (14). Al analizar estos resultados, se evidencia que la harina de sangre bovina,
a pesar de sus altos valores de hierro, sufre un proceso de alteraciones fisicas-quimicas al
mezclar con ciertos alimentos. Por su parte, la palatabilidad incide significativamente en
su consumo. Como se sabe, el consumo de carbohidratos aumenta la palatabilidad

(20,46).

En comparacion con nuestras formulaciones, los pasaron por un rigoroso proceso
de seleccidn organoléptica, donde se cato 12 sub- formulaciones, observando la dilucion,
sabor, olor, color a fin de verificar sus caracteristicas organolépticas para que puedan ser
aceptables al consumo humano, asi mismo se seleccion6 la que tiene mejor cantidad de
hierro y es organolépticamente aceptable, sus caracteristicas organolépticas son
aceptables, puesto que el sabor a sangre y la textura es poco notorio y el sabor y olor son

agradables.
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4.2  COMPOSICION NUTRICIONAL DE LAS MEZCLAS INSTANTANEA
DE CANIHUA Y CACAO EN POLVO FORTIFICADO CON HIERRO

HEMINICO (HARINA DE SANGRE BOVINA)

En la Tabla 10 se detalla la composicion de macro y micronutrientes de las

formulaciones, resaltando la cantidad de proteina y hierro.

Tabla 11

Composicién nutricional de las mezclas instantaneas de las tres formulaciones

Contenido Formulacion
Formulacion 2
Nutricional 1
Energia total (kcal/100g) 389.05 388.5
Carbohidratos (g/100g) 51.45 51.64
Proteinas (g/100g) 34.54 33.94
Macro nutrientes Grasa (g/100g) 5.01 5.14
Fibra (g/1009) 1.91 1.64
Humedad (g/100g) 5.15 5.49
Cenizas (g/100g) 3.85 3.81
Hierro (mg) 399.41 386.76
Aerobios mesdfilos (aire) 42x10° 10x10*
Coliformes totales (heces) 90x10? 90x10
Micro
Hongos levaduras <10 <10
biolégico
Hongos mohos 51x10 55x10
Salmonella ausencia ausencia

'Formulacion 1: Caiiihua 54%, cacao 16% y Harina de Sangre Bovina 30%

2Formulacion 2: Cafihua 47%, cacao 13% y Harina de Sangre Bovina 40%

Nota: Composiciones nutricionales de las mezclas a partir del Laboratorio de ensayos SAT (22).
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En la tabla 10, la formulacion 1 tiene 34.54 g de proteina a diferencia de la
formulacién 2 que tiene 33.94 g de proteina, la diferencia de la cantidad de proteina se
debe a que la formulacion 2 se tiene mayor cantidad de harina de sangre, pero menor
cantidad de cafiihua que también es una fuente importante de proteina, pero ambas
formulaciones cuentan con gran cantidad de proteinas que favoreceran a la absorcion del

hierro y el requerimiento proteico de los nifios.

Se observar que la formulacién | tiene 51.45 g de carbohidratos y la formulacion
Il tiene 51.64 g de carbohidratos, la diferencia se debe a la cantidad de cafiihua que se
utilizo en ambas formulaciones, la formulacién | tiene 54% de cafiihua, esto aumentaria
el contenido de carbohidratos. En grasa se tiene 5,01 g y 5,149 respectivamente, la
formulacién Il tiene mayor contenido de grasa esto puede ser por el mayor porcentaje de
sangre que tiene en su formulacién. Las formulaciones | y Il presentan 389.05kcal y

388.5 kcal de energia total.

Preciado Sy Cristacho L. realizaron galleta y un néctar fortificado con hierro en
tres formulaciones con distintos porcentajes de hemoglobina 6, 4 y 4 para las galletas y
0.59, 0.94 y 1,29 % para el néctar se encontr6 que en cuanto a las galletas fue de facil
elaboracion, pero para el néctar se presento dificultades en sus caracteristicas
organolépticas, pero ambas cumplian con la norma NTC para ser un alimento fortificado

y apto para el consumo humano al igual que en nuestras formulaciones.

En el contenido microbioldgico las formulaciones | y Il tienen: aerobios
mesofilos 42 x 10 °y 10x10%; coliformes totales 90x10%y 90x10; hongos y levaduras <10y
<10, hongos moho 51 x 10 y 55 x10 respectivamente; y sin presencia de salmonella para

ambas formulaciones estan dentro de lo permitido segin CODEX ALIMENTARIUS, el

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

: 'ﬂ UNIVERSIDAD

que indica cantidad permisible de microorganismos para que el alimento sea seguro al

consumo.

43 CONTENIDO DE HIERRO DE LAS MEZCLAS INSTANTANEAS

En la tabla 11 muestra la cantidad de hierro en mg presente en las formulaciones

Ly 1.

Tabla 12

Contenido de hierro de las mezclas instantaneas

Formulacion 1 Formulacion 2

Hierro (mg) 399.41 386.76

Nota: Extraido de los ensayos de laboratorio.

En la Tabla 11, presentan 399,41 y 386.76 mg de Fe por cada 100 g de muestra,
la diferencia es 12,65 mg entre formulaciones esto podria ser causa del porcentaje de
formulaciones en su materia prima, puesta que la cafiihua y la sangre aportan hierro lo

incrementara el contenido de hierro.

Liyay Jy Santa P en el 2022 mostraron que sus formulaciones cuentan con 41 mg
de Fe y 37.6 mg de Fe por cada 100g de producto, pudiendo satisfacer el requerimiento
de hierro de nifios menores de 3 afios con anemia ferropenia, en nuestro estudio las

cantidades presentes de hierro cubren el requerimiento de Fe en nifios.

Ademaa, Moscoso G. et al en 2022 (11)en su investigacion encontraron que la
Caiiihua tiene casi el doble de hierro en comparacion con la quinua, dato que nos explica

el incremento de cantidad en hierro de las formulaciones.
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4.4  INDUCCION DE ANEMIA A LAS RATAS WISTAR CON UNA DIETA

HIPO FERRICA

En la figura 11 se describe la evolucién de el nivel de hemoglobina con la dieta

hipoférrica.

Figura 7

Periodo de induccion a las ratas Wistar con dieta hipo férrica en las semanas

Promedio de Hemoglobina de las Unidades Experdimentales

17
[
) \ X

FIN DE LA
INDUCCION A
ANEMIA

g/ml
o
(9]

14

13

07-10-23 14-10-23 21-10-23 11-11-23 29-11-23 05-12-23
Dia de control

Nota: Elaboracidn propia, generado por Microsoft Excel Profesional 2019.

En la figura 7 se muestra el descenso de los niveles de hemoglobina después del

periodo de adaptacion hasta el periodo de induccién y posterior al tratamiento.

En la primera toma de hemoglobina se observa que las unidades experimentales
tienen una hemoglobina mayor al 11 mg/dl de Fe, en la segunda, tercera y cuarta toma se
observa el descenso de la hemoglobina hasta lograr un estado anemico en donde se logro
reducir el nivel de hemoglobina teniendo en promedio de valores de 10.17 mg/dl en el
GC, 10.4 mg/dl en el GEI, 10.5 mg/dl en el GEIl y 9.3 mg/dl el GEIIIl. Todos los

grupos tuvieron valores por debajo de 11 mg/dl de hemoglobina.
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Estos resultados son similares a los realizados por Quispe A. en el 2022, quien
indujo con una dieta hipo férrica (7g de clara de huevo. 4g de arroz integral, 2ml de aceite
vegetal de girasol, 7g de gelatina Rubi y 20ml de agua destilada) llegando a niveles de
10.26+0.21 mg/dl de hemoglobina en 28 dias de induccion. Taipe B. en 2022 redujo la
hemoglobina entre 6.35 a 7 mg/dl con una extraccion de cola de 2 a 3 ml logrando inducir

a anemia ferropénica con valones de hemoglobina <11mg/ dl.

En la investigacion la dieta hipoférrica logro disminuir el contenido de
hemoglobina en las ratas wistar, sin embargo el proceso de induccidn se puede prolongar
para obtener mejores resultados, asi mismo se puede combinar con una técnica de
extraccion de sangre para que la induccion a anemia ferropenia sea mas efectiva asi como
en la investigacion de Taipe B., donde lograron una mejor disminucion de los niveles de

hemoglobina.

El uso de la dieta hipoférrica se priorizo por la similitud que existe con la
poblacion infantil objetiva, lo nifios con anemia, segln reportes se debe al bajo consumo

de hierro en sus dietas.

45 EFECTO DE LAS MEZCLAS INSTANTANEAS A BASE DE CANIHUA
Y CACAO EN POLVO FORTIFICADO CON HIERRO HEMINICO (
HARINA DE SANGRE BOVINA) SOBRE LOS NIVELES DE

HEMOGLOBINA EN RATAS WISTAR CON ANEMIA INDUCIDA.

En la Tabla 12 se presenta el efecto que tuvo las ratas wistar al ingerir la mezcla

instantanea sobre sus niveles de hemoglobina.
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Tabla 13

Nivel promedio de hemoglobina (mg/dl) de las ratas Wistar

Periodo de
Periodo de inducciéon a anemia
Grupo recuperacion Dif

7/10 14/10 21/10 11/11 29/11 5/12

GEl ® 1417 1308 1150 10.38  11.38 1335  2.97
GEI @) 1475 1478 1077 1050 1215 13.65 3.15
GEIN®@ 1382 1290 1078 925 1390 1553  6.28

Grupocontrol © 9494 1320 1143 1017 1032 987 030

ANOVA 0.000

Nota: Datos procesados con el estadigrafo SPSS v25 a partir de la base de datos.

La Tabla 12 se observa que el grupo experimental | tuvo un promedio de
hemoglobina de 13.35 g/dl y 13.65 g /dl el grupo experimental I1, y el grupo experimental
I11 al que se administré una mezcla instantanea comercial « Iron Shake Quinua”, alcanz6
los niveles mas altos de hemoglobina con 15.53 g/dL, resultados que quizas puede ser
ocasionado porque la mezcla comercial tiene mayor cantidad de nutrientes en su
composicion y ademas tenga aditivos que favorezcan la absorcion del hierro. En nuestra
investigacion se comprobo que la administracion de la mezcla instantanea si incrementa

los valores de hemoglobina.

Mientras tanto Soncco M. en el 2018 logro reducir la anemia significativamente
en nifios de 12 afios de edad en una lapso de 6 meses con un (p < 0.05) con la
administracion de pan fortificado con harina de quinoa blanca y habas (20). En
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comparacion con el estudio donde uso como materia prima la cafiihua, un pseudocereal
muy rico en hierro y proteinas, favoreciendo el incremente de hemoglobina en sangre. Es
evidente que los productos andinos como la quinoa, Cafithua y habas son buenos para
reducir la anemia y que su ingesta es beneficioso por lo que su consumo debe ser méas

habitual.

Lozano L. en 2019 encontrd que hubo una mayor recuperacion de hemoglobina
en 21 dias tras la administracion de la mezcla de minerales y vitaminas (fumarato ferroso:
3 mg de hierro elemental por kg de peso corporal + zinc, acido félico, vitamina A 'y
vitamina C) en donde se uso sulfato ferroso y hierro heminico (16). En nuestro estudio
se logro incrementar el nivel de hemoglobina con la fortificacion de hierro heminico hasta

3mg/dl en promedio en ambas formulaciones.

Arcaya M et al 2020, administro galletas fortificadas con sangre bovina para la
reduccion de anemia donde se observo el incremento de hemoglobina en sangre de 10,4
g/dl y 11,6g/dl (p<0,001) que a su comparacion con el grupo control se que el grupo
experimenta ascendio en 1,2 g/dl. Nuestra investigacion muestra que tras el proceso de
administracion de las formulaciones 1y Il se dio un incremento de hemoglobina de 1,94
g/dl'y 1,5 g/ dl. Se constata que la fortificacion con harina de sangre bovina es un aditivo
altamente nutritivos que favorece la absorcion del hierro y logra cubrir las necesidades de

hierro en la poblacion infantil.

Quispe A. en su investigacion demuestra que el consumo que gomitas funcionales
en base a quinua, higado de pollo y platano incrementaron el valor de hemoglobina. En
tanto nuestras ambas formulaciones incrementaron el valor de hemoglobina teniendo un

efecto anti-anemico.
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Tabla 14

Seleccion del mejor tratamiento.

Tratamiento Formulacion Media Grupo
I Cariihua 54%, cacao 16% y sangre bovina 30% 15.8 2
I Cariihua 47%, cacao 34%y sangre bovina 40% 16.4 2
I Iron Shake Quinua 18.6 1

Nota: Datos procesados con el estadigrafo SPSS v25 a partir de la base de datos.

En la Tabla 13 se hace una comparacion entre los tratamientos y la mezcla
comercial instantnea para poder determinar cual de las formulaciones tiene mejor efecto

recuperador en ratas Wistar con anemia inducida.

Se concluye que los tratamientos cafiihua, cacao en polvos y sangre bovina no
tienen una diferencia significativa por lo que se concluye que sus efectos son similares.
Dando nos a entender que la formulacion |y Il tiene un efecto recuperar en las ratas

Wistar con anemia Inducida.

Segun la prueba estadistica de Tukey se obtuvo que el tratamiento Il tiene un
promedio de 16,4 g/dl siendo el mejor el tratamiento en comparacion con el I, en el
tratamiento 3 con la administracion de la mezcla instantanea comercial (iron Shake
Quinua”) se observa diferencias significativas esto se debe a que la formulacion del
producto comercial cuenta con mayor cantidad de ingredientes que favorecen la absorcion

del hierro.
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ﬂ. UNIVERSIDAD

V. CONCLUSIONES

PRIMERA: La formulacién | (54% cafiihua, 16% cacao y 30% harina de sangre
bovina) y Formulacion 1l (47% cafiihua, 13% cacao y 40% harina de
sangre bovina) cumplen con las caracteristicas para ser considerado un
producto fortificado, la cafiihua al ser un pseudocereal con alto valor
proteico y hierro no heminico incrementa el contenido de hierro, la sangre
bovina por su contenido en hierro no heminico aumenta la cantidad de
hierro y el cacao el polvo enmascara de manera favorable las

caracteristicas organolépticas de la sangre.

SEGUNDO: Las formulaciones | y Il tienen 34.54 g y 33.94 g de proteina, 51.45 g y
51.64 g de carbohidratos, 398.05kcal y 388.5 kcal, analisis centesimal que
demuestra que el producto es un alimento nutritivo.  En el anélisis
microbioldgico segin Codex Alimentarios ambas formulaciones estan
dentro de los parametros permitidos aptos para consumo humano,

asegurando la calidad y seguridad del producto.

CUARTA: La induccion a la anemia a través de una dieta hipoférrica (arroz con
cascara, clara de huevo, maicena y aceite vegetal) se logr6 reducir la
cantidad de hemoglobina a las ratas Wistar en las 4 semanas llegando a

valores inferiores de 11mg/dl.

QUINTA:  Con las formulaciones | y Il se logroé tener un efecto recuperador en las
ratas Wistar inducidas con anemia, incrementando el nivel de hemoglobina
en 1.94 g/dl y 1.5 g/dl respectivamente. También, se observo que no existe

diferencia en el incremento de hemoglobina en sangre, pero la formulacion
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Il tiene un ligero mayor incremento de hemoglobina esto debido al

porcentaje de harina de sangre en su formulacion.
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VI. RECOMENDACIONES

PRIMERO: Serecomienda utilizar el método de secado por aspersion (Spray Dry) para
el procesamiento de la harina en polvo. Este método ayudaria a eliminar el
sabor amargo de la sangre bovina que se genera mediante las reacciones

quimicas durante la coccion.

SEGUNDO: Buscar otras dietas alternativas para la induccion de anemia que reduzcan
los niveles de hemoglobina por debajo de 11 mg/dl en un periodo menor a

4 semanas en las ratas Wistar.

TERCERO: Se recomienda realizar méas investigaciones en las cuales se desarrollen

nuevos productos con harina de sangre bovina.
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ANEXO 1. Ficha de Descripcién

Ficha de Descripcién Semanal

Grupo: MUESTRA:

N° DESCRIPCION MEDIDA
FECHA
EDAD

1 | Peso Total

2 Longitud total

3 Longitud de cola

4 Grosor de cola 1

5 Garras
6 Pelaje
7 Dientes inferiores
8 Dientes superiores

9 Tamafio de pata

10 | Circunferencia de cabeza

11 | Circunferencia de abdomen

12 Bigote
13 | Ojos
14 | Orejas
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ANEXO 2. Ficha de Registro de Consumo de alimentos y agua

Fecha/ dia Alimento Alimento Alimento Agua Agua Agua

administrado sobrante consumido | administrada sobrante consumida

Lunes

Martes

Miércoles

Jueves

Viernes

Sabado

Domingo

ANEXO 3. Ficha de Registro de Niveles de Hemoglobina

Encargado: Fecha: Hora:
Niveles de HB Pre . . .
. » Induccion a anemia Tratamiento
/dI induccion
GUPOS 1° 2° 3° 4° 5° 6°
GC
GEI
GEll
GE 11l
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ANEXO 4 Composicion de las mezclas por Laboratorio

o Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C.

(sm\ e e . ot
LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL el

Regstne N LE-DT3

ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL - DA
CON REGISTRO N° LE-009

INFORME DE ENSAY O N° DT-070462-03-2023

PRODUCTD ezzlar Alimenticia fortificack ARON QUINUS SHAKE,

SOLICTADO POR APATE WAMNGLUI IMES

DIRECCIGOHN Jr. 04 de Al §FH. VE E Lote 6. Distrito Son iviguel- Prosdecic Son Romdire Puns - Pubo
FECHA DERECEFCION 20231212

FECHA DEAMALISIS 20231212

FECHA DE IMFORIVE 20231220

SOLICTUD B SDT-13760-2023

IDENTIFICA CISN DE L& MESTRA,
ESTADO / COMDICION
PRESEMTA.CION

CAMTIDAD DE MUESTRA
CAMTIDAD DE MUESTRA DIRIMENTE

B 1= g

o Proclucto en b f Temperchora Ambiente

o Bokade poliprepilers transparente v sellock, con sticker
B Uil Fe gyteid

o Mingura [A solicibad del cliente)]

servicio wia | Resultodo

Agrobios Mesdfilos Mumeracidn [Recueants PR

standaren placa). [ufoig)

solifomrnes Bacterias Mumeracidn [HmMeg) 43

Hongos: Levaduras Mumeracion [uferg) <10

Hongos: Mohos Humeracidn [ufcrsg) 20

salmonela Deteccidn [(259) Ausencia
i*y carbohidratos [g/100g) 51.27
{*} ceniza [ghoog) 457
1"} Energia fotal (keal0o0g) 555,75
{*3 Fibra cruda [gi100g) 157
1"} Grasa [g/1o0g) LT
{*3 Hiermo [mgkg) 545,74
{*} Humedad [g/1004g) 447
{*3 Froteina [ Mx&.25) i 100g) 52,74

{7 LOS MRETODOS INDICADOS NO H
WETOD O

ARFGORS MRS R ITT N [FEo TG

Tra naar en pkacay.

Calbarmes B s Hunserosiin

A0 R0 IR0 nD s Mo meneckan

W RO AT HIETDT K

Salmanada Derecckin

AN SIDO ACREDITADOS POR INAC AL-DA

ICREE ' RINEL) D00, Pl 12015 e, ) Iroeaaccian vk nang g 1972, Raln redh n D00 & n Coralo g | R2LACADR) B raeradan o
ATOGNG ik s Aeramkas Kt K- 100 02 Feouema en Moo m&raoa | Recse ma Bz anaaren Hoca Recle o e n FOCa 0o 4emon e nrda
eadla o ReCUera g FRIoo a8 ML i Aerankis,
WG VRN T OB Phg, 3208 | Ireansodan wersian angl vl 19720 Redm e sa 200D &n crdkana (B9 A0 ga). Baorailes Caltarmas, Reous o as
Collbar e 1o nion ael HUMra M Fananke | AR s | | Hameanenicn nay
oG |0 Val | Baa. Fa Pod. 188187 [Iraaucad nvenska noakgleal 1973, Mmﬂibnmenﬂo’domlﬁu Aok Pecuennn o mands ¥lenoaus
IS 0% RO S Q8 KD AUN ¥ NG I Sk TIONG @ NS & roda d meda,
R TN Dao, Ba Poh. 1SS ET (IR nensks fodnkglpal 1730, Rad rrgd &n 200 @n S aland | B0 Aaioka) ReSusneD Ok and ISsaun
427000 0% FOUenra O KRUOaUIcs ¥ Ma s 00F sk MG @n Nlhca enrada d meda.
G [ TR e T0ang. 02 ks Alme s, T sgnHCOaa Y e 0o e eramerockin, Bag | 87173 kems | 1y 11200 . k. Fampreia n D00 Salmared e .

-]

Akk e ag almandka:, Balareoiin Hood mica nara *® LI S marabas ke Y 1
[FJiCaroe sarsna: Farhak
[l="0 HIF I 2251301 1| Revkoaa o T B Allme rros Cackacs o Recansdnadan beng rrdned . Denerenl nockin 0 o2 iIcs . 1aeaoa grasd mérioa
FErarglarard Fariak
) Hora cnaaa HIF T 3 B &) Jusa voa Horaas dalo-Cams voa Iecnica | B Cereake s ymemsmas. Dererminaddn o ko Homa cuaa
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Notas
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E-mail: satperwisatperu.com ; tecnica@satperu.cam  www.szipenu.com ?S-ﬁ:r:mm
LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL femeiizn
ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL - DA g I LEAw

CON REGISTRO N° LE-009

INFORME DE ENSAY O N° DT-07042-01-2023

PRODUCTD o ezl Instontdinea a bose de cafihua y cocon eh polvl, fortificade com histts hemitioo [Hatinag de
scngre o] o 30%,

SOLICTADC POR CAPATA WARMGCII INES

DIRECCIOM 3 T Jr 04 de Al 3. wWE ELete & Distrite San miguel- Provncia 5on RemdnePung - Pune

FECH& DERECEPCION D2F122

FECHA DEAMALISIS Do202F12412

FECH®& DE IMFORIVE Do20231220

SOLICTUD M o ADTETE0-2023

IDEMTIFICACION DE LA MUESTRA o Mg

ESTAD O f COMDICIOR o Froducto en pobes f Tempercora Ambiente

PRESENTA CIOM L Boka de polipropilens transparents y sellack, cot sticker

CARMTIDAD DE MUESTRA DA grames

CANTIDAD DE pAUESTRA DIRIMENTE @ Mingured (A solicihud del clisnte)

servicio via | Resultada

Agrobios mesdfilas Humeracidn [kecuento dzw0¥
standaren placal. ufc/g)

Colifomes bacterias Mumenacion [Hme/g] 050102
Hongos: Lewaduras Hum eracidn [ufeig) 210
Hongos: Mohos Humeracidn juferg) S1:10
salmonela Deteccion [f25g] Ausencia
{*} carbohidratos [go0g) 51,45
4+ ceniza [gl100g)] SEE
{+) Energia fotal [keal (o0g) 557,05
{*} Fibra cruda [(gfoog) 1531
4+ Grasa [gi1oog) 501
{43 Hierro [mg fkg) 5%%.41
{*) Humedad [g1000g) 515
4+3 Profeinag [ Mx&,25] af100g] 54,54
) LOS METODOS INDICADOS HO HAN SIDO ACREDITADOS POR IHAC AL-DA
wETOD O8
LT LR L SR L LY DY) DOMMEH IRV Do, Ba Pon, IS0HIE e | |IRaas w22 T00e nCoreka nd B Ak Ew mera o n os
S oar @n gl FAMCTORTOPD NS TS Ao Ibs pabeott s - MEMDIC6 02 R CLGIF 02N FICD 180t | Reoise o B ndor @n MOC0 Aol 00 @ 0 FoCo DoF demin & n oo
mecla o Recukre @n Fooo ae mIgoongn ik mes deranks,
Colbarmes Bacraias Mumerockn DKCWEH IV T B Phg, | 3212 Insaucdan werkin arigl ol 1913 Relm presa SO0 an casrdiana (B0, Aty bacrercs Calbarmes . feouss waas
Collharnaes 1H2nion 02l HUMENS M Franamls | HAF) askroaa | | Homeannion ) .
s AN KT TRan TONCME 17BNl SO0, BO oD 15817 (IRoalc ok ekt noigingl | PR3, Rl e dn 00 @n Cogr alon |61, ATk ReoUSng O Moms il esoduice
AT 0 06 PEUEneD O KuOOUNS ¥ I s DO Sk NG @ Dkeca @n rona & meda,
g e STk DKCHE|ITENYL) Saa.Ba Pon. 18618 |Iraguc ek nalnal | PRB). Rl e ddn D0 a0 Car dara | B, Adiok) Recusnea 98 o vleesaus
FARTO0 0 0 RECUErD O ke OUNS I s O Sk 0D @ IeCa @6 rona @ meda,
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b Q»'—‘O LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL
= ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL - DA el
CON REGISTRO N° LE-009

INFORME DE ENSAYO N° DT-07062-02-2023

PRODUCTO 1 Mezcla Irstenténea a base de cafihuay cacao en polvo, fortificade con hieno hemirico (Haina de
sengre boving) o 40%,
SOLICTADO FOR : APAZA YANQUI INES
DIRECCION 3 o Jr. 04 de Akl $/N. Mz E Lote &. Distrito San iviguel- Provincia San Romdine-Pune - Puno
FECHA DE RECEEPCION D20253-12-12
FECHA DEANALISIS T 20231212
FECHA DEINFORME T 20231220
SOLICTUD N® o SDT-13780-2023
IDENTIFICACION DE LA MIJESTRA : Nngura
ESTADO f CONDICION : Producto en polhvo f Temperatura Ambiente
PRESENTACION . Bolsa de polipropilene transparente vy sellada, con sticker
CANTIDAD DE MUESTRA T 40 gramos
CANTIDAD DE MUESTRA DIRIMENTE : Ningunct (A selicitud del cliente]
servicio via f Resultado
Agrobios Mesdfilos Numeracién (Recuento 10504
standaren placa). [ufe/g)
Colformes Bacterias Numenacion (NMP/g) 20310
Hongos: Levaduras Numeracién [ufc/g) <10
Hongos: Mohos Numeracidn (ufesg) 5§50
salmonela Deteccidn (f25g) Ausencia
{*) carbohidratos (g/100g) 51,64
{*) Ceniza (gf100g) 381
{*) Energia fotal (kcal 100g) 588,50
{*) Fibra cruda (g/100g) 144
{*) Grasa (g/100g) 514
{*) Hierro (ma fkg) 584,74
{*) Humedad (g/100g) 547
{*) Proteina ([ Nx&,25) g/100g) 53,92
(*) LOS METODOS INDICADOS NO HANSIDO ACREDITADOS POR INAC AL-DA
mETOD 8
las (s b I GBIV o, Ea Pog. 1Z0-1T8 ke | azeha m |Ea.ACoh) B maradhn o
Sranoaren ghaca). o b o fe: Haca MWOQI Mnuo!!o'uuen HMoca Peoueran MoCa 0o 4@M0Ma & N Faa
medaa fecuerra @n Faco a@ MaToanga ik me Aerankas.
Calbarmes Bacrastas Mamerociin D NCNGHITEY NG 7 . Pag. 13213 gl 1973 20 [Ea. c da) . bacrerias Caarmes . feouk ra A
Caltormngs 1&C oo okl NUMa M Frananke | HWP). miroaa | [Nameamenca m) .
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FARNO00 A& FEOUSHO A RWOAUNE i MO N DI sk Mg @n ploca enroda d meda.
O NS MONGE NUMRIOTRIn DOENGH IR NG 00, Ea Poh. 188187 1923). 200 en Cazadana |63, Aaioh) fecuea Ok Mans ¥ISvoauwres
MRI000 ¢ FROUSFO A RWQAUNGE i MO N DF sk ora @n ub\:oen rodad meda.
Salma reda Dereochin HE = A3 % ks Almerras. ¥ PO R-172 Fams | 1y 11200, B3, Radmpresia n 00, Salmandhs .
3 n nora nora b Femns 1y 1l
) Caroanarcras i ParCdosa
F1Centra T NIPER 252013 | fevkoaa d DY Allme s Cadacs ok . LRF000
I Enarga rardl : ParCaosa
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ANEXO 5. Normalidad de los datos
Tabla 15

Test de Shapiro Wilk

Tratamientos Shapiro-Wilk gl Sig.
Iron Quinua Shake (GE1) 0.998 6 1.000
Caiiihua 54%, cacao 16% y sangre bovina  0.949 6 0.733
30% (GE2)

Caiiihua 47%, cacao 13%y sangre bovina  0.917 6 0485
40% (GE3)

Caiiihua 0%, cacao 0%y sangre bovina 0% 0.905 6 0.402
(GC)

El nivel de significancia de todos los grupos supera al nivel de alfa 0.05, por ende se

determina que todos los grupos poseen datos normales.

ANOVA
hemoglobina
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 100,443 3 33,481 24,125 ,000
Dentro de grupos 27,757 20 1,388
Total 128,200 23

La Tabla muestra el analisis de varianza realizado a los tres tratamientos, con un
valor de 0.000 siendo menor que el alfa = 0.05, esto indica que, si hay diferencias entre
los tratamientos Iron Shake Quinua, cafiihua 54%, cacao 16% y sangre bovina 30%

cafiihua 47%, cacao 34% y sangre bovina 40%.
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ANEXO 6 Pruebas Tukey

Comparaciones multiples
95%

(I) factor (J) factor (I-J) Desv. Sig. inferior superior
Grupo Grupo 2,18333" ,68016 ,021 ,2796 4,0870
experimental 1 experimental 2

Grupo 1,88333 ,68016 ,053 -,0204 3,7870

experimental 3

Grupo control 5,66667" ,68016 ,000 3,7630 7,5704
Grupo Grupo -2,18333" ,68016 ,021 -4,0870 -,2796
experimental 2 experimental 1

Grupo -,30000 ,68016 ,971 -2,2037 1,6037

experimental 3

Grupo control 3,48333" ,68016 ,000 1,5796 5,3870
Grupo Grupo -1,88333 ,68016 ,053 -3,7870 ,0204
experimental 3 experimental 1

Grupo ,30000 ,68016 ,971 -1,6037 2,2037

experimental 2

Grupo control 3,78333" ,68016 ,000 1,8796 5,6870
Grupo control Grupo -5,66667" ,68016 ,000 -7,5704 -3,7630

experimental 1

Grupo -3,48333" ,68016 ,000 -5,3870 -1,5796

experimental 2

Grupo -3,78333" ,68016 ,000 -5,6870 -1,8796

experimental 3
*. La diferencia es significativa en el nivel 0.05.

La Tabla muestra los resultados del test de Tukey, donde se puede observar que

con un valor de significancia de 0.005 la cual esta por debajo del 0.05, el Iron Shake

Quinua presenta diferencias significativas al compararse con cafiihua (54%), cacao (16%)

y sangre bovina (30%). Con un valor de significancia de 0.031 la cual esta por debajo del

0.05, el Iron Shake Quinua presenta diferencias significativas al compararse con cafiihua

47%, cacao 13%y sangre bovina 40%. con un valor de significancia de 0.834 la cual esta

por encima del 0.05, la cafilhua 54%, cacao 16% Yy sangre bovina 30% no presenta

diferencias significativas al compararse con cafiihua 47%, cacao 13%y sangre bovina

40%.
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hemoglobina

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
factor N 1 2 3
Grupo control 6 9,8667
Grupo experimental 2 6 13,3500
Grupo experimental 3 6 13,6500 13,6500
Grupo experimental 1 6 15,5333
Sig. 1,000 971 ,053

La tabla muestra el agrupamiento de los tratamientos, con una media de 15.5333
siendo el superior al resto de grupos el Iron Shake Quinua (GE 1) tiene efectos
recuperadores sobre las ratas Wistar con anemia inducida, mientras que con un promedio
de 13.6500 la cafiilhua 47%, cacao 13% y sangre bovina 40% (GE3) tuvo efectos
recuperadores inferior al GE1, mientras que con un promedio de 13.35 la Cafiihua 54%,
Cacao en polvo 16% y harina de sangre bovina 30% (GEZ2) tuvo efectos recuperadores
bajisimos, por ultimo tenemos al grupo control que no tuvo efectos recuperadores con un

promedio de 9.8667.

ANOVA
Peso de las ratas
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 2743,175 3 914,392 10,265 ,000
Dentro de grupos 1781,542 20 89,077
Total 4524,716 23

Comparaciones multiples
95%

Limite
(1) factor (J) factor (1-J) Desv. Sig. inferior superior
Grupo Grupo 14,78333 5,44907 ,060 -,4683 30,0349

experimental 1 experimental 2
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Grupo 11,11667  5,44907 ,207 -4,1349 26,3683

experimental 3

Grupo control 29,88333" 5,44907 ,000 14,6317 45,1349
Grupo Grupo -14,78333  5,44907 ,060 -30,0349 ,4683
experimental 2 experimental 1

Grupo -3,66667  5,44907 ,906 -18,9183 11,5849

experimental 3

Grupo control 15,10000 5,44907 ,053 -, 1516 30,3516
Grupo Grupo -11,11667  5,44907 ,207 -26,3683 4,1349
experimental 3 experimental 1

Grupo 3,66667  5,44907 ,906 -11,5849 18,9183

experimental 2

Grupo control 18,76667"  5,44907 ,013 3,5151 34,0183
Grupo control Grupo -29,88333"  5,44907 ,000 -45,1349 -14,6317

experimental 1

Grupo -15,10000  5,44907 ,053 -30,3516 ,1516

experimental 2

Grupo -18,76667°  5,44907 ,013 -34,0183 -3,56151

experimental 3
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Peso de las ratas

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
factor N 1 2
Grupo control 6 111,7000
Grupo experimental 2 6 126,8000 126,8000
Grupo experimental 3 6 130,4667
Grupo experimental 1 6 141,5833
Sig. ,053 ,060
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ANEXO 7. Ubicacién de los beberos

Fuente: Propia.

En la Imagen se puede observar la correcta posicién para evitar la filtracion de agua de
los bebederos de las ratas Wistar.

ANEXO 8. Ubicacién de las jaulas para las ratas Wistar

Fuente: Propia.

Descripcion: Se realizé la distribucion con 6 ratas del grupo control, 6 ratas del
tratamiento 1, 6 ratas del tratamiento 2 y 6 ratas del tratamiento 3. Ademas, se evidencia
que estan ordenados por pisos en el anaquel. Todo esto en el Bioterio de la Universidad

Nacional de Altiplano, Puno.
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ANEXO 9. Ratas Wistar en la semana de adaptacion

Fuente: Propia.
Se observa que una vez distribuido en las jaulas con su rotulado correspondiente, las ratas
inician la semana de induccién que consiste en administrarles una dieta normal a base de
alimentos de la zona y se les brind6 una éptima calidad de vida.

ANEXO 10. Manipulacion de las ratas Wistar

Fuente: Propia

Se puede visualizar la correcta manipulacion de las ratas wistar que se encuentran en las
jaulas de experimentacion.
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ANEXO 11. Toma de Hemoglobina

Fuente: Propia.

La toma de hemoglobina de cada animal de experimentacién fue importante y hacerlo
de la manera correcta para luego colocar la gota de sangre sacado de la cola en la tira.

ANEXO 12. Resultados de la 1° toma de Hemoglobina

Fuente: Propia.
Con el HEMOCUE se pudo realizar el analisis de sangre que se obtuvo de las Ratas
Wistar y colocarlo en las tiras Reactivas y obtener el resultado, por lo cual los animales

de experimentacidn se encontraron en ayunas, para tener resultados 6ptimos.
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ANEXO 13. Eutanasia de los animales de experimentacion

Fuente: propia

Observamos que los animales de experimentacion se encuentran en la etapa final de la
investigacion por lo cual se realizo la eutanasia de manera satisfactoria cumpliendo con
el reglamento de ética en la investigacion.

ANEXO 14. Elaboracion de la harina de sangre bovina

1. Coccion de la sangre bovina.
Fuente: Propia
Se realizo la coccion de sangre bovina en el laboratorio cumpliendo con los estandares
de calidad lo cual tubo que pasar
2. Desecado en estufa de la sangre bovino
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Fuente: Propia

Se puede observar que después de la coccidn de la sangre se tamiza para lugar hacer el
secado en la estufa para que se realice de manera inocua.

ANEXO 15. Elaboracion de la mezcla instantanea a base de cafiihua y cacao en
polvo fortificado con hierro hémico (harina de sangre bovina)

1. Pesado de las materias primas

Fuente : Propia
Se puede observar gque las formulaciones estan siendo pesadas y envasadas en bolsas

ciplox, para su correcto tratamiento.
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Fuente: Propia
Se puede ver que se hizo el pesado de las diferentes mezclas instantaneas para luego

envasarlas y tenerlas listo para el tratamiento de las ratas inducidas a anemia.
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