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RESUMEN

La biodisponibilidad del hierro en el maiz es baja y se cree que ésto se debe
prinicipalmente a factores internos quelantes del hierro tales como el acido fitico y la fibra
dietética. Ll informe que se presenta 2 continuacion detalla la realizacion del proyecto
que consistié en la medicion de la biodisponibilidad del hierro en muestras de maiz
crudo, masa de maiz nixtaimalizade y tortillas.

Primeramente se prepararon las muestras de maiz para lo cual se utilizd el criterio de que
un mayor tiempo de coceion, concentracion de cal mayor, asi como un mayor tiempo de
remojo del grano durante el proceso de nixtamalizacion incide directamente en la
distninucion del nivel del dcido fitico. Con estas muestras se mezclaron, junto con otros
ingredientes, las dietas experimentales a ser probadas con ratas anémicas, siendo éste ¢l
ensayo biologico in vivo del procedimiento. Se utilizo sulfato ferroso como estandar de
comparacion del hierro ionizable. Con los resultados obtenidos se calculd el indice de
Eficiencia de Regeneracion de Hemoglobina, el indice de Hierro Disponible, y el indice
de disponibilidad del hierro en base al valor biologico relativo.

Posteriormente se realizo una bateria de ensayos 7 vitro como comparacion de los
resultados obteindos en los ensayos in vivo. Los ensayos realizados en esta fase fueron la
medicion de los niveles de acido fitico, hierro total y hierro ionizable en las tres muestras
de maiz (crudo, masa y tortilla). Con dichos resultados fue posible calcular también un
indice de biodisponibilidad teorica del hierro en cada estado del maiz.

Los resultados obtenidos mostraron, tanto iz vive como in vitro, que aunque fue posible
disminuir el ntvel del acido fitico por medio del proceso de coccion humeda propuesta, la
biodisponibilidad del hierro en ambos casos disminuyo de maiz crudo a masa y de masa a
tortilla, contrario a lo propuesto ep las hipotesis del estudio. Debido a varios factores no
contemplados en la metodologia, tales como la contaminacion de hierro con fuentes
exlernas, etc., los resultados obtenidos ng son suficientes para concluir en una afirmacion
o negacion de las hipdtesis planteadas, mas dichos resuitados se utilizaron para formular

una serie de recomendaciones para estudios posteriores en dicha materia.




L INTRODUCCION

Debido a que ¢l consumo de maiz y harinas de majz nixtamalizadas en Guatemala
es grande, se consideran éstas Gltimas como un buen vehiculo para mejorar la calidad de
la dieta de los guatemaltecos.  El maiz posee compuestos como el acido fitico y fibra
dietética, los cuales disminuyen la biodisponibilidad de algunos elementos como el
hierro v el zinc; es de esta cuenty que se piensa que no habra tanto problema para la

fortificacién con vitaminas del comiplejo B v si con hierro y zinc.

Dentro de la planificacion para un gran proyecto que pueda llegar a establecer las bases
de la fortificacion con hierro de harinas de maiz producidas industrialmente, es necesario
realizar una serie de proyectos a menor escala, los cuales aportaran mformacion util para
dicha planificacion. Tste es el caso del presente plan de investigacion, donde se busca
obtener informacion referente a la biodisponibilidad del hierro en el maiz, y cémo dicha
biodisponihilidad puede cambiar & lo largo del procesamiento del maiz crudo, pasando

por masa hasta llegar a tortilla.

Sabiendo que existen factores como el 4cido fitico que hacen al hierro del maiz poco
disponible, s necesario estudiar cémo la dismimicién de este acido fitico por medio de la
coceidn humeda o nixtamalizacion puede aumentar directamente la biodisponibilidad del
hieyto.  Para tal efecto deben realizarse diferentes ensayos que provean dicha
informacion, tales como ensayos biologicos in vivo por medio de los cuales se estudiard
el comportamiento del organismo ‘Tente a la ingesta de dichas muestras; deben realizarse
también ensayos in vitro que puedan respaldar los primeros y tener un punto de

comparacion.

Proyectos como éste aportaran informacion atil que podra tomarse como herramienta
para la elaboracién de un plan de fortificacion, ya que csta informacion incluso
determinaré si es o no el maiz en forma de harina el mejor producto para llevar a cabo

dicha fortificacion.



1I. ANTECEDENTES

A. Aspectos relacionados al maii, su consumo y procesamiento

1. El maiz en la dieta del guatemaltece

Fn la dieta del guatemalteco se presenta el maiz como uno de los alimentos de
mayor consumo; la mayoria de la poblacion tiene acceso a productos de inaiz,
principalmente las tortillas. Segin el Instituto Nacional de Estadistica (1991), el maiz es
el cereal més consunido en Cruaternala, ya que se consume en un 64.4% en el area urbana
y un 85.3% en el area rural. De estos porcerntajes se desprenden datos como que el
consumo promedio en gramos diarios por persona es de 454 en el area rural y 251 en el
drea urbana. Segim el INCAP (1969}, ¢l maiz aporta cantidades altas de proteina y

calorias a la dieta del guatemalteco.

Debido a fa demanda de productos de maiz en Guatemala, comunmente ¢l consumidor
obtenia los productos derivados de éste como las tortillas, tamales, etc., luego de reahizar
el proceso de nixtamalizacion del grano crudo. Este proceso requiere una Inversion extra
de agua y energia, esto segin Bressani et al, (1972). Las harinas nixtamalizadas de maiz
han constituido cn los tHimos afios una nueva opeién para los guatemaltecos. De esta
cuenta se conocen en la actualidad mas de cuatro marcas (entre nacionales y extranjeras)

de harinas para la preparacion de masa en el mercado urbano y rurat.

2. Fortificacion de la dieta del gnatemalteco

Debido a que la dieta del guatemalteco presenta una deficiencia marcada en
algunos nutrientes como vitamina A, hierro, vodo, etc., se han buscado las formas
adecuadas para hacer llegar a la poblacion productos fortificados con estos nutrientes; de

ahi que productos como el azical es fortificada con vitamina A, la sal con yodo, y se




espera poder fortificar las harinas de maiz con nutrientes como hierro y vitaminas del
complejo B. No se esperan problemnas para la fortificacion con vitaminas det complejo B,
pero puede que existan problemas para la fortificacion con hierro.

Segtin Martinez-Torres et al, (1987) de los cereales mas consumidos en general, el maiz
presenta la menor biodisponibilidad de hierro. Segin Reinhold et al (1981) y Remhold y
Garcia (1979) los principales factores que interfieren con la baja biodisponibilidad del
hierro en el maiz son ¢l acido fitico y la fibra dictética. El acido fitico presenta una alta
afinidad para atrapar el hierro y otros elementos como el Zn. La fibra dictética ticne
también la capacidad de ligar el hierro. Sumado a la presencia de estos factores es muy
importante tomar en cuenta el hecho de que el contentdo de hierro en et maiz es bajo.  Es
muy poca la informacion disponible al respecto de los niveles de hierro en los productos
de 1naiz como las harinas industriales, ademas que existe muy poca informacion sobre el
comportamiento del acido fitico frente al proceso de nixtamalizacion y produccion de

tortillas.
3. La produccién de harinas de maiz y los cambios globales que representa

Segun Bressari, (1990) el proceso de mixtamalizacion, ya descrito por otros
autores, conlleva a una serie de canbios fisicos, quimicos y nutricionales en el maiz. El
proceso de nixtamalizacion consistz basicamente en la coccion himeda del grano de maiz
con cal, scguida por un remojo del maiz para luego lavario con agua. El proceso de
coccién involucra la utilizacion del maiz, agua y cal (esta Gltima en concentraciones
cercanas a 1.2% de cal/peso de maiz), demorando un tiempo de coceién de unos 40 a 75
minutos. El remojo tarda alrededor de 12 horas. El producto del proceso indicado se
conoce como nixtamal, del cual luego de la molienda se obtiene masa para utilizarse en
diferentes productos como las tortitlas. La tortilla se obtiene al cocinar 1a masa en una
plancha a temperaturas entre 180 y 220 grados celcius. De acuerdo con Bressani, (1990)
la ultima parte del proceso de procuccion de harinas la constituye la deshidratacion de la

masa con aire caliente.




Segun Paredes-Lopez v Saharoupulos, (1982} dentro de las esfrucluras del maiz se
produce ua cambio en los granulos de almidon asi como la estructura fisica de las
proleinas, ademas que aumenta la formacion de masa y la viscocidad. Con respecto al
contenido de nutrientes, Bressani et al (1958) no reportan cambios considerables a mivel
de wmacronutrientes come fibra, grasa, proteina y carbohidratos, aunque si existen
pérdidas de vitaminas del complejo B y que ¢l calcio aumenta considerablemente y el

hierro no tiene un patron va definico.

Los trabajos de investigacion que se han realizado respecto del maiz y el proceso de
nixtamalizacion han sido poco dirigidos a otros compuestos que Interfieren con
micronutrientes corno el hierro, pero se cree que son el dcido fitico vy la fibra dietética las
que ligan dz cierta fooma al hierro y lo hacen poco biodispemble.  Sin embargo la
literatura disponible al respecto de! comportamiento del acido fitico en el maiz durante el
proceso de nixtamalizacion es muy poca. La poca informacion disponible obtenida
directamente de las fuentes (Bressuni, 1998) apuntan al hecho de que una adecuacion del
proceso de nixtamalizacion podriz. reducir el mivel de dcido fitico en el nixtamal y que
ésta podria Hevar a un aumento en la disponibilidad biologica del hierro en dichas masas

o harinas de maiz, lo cual 5¢ investiga en este trabajo.
B. Metabolismo del hierro
1. Funcién y distribucién del hierro organismal

El ral principal del hierro en el organismo es en los procesos de respiracion
celular, va que en su mayoria el hierro es el componente principal de la hemoglobina,
mioglobina, citocromos, ademas de formar parte estructural de otras enzinas como la
catalasa y la peroxidasa. Se debe recordar que en estructuras como la hemoglobmna se
habla de una proteina en cuyo centro se encuentra alojado el hierro, y que ésta es la forma

mas comimn de su transporte y almacenamienio en el cuerpo, hgada a una proteina.
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(Harper, 1975) En la produccion del compuesto hemo, se tiene como paso final de una
serie de uniones proteicas y enzimaticas, la quelacion del hierro por una protoporfirina;
dicho hemo s¢ unird posteriormente a una proteina globular para completar la
hemoglobina (Kaplan & Pesce, 1984). En ¢l siguienie cuadro se muestra una distribucion
aproximada del hierro en los diferentes compartimientos organismales (segin Harper,
1975):

Distribucion erganismal del hierro en los humanos

] Compuesto | % del hierro

| total

Heraoglobina 60-70

! Mioglobina 3-5

‘ Enzimas comno catalasas y 0.2
CItOCTOIIOS €© o

f Transterrinas v ferritinas 15

1 Almacenamicento en higado, baso v Aprox. i

{ médula osea 10 E

Segtm Harper (1975), alrededor de un diez por ciento del hierro organismal estd guardado
en algunos compartimientos de reserva tales como ¢l higado, ¢! baso y la médula osea,
sin embargo se cree que la mayor ¢oncentracion puede estar en el baso y médula dsea por
ser estos organos responsables del ensamble y liberacion de células sanguineas como las
células rojas, y debido a que se lleva a cabo la sintesis del pigmento hemo, es necesario el
hierro.  En el higado el hierro es almacenado en forma de hemosiderina, que en
asociacion con una proteina forman un éxido de hierro coloidal que puede ser observable

al microscopio (Harper, 1975)

2. Absorcion del hierre en el tracto gastrointestinal y factores que le afectan

LLa absorcion del hierro por ¢l organismo es un proceso que debe ser bien regulado

por el tracto gastrointestinal, ya cue los excesos de hietro que Hlegan al organismo se



acumulan en su mayoria en los tejidos legando a ser toxicos en algunos casos, y una

minima cantidad se excreta por la ortna. (Harper, 1975)

El acido estomacal (&cido clorhidrico) es el encargado de 1ontzar las formas de hierro que
ingresan al organismo a través de los alimentos, los cuales en su mayoria ingresan en
estado férrico 0o como compuestos organtcos férricos. Este rompimiento del hierro en
ionzs libres hace que su absorcion sea mucho mas facil y rapida.  La absorcion del hierro
ocurre principalmente en las paredes del estomago y del duodeno (primera porcion del
intestino delgado), y se cree que las apoferritinas que existen en la pared mucosa que
recubre el intestino functona como control de la absorcidén activa del hierro. (Harper,

1975)

En este punto es importante mencronar que la absorcion del hierro puede verse afectada
por varios factores como los siguientes: a) pacientes que han sufrido de una intervencion
quirirgica y han perdido parte dzl estomago o intestino, b) la presencia de tumores
invasivos en las paredes del estdmago vy duodeno, ¢) sindromes como la esteatorrea
disminuyen también dicha absorcion, d) dietas altas en fosfatos yva que los compuestos
formados de fosfatos y hierro son insolubles y por ende no absorbidos, mientras que las
dietas bajas en fosfatos tienden a hacer mayor la absorcion del hierro, e) compuestos
como el acido fitico de los cereales y los oxalatos también son factores que afectan dicha
absorcion ya que se cree que estos factores quelan al hierro y lo hacen poco disponible.

(Harper, 1975)

La ingesta de hierro recomendada para las diferentes edades v sexos depende mucho de
los requerinientos organismales de hierro, pero en general la ingests recomendada estd
entre los 10 v 18 mg diarios. De 12ual forma los niveles de algunos compuestos como la
hemoglobina varian dependiendo del sexo vy la edad, encontrandose los valores de

hemoglobira normales entre 12 v 18 gramos por decilitro de sangre (Merck, 1998)



3. Metabolismo del hierro

La forma mas comun de alinacenamiento del hierro es la ferritina, que cs la forma
en la que es absorbido en el intestino y estomage;, pero esta ferritina no se encuentra solo
en dichos drganos sino también en el higado, baso y médula dsea. Si la administracion
del hierro por la via parenteral (por venas y arterias) excede los valores normales, el
hierro se almacena en e} higado en ja forma coloidal que se menciond anteriormente, la

hemosiderina, (Harper, 1975)

Los niveles de hierro en el organismo estan regulados de diversas maneras, y ésto
responde a un equilibrio bastante complicado, donde el anabolismo y catabolismo de
moléculas que contienen hicrro como la hemoglobina, citocromos ¢, mioglobina, etc.,
juegan un rol importante. Se debe considerar que la importancia del hierro no estriba
solo en el hecho de formar parte de las moléculas que tienen a su cargo proveer de
oxigeno al organismo v la respiracion celular, sino también maniencr la integridad
celular; segin Harper, (1975), estudios conducidos con ratas demostraron que la
disminuecion de compuestos como los citocromos ¢ son los implicados directamente en la
produccion de sintomas en los procesos de anemtias hipocrémicas, por lo que ocurre una

produccion de sintomas aun que los niveles de hemoglobina en sangre sean normales.

Otros estudios del metabolismo del hierro sugieren que por no existir un patron eficiente
para la excrecion del hierro excedente, algunos sindromes por acumulacion de hierro
tales como la hemocromatosis son comunes; culturalmente también se han tenido
informes que presentan que grupos indigenas que basan su dieta en cereales v productos
bajos en fosfatos presentan hemoctomatosis tambien (Harper, 1975).

Estudios realizados por Benito, House v Miller en 1997, sobre la influencia que tiene la
frecuencia de alimentacion en la absorcion de hierro sugieren que diariamente una ingesta
repartida en varias porciones resulia en una mejor absorcion de hierro que si se realiza en

una sola ingesta.




C. Algunos estudios antecedentes ai presente proyecto

En 1978, Narasinga Rao y T. Prabhavathi propusieron un método para la prediccion de la
biodisponibilidad del hierro no herainico o ionizabie de los alimentos; el método consiste
en una extraccion del hierro por medio de una digestidn con pepsina en medio acido de
1.35 y posteriormente ajustado el plia 7.5, Los autores sugieren que ¢l hierro iomizable
de los alimentos y dictas determinadas a este pH pueden usarse como buenos predictores
de la biodisponibilidad del hierro, siendo demostrado por la alta correlacién existente
entre dichos valores obtenidos y ‘os valores reportados para la absorcion de hierro en

hombres adultos.

En 1985, Garcia Lopez y Lee propusieron que otros minerales como el cobre v el zinc
compiten con el hierro por los lugares de ligamiento con la fibra dietética.

En 1977, 1. Miller estudié la bicdisponibilidad del hierro en diferentes productos de
panaderia por regeneracién de hemoglobina en ratas anémicas; en este estudio Miller
utilizo sulfato ferroso como estandar, v encontrd que los valores biologicos relativos de
brodisponibilidad del hierro en dichos productos era similar a los valores obtenidos con el

sulfato ferroso.

En 1972, Amine, Neff y Hegsted estudiaron fa estimacion bioldgica del hierro disponible
utilizando ratas v pollos. En este sstudio los autores proponen que la determinacion del
hierro por medio de hemoglobina y hematocrito fue mas satisfactorita que la presentada

por el calcule por medio del peso corporal.

Estudios realizados por Ifon en 1981 sugieren que alrededor del 37.5% del hierro
ingerido en ratas es utihizado para la regeneracion de hemoglobina, mientras que Zhang et

al en 1985 sugiricron que dicho porcentaje era de 39%.



11i. OBJIETIVOS

A, OBJETIVOS GENERALES:

1. Contribuir a la obtencion de nformacion sobre la biodisponibilidad del hierro
del maiz, para su utilizacidn en futuros estudios de fortificacion de harmas de

maiz con hierro y otros micronutrientes.

B. OBJETIVOS ESFECIFICOS:

1. Evaluar el efecto que tiene la transformacion de maiz crudo a nixtamal-masa
sobre el contenide de acido fitico, hierro fotal y hietro ionizable en dicha
masa.

2. Determinar el efecto que tiene, la coccidn de la masa en la fabricacion de
tortillas, sobre el contenmido del acidoe fitico, hierro total y hierro ionizable (a
pH 7).

3. Evaluar la biodisponibitidad del hierro proveniente del maiz crudo, de la masa
y de la tortilla, utilizanc o ratas para el ensayo biologico i vivo.

4. Utitizar metodolegias analiticas para obtener la disponibilidad in viire del
hierro de las muestras de maiz crudo, masa y tortilla.

5. Determinar si existe evidencia estadistica como para validar o invalidar las

hipotesis planteadas para el estudio.



10

IV. HIPOTESES DEL ESTUDIO

Los procedimientos necesarios para la cbtencion de resultados dtiles durante la
realizacion de este proyecto son bésicamente el procesamiento de las diferentes muestras
de maiz por medio de nixtamalizacién vy coccion de tortillas con las condictones
propuestas, enfocado basicamente a la disminucién del 4cido fitico en la masa y las
tortillas. Posteriorrnente debe evaluarse por medio de un ensayo in vive y uno in viiro, la
biodisponibilidad del hierro en las tres muestras, para obtener evidencia que sustente las

siguientes hipotesis;

“ La optimizacién del procesn de nixtamalizacién del maiz, al aumentar la
concentracion de cal e incremento del tiempo de coccién, tienen como resultado la
reduccién sustancial del nivel de acido fitico. Como consecuencia de esta reduccion

del nivel del acido fitico, la cantidad de hierro biedisponible en Ia masa aumenta.”
Un segundo planteamiento es:

“ Se espera que el proceso de transformacion de masa a tortilla no produzca

cambios sustanciales en los niveles de acido fitico y hierro biodispenible.”



V. MATERIALES Y METODOS

A. Metodologia usada

1. Procesamiento del maiz hasta la fabricacion de tortillas

- Obtencion de fas muestras de maiz crudo (maiz de la variedad HB&3)

- Caracterizacion de las muestras de maiz: medicion de los niveles de acido fitico,
hierro total v iomizable.

- Transformacion det maiz ¢rudo a harina nixtamalizada, siguiendo los siguientes
Procesos:

- Colocar 1000g de maiz crudo junto con 4000cc de aguay 12 g de cal

- Realizar una coccién de 75 minutos

-  Remojar a una temperatura de 50 grados C por 10 horas, realizando en este
proceso una agitacion lenta.

- Lavar el maiz ya cocido y ramojado con agua a pH menor de 7.

- Pasar las muestras por un molino de Nixtamal.

- Secar la muestra y luego molerla para fabricar harina y poder almacenarla asi.

- Determinacion quimica de niveles de 4cido fitico, hierro total y ionizable.

- Paso de transformacion ce las harinas del paso 3 a tortilla, siguiendo los
sigiientes pasos:

- Hacer tortillas a partir de 1000g de harina del paso anterior.

- Deshidratar y moler fas tortillas para fabricar harina de tortilla.

- Determinacién quimica de niveles de acido fitico, de hierro total y tonizable.

2. Mezcela de las dietas experimentales

Se almacenan 2.5 Kg de cada muestra de harina para su utilizacién en la
mezcla de las dietas experimentales. En la seccion de resultados se presentan las tablas
finales de Ia composicion tanto de las dietas con maiz crudo, masa y tortilla, como las

dietas con sulfato ferroso para la curva de calibracion. (tablas #1 y #2). Para la mezcla
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de las dietas experimentales con maiz, masa y tortifla, todos los ingredientes se
mezclaron en un recipiente plastico y fueron removidos con fa mano por érmino de 15
minutos hasta fograr una harina homogénea. Para las dietas con sulfato ferroso, por ser
solo unos cuantos miligramos los uatilizados, se fue diluyendo dicho sulfato con almidon
hasta tener una mezcla homogénea de almidon con sulfato v se mezclo el resto de los
ingredientes hasta tener la harina mezclada y removida por quince minutos.

El almacenamiento de las dietas experimentales se hizo en cuarto frio a 4°C v guardadas

en bolsas plasticas individuales.

3. Ensayos IN VIVO

Evaluacién biolégica propuesta; modificacién del método de la AOAC
947.31 (versién de 1995) para la medicion de hierro biodisponible por

replecian de Hb en ratas

d4. Procese de deplecion de los grupos experimentales de ratas

atilizando dieta basal baja en hierro

Este proceso se micld con ratas de 23 a 25 dias de nacidas. Ratas blancas de
laboratorio de raza Whinstar, v dichas ratas tenian valores de hemoglobina tnicial de 12 a
14 g/dl. de sangre. La dieta basal que se utilizé para la deplecion tuvo la siguiente
formulacion:

Dieta basal baja en hierro

Componente g/Kg
Caseing 141
L-Metionina 2
Mezcla vitaminica * 22
Mezcla mineral (no Fe)* 35
Aceite vegetal 50
Almidon de maiz 750

* Para este caso se wtilizaron mezclas vilaminicas y minerales ya preparadas comercialmente, las cuales
estuvieron libres de hierro.
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Se le adminsitro de 20 a 25 gramos de dieta basal a cada animal por el término de las
doce semanas. Las ratas tenian agua destilada desionizada ad libitum. Cada rata estaba
en una jaula mdividual, de acero moxidable, con bebederos de cobre v acero inoxidable vy
comederos de vidrio  Se registro el peso de los animales semanalmente hasta el inicio de
la fase de replecion. Durante el proceso de deplecion se realizaron evaluaciones de la
hemoglobina del grupo total basado en muestras de alrededor del 25% de los
especimenes. Estos muestreos se realizaron cada dos semanas. La deplecion se realizo
por 12 semanas aproximadamente, hasta que los valores de hemoglobina de las ratas
estuvieron entre 7g v 12 gramos por 100mL de sangre.

Todos los andlisis de sangre para la medicion de bhemoglobina se realizaron
rutinariamente con un Kit colorimetrico de determinacion (Merckotest 1.03317.0001) con
su respectivo Kit de calibracidn con estdndares de cianohemoglobina (Merck

1.03298.0001).

b. Procesc de replecidn de los grupos experimentales: dietas con maiz

crudo, masa y tortillas, dietas con sulfato ferroso

Para el proceso de replecion fueron escogidas 40 ratas de todas las depletadas (85 en
total), las cuales tenian los valores de hemoglobina mas bajos de todas. Se establecieron
10 grupos experimentales con valores de hemoglobina promedio similar, cada grupo

compuesto de 4 ratas {2 machos y 2 hembras), y se distribuyeron de las siguiente forma:

- 4 grupos de ratas se repletaron con sulfato ferroso a concentraciones de 0, 5,
t0 y 15 mg Fe/Kg de dicta.

- 2 grupos de ratas se repletaronn con dietas al 62.5% v 75% de harina de maiz
crudo.

- 2 grupos de ratas se repletaron con dietas al 62.5% v 75% de harina de maiz

nixtamalizado (masa).



- 2 grupos de ratas se repletaron con dietas al 62.5% y 75% de harina de
tortillas.

A cada rata se le proporciond de 10 a 20 gramos de alimento diario (todo medido) hasta
completar luego de 12 dias de replecion un total de 205 gramos de dieta. Al inicio del
ensayo de replecion se midieron tanto el valor de hemoglobina inicial como el peso, v de
igual forma se hizo al final, para cieterminar aurnento en ambas escalas. Basicamente el

cuidado individual de cada animal fue como el llevado en el proceso de deplecion.

4. Ensayos IN VITRO

a. Determinacion de acido fitico en las muestras de harina de maiz

crudo, masa v tortilas

Los pasos seguidos para Jdicha determinacion se obtuvieron de la referencia:
Sensitive method for rapid determination of phytate in cereals and cereal

products, J. Sci. Food Agric. 1983, 34, 1423-1426.

- Se realizd una extraccion de la planta o de la harina con HCI 0.2N por una
hora.

- Se tomaron 0.5 mL de dicho extracto y se le agregd | mL de una solucion
fidrrica compuesta de sulfato de hierro (111) y amonio en HCI 0.2N, todo en un
tubo de ensayo v se calenté en un baiio Maria por 30 minutos.

- Seenfrid ta solucion anierior por 15 minutos en agua con hielo y luego se dejo
a temperatura ambiente.

- (Se sigui6 la variante b del método) Ya a temperatura ambiente, se agrego a
cada tubo de ensayo 2 ml de una solucion de 2.2 Bipiridina. Inmediatamente
(v antes de 1 minuto de agregada dicha solucion) debe leerse la absorbancia a

319 nm.
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Todas las muestras se¢ analizaron en duplicado.

Se realiza una curva de cahbracién con acido fitico con puntos entre O hasta
32 microgramos de iatos por mulilitro de solucion, utilizando el mismo
método que las muetras. Dicha curva de calibracion tuvo un r de correlacion

de -0.9982.

b. Determinzcion de hierro total en muestras de harina de maiz

crudo, masa y tortilias

Se colocaron 2 gramos de cada mucstra, trabajando en duplicado, en un un
crisol, y se calento en estufa alrededor de una hora hasta quemar la muestra.
Luego se llevaron dichos cnsoles a la mufla y se calentaron por dos horas a
500 grados centigrados hasta incinerar la muestra.

Después de enfriadas las muestras, se les agregd 3 mi. de acido nitrico (1+1:
igual proporcién de acido nitrico concentrado y agua destilada) y 5 gotas de
agua. Se evapord todo el 4cido en estufa v campana. Este proceso sirve para
blanquear {as cenizas producidas en el paso anterior.

De nuevo se llevaron las muestras a la mufla por una hora mas a 500 grados
centigrados.

Las cenizas blancas remanentes en el crisol se lavan con 10 mL de acido
clorhidrice (1+1, igual que el nitrico), y luego este volumen se completa hasta
legar a 25 mL con agu destilada desionizada.

Se realiza un filtrado de la solucion final (filtracion por gravedad) y se leen las
muestras en un aparato de absorcidn atémica con lampara multielemento en la
longitud de onda de abosorcion del lierro.

Se realiza una curva de cahibracion con estgndares de herro entre O ppm y 5

ppm de hierro.
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¢. Determinacion de hierro ionizable en muestras de harina de maiz

crudo, masa y tortillas

Los pasos seguidos para dicha determinacion son una adaptacion del método de

Narasing Rao & Prabhabate, 1978

- Se pesaron 2.0000 gramos de cada harina, y se realizaron triplicados para cada
muestra.

- Se incubd cada muestra con 25 ml de una solucidén de Pepsina-HCI, que
consiste en una solucidn de Pepsina al 0.5% en HC1 0. IN.

- 3¢ ajustd el pH de la mezcla a 1.35 con HCL para activar la enzima, y se
mcubé por 90 minutos ¢n un bafio térmico a 37°C por 90 minutos.

- Se centrifugd la mezcla por 45 minutos a 3000 rpm.

- Se filtr6 el sobrenadante a través de papel filtro No. 44 usando vacio.

- Se ajustd el pH de la mezcla a 7.5 con NaOH y se centrifugd nuevamente a
3000 rpm vy se filtro el sobrenadante ce nuevo.

- Dicho sotrendante se agrego en un balon de aforar con agua destilada-
desionizada hasta llegar a 25 ml.

- De este frasco se tomaron 10 mL y se colocaron en otro balon de aforar junto
con 1 mL de clorhidrato de hidroxilamina, unos minutos despues se agrego 5
ml. de una solucion buffer de acetatos v 1 mL de una solucid de o-
fenantrolina (solucion de alfaalfa-dipinidilo), y se lleve a 25 mL con agua
destilada destonizada.

- Se determiné la absorkancia en un espectrofotémetro a 510 nm; el cero de
absorbancia se colocd con un blanco de los reactivos. Se leyeron también las
abosrbancias de la muestra como tal, antes del paso anterior, para realizar una

correcion por ser la muestra coloreada.
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Para la determinacion Je los valores se utilizd una curva de calibracion con
estandares de hierro desde € ppm de hierro hasta 0.5 ppm de hierro, donde se

obtuvo un r de correlacion entre ppim de hierro vs. abosrobancia de 0.9986.

5. Andalisis de hierro hepatico en las ratas del ensayo in vivo

Luego de terminado el ensayo biologico m vivo con las 10 dietas
experimentales, se diszctaron dichos especimenes y se extrajo el higado
completo (los cuatro I¢bulos intactos), se determind entonces el peso fresco
total del higado. De cada higado extraido se realiz6, en duplicado, una
determinacion de hierrc total por analisis de cenizas, tal y como se analizaron
las muestras de harinas 2n el punto 2 de los analisis in vitro. La unica variante
fue que se utilizo tnicamente 1 gramo de muestra por andlisis. la obtencion
de los valores de hierio hepatico se realizd de la misma forma que en las

harmas.

Materiales y reactivos utilizados

1. Preparacién y mezcla de las dietas experimentales

REACTIVOS

Maiz de la variedad HB83

Carbonato de calcio (cal) de grado analitico

Agua destilada-desionizada

Caseina

[.-Metionina grado analitico marca Merck

Mezcla vitaminica completa marca Dyets

Mezca mineral completa libre de hierro marca Dyets
Sulfato Ferroso cristaliro hepta hidratado marca J.'T. Baker
Aceite vegetal



Almidon de maiz
Harinas de maiz crudo, masa y tortillas

EQUIPO

4 beakers pyrex de 3000 mL

4 cstufas hot plate/stirer marca Coming
Agitador de vidrio

Horno para deshidratar muestras

Molino nixtamal con discos de hierro colado
Comal de barro

Licuvadora casera marca Oster

Balanza semianalitica

2. Ensayo IN VIVO (deplecion y replecion)
REACTIVOS

Dietas descritas en la tabla #]1 y #2 de la seccién de resultados
Agua destilada destonizada

Kit Merck de determinecion de hemoglobina en sangre
Heparina 0 EDTA como anticuagulantes

Alcohol etilico como desinfectante

EQUIPO

Bisturi y tijeras

Algodon

Tubos de ensayo de vid:io de 20 mL con tapadera Pyrex
Pipeta volumétrica de vidrio, de 5 mL

Micropipeta de 10 microlitros

Celdas espectrofotométricas de vidno

Espectrofotometro UV-VIS modelo ESPECTRONIC 21
Balanza normal para pesaje de las ratas

Cruantes de latex para extraceion de sangre de los amimales

3. Ensaves IN VITRO
REACTIVOS

Sal sodica de dcido fitico, pureza 97%
Acido clorhidrico (HCI: concentrado

18
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HC1 02N

Sulfato de hierro (11T} y amonio 12 hidratado
2,2’-bipiridina

Acido tioglicolico

HCI (1+1: igual conceniracién de HC| concentrado y agua destilada)
Acido nitrico (1+1)

Agua destilada-desionizada

Solucion estandar de hicrro de 1000 ppm
Alfa-alfa dipiridilo

Clorchidrato de hidroxilamina

Nitrato de magnesio

Acetato de sodio anhidro

Acido acético glacial

Solucion estandar de hierro de 1.6 ppin
Pepsina

Hidroxido de sodio

EQUIPO

Tubos de ensayo Pyrex de 25 mL con tapadera

4 beakers de 600 mL

3 beakers de 100 mL

4 estufas hot plete/stirer marca Coming

Agitador orbital

Sistema de filtrado con vacio y por gravedad

Papel filtro Wattman No. 40

Espectrofotometro UV-VIS modelo SPECTRONIC 21
Celdas espectrofotométricas de vidrio

Piseta plastica para agui destilada

Pipetas volumétricas de 0.5, 1,2, 5, 10 mL

Bulbo de hule para succion

Medidor digital de pH

Balanza analitica de 4 decimales

Balones de aforar de 25 mL, Pyrex

20 Crisoles de porcelana con tapadera

Mufla, capacidad de calentar hasta 1200° C.

Viales pldsticos para alinacenamiento de muestras
Fspectrofotometro de absorcién atémica, UV-VIS, con llama de mezcla
acetileno-oxigeno, con lampara multielemento incluyendo hierro, € impresor
Zpson.

Bafio térmico para incubacién a 37°C

Centrifuga de 3000 revoluciones por minuto (rpm)
Campana de extraccion de gases



4. Analisis de hierro hepatico de las ratas
REACTIVOS

HCY(1+1)

Acido nitrico {(1+1)

Agua destilada desionizada
Estandar de hierro de 1000 ppm

EQUIPO

Bisturi de diseccidn

Guantes de latex

Guillotina de acero inoxidable

Balanza semianalitica

Congelador para conservacion de mugstras
Balanza analitica

20 Crisoles de porcelana con tapadera

3 Estufas Corning

Mufla (1200°C)

Campana de extraccion de gases

20

Espectrofotometro de absorcion atdmica, UV-VIS, con llama de mezcia
acetileno-oxigeno, con lampara multielemento incluyendo hierro, e impresor

Epson.
Estandar de hierro de 1000 ppm



IV, RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera parte del proceso se realizé la preparacion de las muestras de maiz,
que posteriormente fueron utilizadas como alimento en la fase del ensayo bioldgico con
ratas. La primera muestra consisiio en maiz crudo, luego otra muestra de maiz se
nixtamalizé utitizando 1.2% de cal relativo al peso del maiz y agua para un tiempo de
coccion de 75 minutos y 8 horas de remojo, para obtener una segunda muestra de
nixtamal; por ltimo se prepararcn tortillas con ¢l resto del nixtamal y estas tortillas
formaron la tercera muestra. Todas la muestras fueron transtormadas en hanna una vez
fueron deshidratadas. Como parle de este proceso se evitaron dentro de io posible las
contaminaciones de hierro proveniente de otras fuentes que no fueran ¢l maiz, tales como
contaminaciones provenientes del agua, reactivos como carbonato de calcio para cocer ¢l

maiz, cristaleria, moline nixtamal y comal..

Una vez preparadas estas muestras, se formularon las diferentes dietas experimentales a
ser evaluadas en ¢l ensayo biologico. Como se indica en la tabla #1, estas dietas fueron
diez, dos con maiz crudo a diferentes concentraciones (62.5% y 75%), dos con masa a
diferentes concentraciones (62.5% y 75%), dos con tortillas a diferentes concentraciones
{(62.5% v 75%). Cuatro dietas fueron para una curva de calibracion donde la fuente de
hierro no fue maiz sino salfato ferroso como se indica en la tabla #2. La razon de la
utilizacion del sulfato ferrosc es que este compuesto es totalmente ionizable y absorbido
por el organismo, con lo cual se quetia establecer un patrén de comparacion relativa entre
ta absorcion del hierro del maiz v ia absorcion del hierro del suifato ferroso. Tanto cn la
tabla 1 como en la tabla 2 se presenta el contenido de hierro en las dietas, calculado a

partir del analisis de hierro en maiz, masa y tortillas, y del sulfato ferroso también.
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Tabla # 1
Cantidades de ingred entes utilizados en la preparacién de las dietas
experimentales, incluyendo el contenido real de hierro medido en dichas

dietas
DIETAS EXPERIMENTALES
A B C D E F
Caseina (g) 141 141 141 141 141 141
L-meticnina {g) 2 2 2 2 2 2
Mez. Vitaminas (g) 10 10 10 10 10 10
Minerales (-Fe) (g) 5 35 35 35 35 35
Aceite Veg. (g) 50 50 50 50 50 50
Maiz {g) 625 750 o 0 0 0
Masa {g) 3] 0 625 750 0 0
Tortilia (g P 0 0 0 825 750
Almidén maiz (g) 137 12 137 12 137 12
Total en gramos 100 1000 1000 1000 1000 1000
Contenide de hierro en;  0.6109 0.0131 0.0125 0.0150 | 0.0172 | 0.0206
MgFe/g dieta

Nota: el maiz crudo, masa y tortilla se enconiraban en forma de harina.

Tabla # 2
Contenido de las dietzs de la curva de calibracion con Sulfato ferroso

Fuente: UVG/INCAP, enero de 1999,

DIETAS mgFe/1000g dieta
| G H | J
Caseina (g) 141 141 141 141
L-metionina (@) 2 2 2 2
Mez Vitaminas (Q) 10 10 10 10
Minerales (-F2) (g) 35 35 35 35
| Sulf. Ferroso (mg) 0* 24.87 | 49.75" 74.63*
Aceite Veg. (g) 50 50 50 50
| Almidén maiz (g) | 762 762 762 762
Total en gramos | 1000 1000 1000 1000
Contenido de hierro| 0 0.0050 | 0.0098 | 0.0149
M|gFeIgﬂ_d'ieet.2

Fuente: UVG/ANCAP, enero de 1999
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A. Contenidos de acido ftico, hierro total y hierro ionizable en maiz crudo,
masa y tortilla

Como control para el ensayo biologico in vivo realizado con ratas sc realizé una
bateria de analisis quimicos ¢ in v.iro a cada una de las muestras de maiz (matz crudo,
masa y toritllas), para poder establecer una comparacion entre los ensayos in vivo ¢ in
vitro. Los andhsis incluyeron el écido fitico, hierro total y hierro 1ontzable. Con estos
resultados también fue posible estimar un valor de disponibilidad tedrica del hierro del

maiz, de acuerdo a la ccuacion de Rao v Prabhavathi (1978).

Tabla # 3
Resultados de Acido Fitico medido en niuestras
de maiz crudo, masa y tortillas

; Muestra j Mg de Acido Fitico | % de A. Fitico

| 1 por 100 g de ; perdido

1 } muestra o
| Maizcrudo | 727 5 -

oo Masa 1 | 25.6
Tortilla i 516 29.0

Fuente: UI‘-J G/INCAP, enero-marzo 1999

Tabla # 4
Resultados de hierro total
medido en muesiras de maiz crudo, masa y tortillas

! Muestra Mg de hierro por W
3 ___granmio de muestra i
. Maizendo | 00175
P Masa 0.0200 ]
| Tortilles 00275 B

Fuente: UV G/INCAP, enero-marzo 1999
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Tahla # 5
Resultados de hierro ionizable
medido en muesiras de maiz erudo, masa v tortiflas

J Muestra Mg de hierro por
| gramo de muesira
’ Maiz crdo 0.0025
__ Masa . 0.0025
Tortillzs o062y

Fuente: UVG/INCAP, enero-marzo 1999

Tabla # O
Resultados de % dz disponibilidad IN VITRO realizado
medido en muesiras de maiz crudo, masa y tortiilas

L _____ ~ Muestra %Btodlspomb[hda [ Fe absorbido
~ Maiz crudo 1428 | 721
_ Masa 1250 1637 |

“Tortilles 836 R R

Fuente: UVG/ANCAP, enero-marzo 1999

mgFe jonizable
% de hierro ionizahle = ~~rmrvremnmmmn e x 106
mgFe total

Hierro absorbido = 04827+ 04707X

(Ecuacion de Rao y Prabhavathi)

donde X es el valor de hierro jonizable a pH 7 y Y es el indice de hierro
absorbido.

Los resultados de los ensayos quimicos muestran que efectivamente el acido fitico
disminuyo considerablemente de le muestra de maiz crudo a la de masa y hubo otra leve
disrninucion de la muestra de masa a la de tortilla; este descenso, que en total fuc del
26%, fortalece ¢l hecho de que si es posible disminuir la cantidad de acido fitico en el
maiz a través del proceso de nixtamalizacion estrictamente baje las condiciones utihizadas
en este estudio para tal efecto, respecto de la concentracion de cal, tiempo de coccion y

tiempo de remojo.  Sin cmbargo, haciendo alusidon a las hipotesis planteadas en ¢€stc
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estudio, la disminucion de los niveles de acido fitico debe mcumr directamente en el
aumento significativo dc los niveles de hierro ionizable, de tal forma que la

disponibitidad teorica del hierro deae aumentar.

Observando los ensavos in vitro para hierro total y hierro ionizable, debe explicarse que
pard el hierro total (grafica # 2 ) se esperaba que la cantidad en miligramos de hierro por
gramo de muesira no fueran significativamente diferentes; ésto basado en que las pruebas
realizadas, por espectrofotornetria de absorcion atomica de cenizas de las muestras,
miden todo ¢! hierro presente en la muestra, eliminando cualquier factor quelante, de tal
forma que a excepcion de contaminaciones con fuentes externas al maiz, la cantidad de
hierro total en las tres muestras no deberia ser tan diferente. Este no fue ¢l caso reflejado
por Ios analisis; como es notorio er la grafica # 2, ¢l nivel de hierro total aumenta hacia la
muestra de masa a tortilla, conuidersblemente en esta altima.  FHste fendmeno es
explicable debido a que para la preparacion de la masa y las tortillas, aungue se evito al
maxime, las muestras de maiz estuvieron expuestas a contaminacion de hieiro
proveniente del molino de nixtamil que posee discos de hierro colado, donde se utiliza
agua normal (municipal) para dichu molienda, y posteriormente la coccion de las tortillas
en comal de barro, impregnado con cal y agua. Se sospecha también de la utilizacion de
una licuadora de aspas metalicas para la preparacion de las harinas respectivas en cada

mugstra,

Investigaciones previas en esta area sugieren que se espera un cierto aumento del hierro
total conformae se avanza en el proceso hasta llegar a las tortillas, algunos lo atribuyen a
cierto grado de contarinacion y otros a factores como la concentracion del contenido del

grano luego de la produccion de masa.

El ensayo in vitro de hierro ionizable por su parte muestra valores que no son
significativamente diferentes (grafica # 3 ), lo cual contrasta con la teoria de que por
disrninuir ¢l acido fitico aumentaria directamente el hierro jonizable. Por ende al calcular

LR R
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el indice de disponibilidad, que no es mas que el cociente entre el valor del hierro
ionizable v el valor del hierro total expresado en porcentaje, se observa que no hay
aumento dz 1a disponibilidad de maiz crudo a masa, mas bien extste una disminucion de
maiz a masa, otra de masa a tort-lla; estos resuitados no son sustanciales para apoyat o
validar fa teoria de que la dismirucion del dcido fitico aumenta significativamente la
biodisponibilidad del hierro en =l maiz.  Es menester mdicar que tampoco estos
resultados invahidan dicha teoria, pero dan una muestra de que deben realizarse nuevos

ensayos para demostrar dicho fendmeno, que en este caso no fue detectable.

B. IDeplecion de hemoglohina en los animales

Paralelamente a la preparacion de las muestras y dietas con maiz vy sulfato ferroso, se
inicio el ensayo biologico, para ésto se tomd una poblacion imcial de 104 ratas blancas de
laboratorio de raza Whinstar de 23 dias de nacidas, con una distribucion de 50 machos v
54 hembras.  Se inicid con dichas ratas el proceso de depiecion de hemoglobina,
administrandotes una dieta libre ce hierro, cuya composicion puede encontrarse en la
tabla # 7, ademas agua destilada-desionizada, puestas en jaulas ndividuales de acero
inoxidable v con comederos v betederos de vidrio y acero moxidable respectivamente.
Con todas estas medidas se tratd dz evitar {a ingesta de hierro de cualquier fuente por ¢l
término de cuatro semanas, que es el tiempo propuesto en los protocolos de este tipo de

ensayos bioldgicos.

Tabla # 7

Di¢ta basal baja en hierro

Componente g/Kg
Caseina 141
L-Meticnina 2
Mezcla vitaminica * 22
Mezcla mineral (no Fe)* 35
Aceite vegetal 50
Aimidon de malz 750

* Para este caso se wfitizaron mezclas vitambncas y minevales ya preparadas comerciatmenie, las cnales
estaban libres de hierro.
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Durante ¢l proceso de deplecion se Hevaron controles del peso de los anmmales y sus
cambios en niveles de hemoglobing; fue dichn descenso de hemogiobina lo que se
esperaba, por lo que semanalmente se analizaban muestras aleatorias de
aproximadarnente el 25% de la poblacion, dichos muestreos pueden observarse en el
apéndice B La etapa de deplecion de las ratas se extendio hasta un periodo de 12

semanas.

En el apéndice A se muestran los vatores del peso semanal medido en los animales
durante 1a etapa de deplecién, adernas que se pueden observar los distintos muestreos de

sangre realizados para controlar el descenso de hemoglobina de las ratas.
C. Replecion de hemoglobina en los animales

Una vez terminada la etapa de deplecion se realizd un muestreo general con as ratas que
sobrevivieron ¢l proceso de deplec:dn (85), y se escogio una muestra de 40 arnmales que
estaban en los mejores valores de hemoglobina para el estudio. Los valores de
hemoglobina oscilaron entre 7y 12 g/dL. Debido a que Tueron 40 animales escogidos, se
asignaron 4 ralas a cada grupo, y s¢ balancearon los grupos de tal forma que el promedio
de hemoglobina de cada uno fvera similar. Una vez establecidos los grupos se
administraron las diez dietas experimentales para la replecion de hemoglobima por el
érmino de doce dias. Los animales fueron alimentados una vez al dia, administrandoles
de 10 a 25 gramos de alimento por rata, hasta llegar a completar 205 gramos de alimento
administrado durante los doce dias a cada rata. El alimento no se administro ad libitum, y
st en ¢l caso del agua. Al terminar el periodo de doce dias de replecién se tomaron
muestras de sangre a todas las ratas para establecer el aumento en hemoglobina y realizar
todos los calculos pertinentes hasta llegar a la estimacién de diferentes indices de

biodisponibilidad.
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En las tablas #8,9,10,11,12 y 13 se presentan los resultados de los parametros medidos en
las ratas que ingresaron al proceso del ensayo biologico; se presentan primero los
resultados para las ratas sometidas a las dietas experimentales con maiz, masa v tortillas
(dietas de la A a la F segim la tabla #1) y luego los resultados de las ratas de la curva de

alibracion con sulfato ferroso {diztas de la G z la I segin tabla #2). Fn la seccion de
apendices se muestran los diferentes parametros medidos a todo el grupo inicial durante

el ensayo de deplecion {104 ratas).

Tabla # 8
Resultados de hemoglobina y peso de las
ratas que entraron al ensayo bioldgico de deplesién-replesion

L ' o {gidl} © (gidL) | (gidL) (q) (@

L C.od|go, #rata | Hb inicial Hb final |Cambio Hb|Peso inicial | peso final '
L MAIZ A2 | 13 1.0 | 105 05 1 249 1 309
CRUDO A3 | &8 | 112 10.8 04 171 242
|6250% A4 | 60 | 113 - 127 14 157 220

. MAIZ B 2977 110 | 16 | o6 | 2 | 316
CRUDO; B2 | 49 | 72 9.6 | 24 219 | 298

_ 7% . B4 104 | 107 123, 1B 198 289 |

@ 1 | :

| S ; i . | . "

 MASA . C1 | =z 109 | 11.0 0.1 248 | 321 i
625 5% % | C4 66 | 114 11.1 0.3 162 227

L i _ S

MASA T D1 d6 | 107 1.2 05 | 203 363

75% i D2 | 44 1 83 95 I 12 239 334

. TORT. | E1_ 34 62 | e8| 07 | _ers | am
Lsz 5% | E3 . &5 | 99 9.7 02 201 262
TORT. . Fz | 3 | 986 | 116 20 | EeaT T as
75% 1 F3 | &7 116 i3z 1 16 sz 1 240

Nota: cada rata tienc aﬁlgrnado wt codigo gue depende del grupo del ensayo al que
pertenece ademas de tener un propro numero-desde su nacimiento. Hb ini: hemoglobina
al incio de la replesion.  Hb fin: hemoglobina al final de la replesién.  Peso ini, v fin:
peso inicial y final respectivamente  Fuente: UVG/INCAP, enero febrero 1999,
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Tabla #9
Volimenes sanguineos calculados, contenidos de hierro
caleulados a partir de hemoglobina y volumen sanguineo.
Total de hierro ganado en hemoglobina duraate el ensayo

i {mLsangre) | (misangre) | (mgFe) {mgFe) | (mgFe)
s Cédigo ' Vol.inicial | Vol final Feinicial | Fe final difer. Fe |
MAIZ Az | 1868 | 2070 | B15 128 13
CRUDO | A3 11.46 16.21 430 587 | 157
62.50% A4 10652 | 1474 3.98 627 | 229
MAZ | Bt | 1595 2117 1 588 | 823 235
 CRUDO | B2 14.67 1983 | 354 6.38 2.84
75% B4 | 1327 175 1476 | 715 | 240
i i | '
" MASA | cC1 1662 | 2151 Teo07 [ 783 7T 186
L 82.5% | C4 1085 16.21 415 | 586 1 151
. I
MASA D1 1963 T 2432 7.04 913 208 |
- 75% Dz 1601 | 2238 | 445 1 712 . 267 |
TTORT. | E1 | 1629 2526 | 6564 | 838 274
62.5%  E3 1347 | 1755 447 | 570 1.24
CTORT. | F2 | 1789 | 2241 569 883 344 |
75% F3 1219 18.08 | 474 711 237 |

|
Nota: Vol. inic y fin: volumen sanguineo inictal y final calculados a partir del peso del
antmal al inicio v al final del ensayo de replesion. Fe ini. y fin.: miligramos de hierro
calculados a partir del volumen sanguineo y los valores de hemoglobina de la tabla
anterior. Dif, Fe: diferencia de hierro del estado incial al final (hierro ganado durante el
ensayo).
Fuente: UVG/INCAF, encro-febrero 1999,

Férmulas uvtilizadas:
0.067 mL sangre

Volumen sanguines =  peso 1ata (g) X ememmescmmrroomommes
I g peso rata
g Hb 3.35 mgFe
mgFe en Hb = Vol sang. (ImL)} 1 - X mmemssomsi s
100 mL sang. g Hb

Diferencia de mgle ex Hb = mglhe jna - mgke jneiw



ratas que entraron al ensayo biolégico de deplesidn-replesion

Tabla# 10

Resultados de hemoglobina y peso de las

Grupo de la curva de calibracion con sulfato ferroso

Nota: cada rata tiene asignado un codigo que dep

mgFelKg, 1 (g/dL) | (gidt) (gidi) Mg U
de die.__ta Cdodigo |# ratai Hb inicial | Hb final dif Hb | Pesoinicial peso final
curvad ;| G1 12 9.2 10.3 1.1 251 300 ;

Gz |21 107 9.4 13 287 321

’ G3 77 9.7 9.0 07 1 179 223
G4 12 116 . 120 04 183 221 !
| . ]

curva5 | H1 | 11 10.3 11.8 15 267 318 :

] Hz | 27 96 | 92 -0.4 229 284 ;

I U I B I - I B P 13 206 225 |

. H4 103 96 | 114 | 18 77 233,

[ Curva10] 11 35 | 101 12 [ it 24 297

i2 40 9.9 11.8 19 180 235
B .13 69 | e8 | 125 | 27 | 187 229 |

4 | 92 114 | 143 29 82 | 218
chWé 151 J1 . 48 ; 9.9 | 125 | 28 i 282 | 323 !

2 s0 03 T il 80 246 © 316

1 J3 57 120 140 | 20 195 242
U T sa T dos 2.4 211 238

ende del grupo del eﬁsayo al que

pertenece ademas de tener un propio nimero desde su nacimiento. Hb ini: hemoglobina
al incio de la replesion.
peso inicial v final respectivamente. Fuente; UVG/INCAP, enero.febrero 1999

Hb fin: hemoglobina al final de la replesion. Pese ini, y fin:



Tabla# 11
Volumenes sanguineos calculados, contenidos de hierro
calculados a partir de hemoglobina y volumen sanguineo.
Total de hierro ganado en hemoglobina durante el ensayo
Grupo de la curva de calibracion con sulfato ferroso

31

; o (mL sangre} | {inL sangmr_é_)m {mg Fe ) R {mg Fe) {(mg Ee) B
B ~ Codigo | Vol. inicial | Vol. final Feinicial | Fefinal | Difer. Fe |
curva0 i Gi - 16.82 2010 | 5.18 6.94 ; 1.75
i . G2 17.89 2151 6.41 6.77 . 038
| Gy 11.99 1494 |7 380 I 480 061
T G4 12.26 14 81 476 | 95 118
P:'“—'u; o T T ~ " Promedio | 0.88 |
[ — [ S SR R | i
“curva§ | H1 17.89 21.31 6.17 8.42 ’ 2.25
HZ 15.34 1903 493 | 586 093
TTTHE 13.80 15.08 536 6.51 1.15
H4 1188 | 1881 17 381 5.96 215
B o B “Promedio 1.62
“curva 10. M 1702 1890 576 | 747 171 !
72 o0 | 575 400 T &2 222 |
13 1118 0 1534 | 387 6.42 2.75
T 1a 1085 14.47 415 - 6.93 2.79
o | Promedio_ 2.37
Curvat5. J1 17.55 2154 582 908 1 324
1 Jd2 1648 | 2147 ] 569 | 943 375
D 0 J3 . 1307 L 1821 1 525 760 | 2.35 j
T Ja 14.14 1595 | 384 5 61 ! 1.77
T T R o _Promedio | 278 !

Nota: V.

Fe ini. y

fin.:

Vol. inic ¥ fin: volumen sanguineo inicial y final “calculados a partir del peso del
animal al iricie v al tinal del ensayvo de replesian.
calculados & partir dal volumen sanguineo

miligramos de hierro
v los valores de hemoglobina de Ja tabla

anterior. Dif. Fe: diferencia de hietro del estado incial al final (hierro ganado durante el

ensayo). Fueunte: UVG/INCAP,
Formuias utilizadas:

Volumen sanguineo =

mgke en Hh— Vol sang. (mL} %

Diferencia de mgFe en Hb = mgle p.. -

enero-febrero 1999,

0.667 ml. sangre

100 ml. sang.

mgke ;,

neial

peso rata

3.35 mgle
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Tabla# 12
Resultados para a regresién lineal entre fas variables
X= mg de hierro provenientes dei suifato ferroso (calculado sobre una mgesta de 205g
de dieta por rata)
Y= mg de hierre ganacos en el estudio (medido por hemoglobina)

| X Y
0000 098 |
| ..026 1.62 i
| 2047 237 |
[T 069 278

©r= 09939
Y =0.6011X + 1.0142

Tabla # 13
Valores calculados de mgFe de sulfato ferroso relativo
a los mgFe ganados por las ratas alimentadas con maiz, masa y tortillas

{ " Rata X ‘MgFe ingeridos de “Valor ;
i de las dieta BiOlégiCO ‘
[ experimentales (¥) Relativo (%) !
Y 0.19 22345 850
' A3 . 09z 1 2.2345 4117
A4 ) 212 2.2345 9487
. BI il 224 | 26853 8341 |
B2 304 26855 | 11320 |
B4 ) 231 | 26855 86.01
oy e T 25625 | 55.02
o c4 0.99 .. 2.5625 38.63 |
DI e b 3075 58.21
B D2 275 3.075 §9.43
o E1 B 287 | 33526 813
13 038 ‘ 3.526 10.77
2 3.54 B 4223 83.82
3 2726 B 4223 | 53.51

(%) mgFe calcualdes sobre una ingesta pareja de 205¢g de diete
Fuente: UVQG, enero-marzo 1999,
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Calculos para la tabla anterior (713).

mgke sulf ferr. (por reg. Lineal)
VBR = commmmmmcemmmmm s mmmm e e miem x 100
mgFe ingeridos en dieta

Se esperaba que los ensayes in vivo fueran respaldados por los ensayos i vitroe.
Después de observar los reportes de otros ensayos biologicos relacionados a deplecion-
replecion de hemoglobina en sanare de rtatas, se decidié utilizar toda la informacion
obtenida del estudio para expresar la biodisponibilidad del bierro del maiz en tres
diferentes indices. En la tabla #:4 , #15 y #16, se observan los valores para dichos
indices y es interesante observar que el indice #! de eficiencia de regeneracion de
hemoglobina (en %) muestra valores cen una tendencia a la disminucion yendo de maiz
crudo hasta tortilla, mientras que los indices #2 de hierro disponible para regeneracion de
hemoglobina vy el #3 que es el hierro disponible para uso biologico relativo (no en %)
tienen una tendencia similar entre ellos pero diferente a la del indice #1.  Para los
resultados del ensayo in vivo, los rasultados del indice #1 (Eficiencia de Regeneracion de
Hemoglobina) son los mas confiubles ya que resultan directamnente de los resultados

obtenidos para hierro ganado en hemoglobina y hierro administrado ingerido por Ia rata.

Se realizo nn analisis estadistico de medias donde los resultados sugieren que no hay
diferencia estadistica significativa entre las medias del indice #1 de Eficiencia de
Regeneracion de Hemoglobina para maiz crudo, masa y tortillas, ya que aungue los
valores en porcentaje son diferentes, provienen de muestras muy pequefias con varianzas
muy grandes. Fsto significa que se tieng muy poca evidencia estadistica para afirmar que
in vivo, la disminucion del nivel del acido fitico por medio de la coccion hameda del
maiz incide en una disminucion siznificativa de 1a biodisponibilidad del hierro del maiz,
por lo que debe enfatizarse en que los resultados no tienen el suficiente soperte
estadistico como para rechazar o validar la hipotesis planteada, aunque 1o que se esperaba
era que Ja disminucion del nivel del 4cido fitico aumentara la biodisponibilidad del hieiro

en las muestras.. Esto en clerta forma parece similar a lo sucedido con la
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biodisponipilidad del hierro in vitro, como se muestra a continuacion en dichos

resultados, donde la diferencia entre las medias de maiz crudo, masa y tortilla tampoco

son susianciales.

Tabia # 14
Indice de biedisponibilidad % HRE (Porcentaje de Eficiencia de regeneracion
de h:moglobina) INDICE 1

Muestra . HRE (%) i
| Maiz crudo 62.5% | 7444
{ Maiz criado 75% | 94 21 ;
| Promedic 84.31
 Masa 62.5% 6575
 Masz 75% 7739
Prontedic 71.57 |
. Tortilla 62.5% | 5643
i Tortilla75% | 6523

' Promedio [ 60.89

Calculos para obtener HRE:

mgFe ganados en Hb
HRE = oo x 100

mgFe ingeridos diefa



Tabla # 15
Indice de hierre disponible para regeneracion de hemoblogina

INDICE 2
n Muestra  INDICE 2
I MgFe/100g dieta
Maiz crudo 62.5% 0.8114
Maiz crido 75% 1.2358
Promedic _ - 1.0236
 Masa62.5% 0.8463
Masa. 75% 1.1610
Proniedio 1.0036
L N R |
| Torails 62.5% 0.9707
| Tortila7?5% |  1.3439
| Promedio 1.1573 _

Céalculos para obtener el INDICE 2:

mgle ganados er Hb
INDICE 2 = oo e x mgFe/100g de dieta
mgFe ingeridos dieta
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Tabla # 16
Valor Biologico Relativy (promedios), Indice de hierro disponible
para uso hiolégico INDICE 3

Muestra Valor ; Caontenido
Biologico hierro en INDICE 3
Relativo dieta MgFe por
o ~__(unidad}) meFe/100g | 100g dieta
Maiz crudo 62.5% 0.4818 109 0.5252
| Maiz crudo 75% 0.9420 131 12342
Promedio o 0.8797 |
Masa 62.5% | 0.4682 125 0.5854
Masa 75% 0.7382 1.50 1.1074
~ Promedio | 0.8464
 Tortilla 62.5% 04608 1.72 0.7927
__Tortilla 75% 0.6866 206 1.4147
Promedio L L1637

Calculos para obtener et INDICE 3:

mgFe ganados en Hb
INDICE 3 = s oo e x Val Biol Relativo
i gFe ingeridos dieta

D. Relaciom entre los ensayos in vitre ¢ in vive

Es interesante destacar que los valores in vitro para la disponibilidad del hierro
son obtenidos del hierro total v hierro ionizabie del maiz crudo, masa y tortilla como tal,
mientras que los valores de biodisponibilidad in vivo obtenidos en ¢l ensayo con las ratas
son una muestra relativa a la ganarcia de hemoglobina en la sangre de la rata en base a la
cantidad de hierro consumida. No obstantante el hicrro organismal que puede

encontrarss en la hemoglobina representa alrededor del 60% a 70% de hierro total.

Es evidente en ambos casos que ta1to la disponibilidad in vitro como la biodisponibilidad

in vivo disminuye de maiz a masa y de masa a tortilla, &ésto puede verse en la grafica #8,
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la cual compara ambos estudios. Tebe agregarse sin embargo, que no se puede asegurar
que sélo Ia disminucidn del dcido fitico tiene una relacion directa en la disminucion o
aumento en la biodisponibilidad del hierro del maiz, ya que existen otros factores como la
fibra dietélica o el calcio que no fueron estudiados en este proyecto de investigacion.
Podria ser ¢l caso que los niveles de dcido fitico disminuyan, pero los niveles de fibra
dictética aumenten y queten de mayor forma al hierro, lo cual inside directamente en una

disminucion de la biodisponibilidad del hierro.

En la discusion de los resultados para los ensayos in vivo se explicd la diferencia entre
los indices de biodisponibilidad in vive versus in vitro, y de donde provienen los datos
para dicho calculo en cada caso. Una vez explicada esta diferencia, se insiste en el punto
en que aunque os valores de dispenibilidad in vitro versus in vivo son diferentes, y cada
ensayo por 3u lado tuveo sus respectivas incertidumbres y fallas, ambos ensayos mostraron
Ja misma tendencia, hacia que la biodisponibilidad disminuye conforme el maiz se cocina
desde crudo hasta tortilla, ahora puesto que los ensayos, especialmente in vivo, fueron
realizados con muestras muy pequeiias, se realizo un analisis estadistico de diferencia de
medias con variazas grandes para muesiras pequefias y los resultados muestran que las
medias de los resultados in vivo no son estadisticamente diferentes v por ende
concluyentes, por lo que a partir de los resultacos se puede concluir anicamente que la
informacion no es suficiente comc para aceptar o rechazar las hipétesis planteadas para

este estudio.

E. Resultados sobre niveles de hierro en los higados de las ratas utilizadas en

el ensayo biolégico in vivo

En el uitimo paso del ensayo biolégico se disectaron todas las ratas estudiadas
para obtener el valor del hierro en higado y poder establecer una relacion entre la ingesta
de hierro. el nivel de hierro en el higado v la ganancia o pérdida de hemoglobina por cada

rata.  Los resultados de esta parte del estudio no mostraron un patrén que permiliera
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relacionar las variables antes mencionadas, por 1o que no se obtuvo ninguna conclusion a

este respecto.

Como sc presento en fa revision de literatura, aungue ¢l higado es un reservorio de hierro
para el organismo, no es el @nico, v pareciera ser que tampoco es ¢l mas importante.
Parece ser que tiende a almacenarse més hierro en el vaso y en ia medula Osea, ¢sto
debido a que en estos 6rganos se lieva a cabo la produccion de células rojas nuevas. Se
ha estudiado que dividido entre los tres Organcs reservorios de hierro (higado, vaso y
médula osea) se guarda alrededor del 10% del Iierro total del organismo (micamente, y
algunos estudios sugieren que ¢l intercambio de hierro entre la sangre y dichos
reservorios es muy lenta. Tomando en cuenta esta informacion, les resultados obtenidos
en este provecto de invesigacion muestran que es muy dificit establecer una correlacion
entre el hierro hepatico v la hemoglobina en sangre, ya que dichos niveles pueden

cambiar arbitrariamente de organismo a organismao.

Tabla # 17
Resultados sobhre niveles de hierro en el higado
de las ratas que ingresaron al ensayo biolégico

E Rata Hierro mgFe de Hb
; ‘hepatice mg ganado
; ‘Fe total
‘. CRUDO 62.5% - B
A1 0.2458 i 377
A2 02455 0 1.3 |
A3 ed797 157
] T A4 02384 229 ]
—orom oz e S
| |
\MAIZ CRUDO 75%| ) T
B4 L 0.2484 2.35 '
B2 7 02085 | 284
B3 ! 01283 487
. Ba | 02033 2.40
__ﬁjrom ) ﬂ 0.2189 e
‘MASA 62.5% ' I
c1 'f’j"""‘b?g_:? | 18 |




C2 | 0.2931 3.38
C3 I 0.5457 075
C4 - 0.3292 1.51
Prom 0.3624
MASA 75% !
| D1 0.4588 2.09
D2 0.4116 267
D4 03129 0.11
~ Prom " 0.3%44 B
TORTILLA 62.5% :
] E4 ~0.2921 274
j E2 0.5071 471
| E3 0.2646 124
E4 0.2265 0.56 ]
Prom 0.3226 :
‘TORTILLA 75% i ]
! F1 0.3556 | 058
O R2 0.2313 314
F3 0.2306 2.37
| F4 0.3046 0.61
L Prom 0.2805
tata | mgFehig. | MgFe de Hb
- ! ganado
CURVA 0 mgFelKg B
G1 0.3614 | 175
Gz 0.21¢9 | 038
G3 1 0.2685 0.61
G4 | 0.2981 118
From | 0.2865 '
'CURVA 5 mgFelKgl
HT 02415 | 225
HZ 7 02818 093
H3 01848 | 115
LHa 00876 | 215
B B 17 A
CURVA 1) B i
__ mgFelKg
11 0.3016 171
12 o374 222
B 13 0.4147 275
.14 0.3762 279
" Prom 0.366% N
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e ——T | — -
. ;

"TCURVA15 i }'

! MgFe/Ke: : | o
| J1 . 0.5164 324
[ J2 06883 | 375
| B3 0.3415 235
44 0.2699 177 t
? Prom 04533 B

Fuente: UVG/INCAP, marzo 1999.

Al observar el desarrollo general de la experimentacion se concluye que dentro de los

puntos clave donde debe hacerse un cambio para estudios simitares en un futuro destacan

los sigutentes:

1.

Contaminacién: dentro de la preparacion de las muestras y las dietas fue evidente
que la contaminacion con hietro por fuentes externas. Esta contaminacion se hace
evidente al observar los resultados de hierro total en las muestras de maiz crudo, masa
y tortilla. Fste ingreso de hierro a ias muestras proviene seguramente del mohno de

nixtamal, del comal de barro y molmio para la preparacion de harinas.

Homogenizacién: la homogeaizacion de las dietas también es un factor que puede
influir directamente en una ingesta pareja de dieta por los animales de un mismo
grupo experimental.  La mezcla de miligramos de sulfato ferroso (ver tabla #2) para
hacer un kilo de alimente, implica un procedimiento de disolucion bastante riguroso,

mucho mayor al que se utilizé para las mezclas de las dietas usadas en este estudio.

Alimentacidn de los animales: La alimentacion de los animales del experimento se
hizo d¢ una forma limitada, puesto que ai proveerles con una cantidad constante de
alimentos se esta limitando al organismo dei aniimal, que podria responder de forma
muy diferente al ingerir canlidades mayores a 205 gramos que fue la ngesta
promedio de este estudio. La forma adecuada debe ser wd libitum, que implica que la

rata consuinira conforme a sus necesidades de alimento.
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Deplecion de los especimenes: se debe prever la deplecion temprana de los animales
va que de lo contrario el proceso de deplec:on se extiende mucho mas de la cuenta
como en este caso, donde la deplecion durd 12 semanas; el prablema que sc enfrenta
luego de un tiempo prolongade es que los amimales va estan en una edad no
recomendable para ¢l estudio v los resultados también pueden estar influrdos por este
factor, ademas de que el organ:smo del animal ha estado expuesto por mucho tiempo
a un shock funcional, por lo gue puede inducirse en el animal un dafio trreversible en

su orgenismo y al iniciar la repiecion el aniimal no respondera adecuadamente.

Tamaiio de Ia muestra: se dese contemplar la utilizacion final de un niimero mayor
de animales para cada grupo experimental, dz tal fonma que los resultados puedan ser
estadisticamente significativos  Hay que tomar en cuenta que algunos animales no
resisten el proceso de deplecidn y que debe tratar de mantenerse una distribucion

balanceada de machos y hembras.

Control de otros factores coino el caleio v la fibra: es importante menclonar que
tampoco puede eslablecerse una directa relacion de causa y efecto entre el descenso
del nivel del acido fitico v el doscenso de 1a biodisponibtlidad del hierro, va que no se
controlaron otras variables como el calcio y en especial a fibra dietélica que se sabe
también juegan un papel impo tante en disminuir la biodispontbilidad del hierro. Es
necesario controlar estas otras variables para poder validar una hipdtesis como la

planteada para no incurrir en etrores por generalizaciones de algo que no se mvestigo.
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Gl andlisis del dcido fitico mostré que la coccién himeda alcalina del maiz crudo, en
la transformacion a masa v luego a tortilla, tiene el efecto de disminuir el valor del

acido filico en un 29% de maiz crudo a masa y a tortilla.

Los resultados de disponibilidad in vitro del hierro proveniente del maiz no fueron
significativamente diferentes para las muestras de maiz crudo, masa y tortillas; los
resuliados muestran una tendencia clara que indica que la biodisponibilidad

disminuye con el procese de nixtamalizacion y coccion de la tortilla.

Los resultados de biodisponibilidad in vivo cel hierro del maiz {ensayo biologico con
ratas) mostraron que no hubo una diferencia significativa entre la biodisponibilidad
del hierro del maiz crudo {84.31%), masa (71.57%) y tortilla {60.89%), ya que las
diferencias eran muv pequefias. comparadas con las grandes varianzas presentadas y

con el hecho de tener grupos de ratas muy pequenios.

No se encontré experimentalmente un patron estadistico entre la ingesta de hierro, Ia
ganancia o pérdida de hemoglobina en sangre y ¢l nivel de hierro en el higado de las

ratas estudiadas.

Los resubados generales de este estudio muestran que la biodisponibilidad del hierro
del maiz no aumenta significativamente solo por el descenso del nivel del acido titico,
y pareciera ser que la biodisponibilidad disminuye; sin embargo los resultados no
tienen la suficiente significancia estadistica como para invalidar las hipotesis
planteadas, por fo que se procederd a realizar una serie de recomendaciones para una
postertor realizacion de un estudio similar que contemple todos estos aspectos que

pucdar: llevar a una validacion o invalidacion de dichas hipdtesis.
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6. Se concluye con que los siguentes factores pudieron afectar los resultados de las

pruebas in vivo ¢ in viiro:

- Contaminacion de las muestras con hierro de otra fuente externa al maiz

-  Homogenizacion de las dietas experimentales

- Alimentacion limitada ce las ratas y no de la forma ad libitim

- Deeplesion prolongada de los especimenes en estudio

- Tamafio d= la muestra (e ufilizoé una cantidad pequeria de ratas en cada grupo
experimental )

- No se controlaron los uiveles de otros factores como el calcio y la fibra que
también interfieren con la biodisponibilidad del hierro.

7. Se piensa que los resultados obtenidos pudieron ser diferentes a los esperados va que
solo se controld al acido fitico como factor quelante del hierro, aunque puede ser que
algn otro factor como el calc.o y la fibra interfieran de una forma mas importante,

pero éstos no fueron controlados.



VIII. RECOMENDACIONES

Como se mencioné al inicto de este informe, los resultados sobre la
biodisponibilidad del hierro en el maiz, y como cocinar dicho maiz afecta directamente la
biodisponibilidad, son de suma imporancia para futuros proyectos de fortificacion de
harinas de maiz con hierro. Debido a que los resultados obtenidos de este proyecto de
investigacién no sen concluyentes respecto de las hipdtesis planteadas, se sugiere una
futura realizacién de sste experimento nuevamente, pero ahora tomando en cuenta las

recomendaciones que se plantean a continyacton:

1. Bvitar la contaminacion de cualquier muestra, reactivo o equipo con alguna fuente
externa de hierro que pueda posteriormente afectar los resultados. En el cuso de la
preparacion de muestras, debe utilizarse agoa destilada-desionizada en todo momento
desde la coccidn himeda hasta la produccion de tortillas; ademas debe procurarse
utilizar un moline de acero inoxidable, de viento o de piedra para la molienda del
maiz, no da hierro colado. I's recomendable cocinar las tortillas en un comal de
acero inoxidable, teflon o una plancha que no desprenda hierro en cualquier forma.
Si se presenta alguna contaminacion, ¢sta afectard tanto los resultados del ensayo in
vivo como los del ensayo in viftro, ya que el poimer paso antes de iniciar cualquier

ensayc es la preparacion de las muestras, paso que es general para ambos ensayos.

(3]

Debe encontrarse una forma adecuada de la homogenizacion de las dietas
experimentales; se sugiere primeramente que todos los ingredientes de la dieta,
incluyendo los productos de miaiz tengan la granulometria mas fina que se pueda de
tal forra evitar sedimentacion de algin ingrediente por tener un peso o tamafo
mavor. Se sugierz ademds quz la mezcela se realice con algin dispositivo como una
batidora industrial o casera y no con la mano, ya que la batidora pueder dejarse
mezelando por lo menos una hora, fo cuel garantizard una mejor mezcla de los

imgredientes.
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La alimentacién de los animales de laboratorio, para este tipo de estudios, debe
hacerse de forma ad libitum, ya que se trata de que el organismo del animal responda
de la forma en la que lo harie normalmente, y si se limita la ingesta altmenticia se
esta obligando al organismo a irabajar en un estado fuera de lo normal. El término ad
libitum, implica proveer al animal de suficiente alimento en el comedero de tal forma

que esté disponible todo ef tierapo que el animal lo requiera.

Debe evitarse una deplesion prolongada de los especimenes de laboratorio; se sugiere
que se inicie con una deplesion previa de las madres de donde se obtendré la colonia
de ratas para el estudio, de tal forma que las crias provenientes de dichas madres
nazcan con valores de hierro organismal ya disminuidos, y posteriormente la colonia
sca sometida a una dicta de deplesion libre de hierro (incluyendo solidos y liquidos).
Una deplesion prolongada hace que los animales ya no estén en una edad apropiada
para el estudio, ademas que su organismo ha estado expuesto a un shock prolongado

que puede causar dafies rreversibles.

Para la base estadistica de dicho estudio debe tomarse cn cuenta, dentro de la
capacidad de recurso que se tiene, que el mimero de ratas en cada grupo con dictas
experimentales debe ser el meyor posible para poder tener una suficiente evidencia
estadistica que respalde los resultados obtenidos. Se sugiere tener por Jo menos de 8
a 10 animales por cada grupo experimental, ademas de mantener el balance entre

macho y hembras,

Debe montarse una bateria de ensayos in vitro de alta confiabilidad, espectalmente
para el hierro iornizable, ya que por ser estos valores tan pequetios, cualquier error

debido al método puede afectar significativamente los resultados.

Para estudios futuros es neceserio contemplar el analisis de fibra y calcio al igual que

el 4cido fitico, puesio que la biodisponibilidad del hierro también esta afectada por
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estos factores, los cuales no se tomaron en cuenta en el presente estudio. Se sugiere
hacer un aralisis del calcio vy fibra en maiz crudo, masa y tortilla tal y como se hizo

con el éeido fitico, para utilizar también estos resultados como control.
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SECCION DE APENDICES

APENDICE A
Reporte de pesos de las 104 ratas que iniciaron el proceso de deplecion

1G-oct | 23-00t | 30-cct | 6-nov {13-nov| 20-nov| 30-nov| 4-dic Ratas
(9) {g) i9) n | (g {g) (8} (9) Que
rata; Sexo |pesol|pesc?|pesold|pesod | Pesob | pesotipeso? | pesol | Murieron

1 Macho £0 82 128 137 200 246 272 279
2 Macho &2 80 133 145 208 246 264 265
3 | Macho &2 89 125 137 209 236 258 258
4 Macho 48 81 129 136 203 236 250 252
5 | Macho £0 87 120 140 206 245 271 274

6 | Macho £2 90 120 131 167 218 250 248 Murio
7 | Macho &0 82 112 141 160 208 236 242

8 | macho 48 80 85 Murié Murid
9 | macho 50 86 105 108 178 210 221 221

10 | macho 50 88 107 116 191 248 263 255 Murid
11 1 macho 50 89 130 137 185 228 248 253
12 1 macho 52 89 . 143 146 213 250 258 257
13 | macho L) 91 130 143 216 250 259 260

14 } macho &1 91 110 119 182 223 235 236 Murié
15 | macho £1 86 105 117 189 233 247 252
16 | macho 46 85 134 143 219 263 275 276
17 | macho 48 84 120 116 177 201 218 221
18 | macho | 48 84 | 113 | 117 | 183 | 228 | 243 | 247
19 | Macho 20 a2 16 137 213 251 265 263
20 | Macho 48 84 112 112 189 230 243 240
21 | Macho 42 87 438 140 213 253 265 263
22 | macho | 42 82 | 16 | 132 | 207 | 241 | 242 | 240
23 | macho 42 85 104 1.21 199 238 260 261
24 | macho 46 88 126 145 229 271 296 292
25 | macho 45 87 127 132 194 240 256 259
26 | macho 48 a0 110 1:28 202 247 274 276
27 | macho | 46 84 504 112 176 217 233 232
28 | macho 46 a6 405 110 176 229 250 253
29 | macho 47 86 104 £5 134 189 218 215
30 | macho 46 85 108 130 200 237 263 265
31 | macho 52 G4 121 1-41 197 248 270 272

32 | macho 52 a2 103 | Murid Murio
33 | macho 47 88 93 194 175 214 241 243
34 | macho 51 85 | 105 132 207 245 271 275
35 | macho 52 84 118 €8 169 209 242 241
36 | macho 53 a3 T00 195 170 213 245 246

37 | macho 52 85 104 | Murio Murié
38 | macho 40 76 120 134 198 241 265 262




39 | macho | 40 79 38 102 1 170 | 216 | 233 | 237
40 | macho | 39 77 96 82 | 145 | 488 | 208 | 195
41 | macho | 50 &5 92 13 | 181 | 218 | 220 | 212
42 | macho | 51 94 | 111 | 100 | 167 | 245 | 229 | 226
43 | macho | 55 R 120 | 440 | 208 | 250 | 265 | 263
44 | macho | 53 a2 192 ] 122 | 195 | 243 | 274 | 273
45 | macho | 55 a1 114 | 94 | 156 | 218 | 255 | 255
46 | macho | 54 a4 | 107 98 | 174 | 226 | 250 | 248
47 | macho | 54 83 | 114 | 118 | 186 | 224 | 248 | 248
48 | macho | 55 96 | 116 | 131 | 215 | 250 | 276 | 275
49 | macho 38 64 96 130 152 194 229 226
50 | macho | 36 731 109 | 137 | 200 | 243 | 260 | 258
51 | hembra | 44 76 113 | 116 | 164 | 187 | 196 | 191 | Murio
52 | hembra 50 &1 119 133 167 193 202 204
53 {hembra | 48 &3 121 | 134 | 173 | 193 | 201 | 199
54 | hembra 48 74 114 144 167 193 197 186 Murid
55 hembra | 48 86 122 1 139 | 187 | 215 | 217 | 222
56 | hembra | 39 74 30 126 | 167 | 198 | 205 | 209
57 | hembra | 48 78 115 | 139 | 168 | 189 | 191 | 190
58 | netbra| 49 87 142 | 118 | 175 | 199 | 199 | 206
59 | hembra | 48 81 118 | 141 | 168 | 188 | 193 | 197
80 | hembra| 51 g2 | 103 | 432 | 170 | 187 | 199 | 200
81 | hembra | 45 &80 87 121 | 146 | 163 | 167 | 162 | Murid
82 | herbra | 40 57 80 | 426 | 165 | 193 | 197 | 198 | Murid
63 | hembra| 39 65 70 €6 | 136 | 156 | 157 | 145 | Murid
64 | hembra | 39 70 | 114 | 142 | 173 | 207 | 212 | 215
65 | hembra | 50 80 84 {39 | 159 | 182 | 188 | 180
66 | hembra | 52 62 83 118 | 157 | 180 | 194 | 182
67 | hembra | 40 60 103 | 116 | 155 | 176 | 178 | 172
68 | hembra | 49 72 115 1 124 | 169 | 183 | 190 | 187 | Murié
69 | hembra | 49 65 | 112 | 140 | 182 | 203 | 204 | 215
70 {hembra| 50 86 | 100 | 135 | 173 | 194 | 202 | 206 | Murid
71 | hembra| 39 78 | 401 1 111 | 151 | 189 | 176 | 184
72 | nembra| 42 80 | 100 | 122 | 170 | 200 | 206 | 205
73 | hembra| &0 74 92 130 | 134 | 144 | 150 | 151
74 |hembra| &2 80 | 115 | 421 | 179 | 211 | 226 | 229
75 | hembra | 47 a8 33 cg | 153 | 190 | 206 | 204
76 | hembra | &1 a3 75 | murio | Murio
77 | hembra | 42 Y5 | 104 | 108 | 4154 | 182 | 198 | 198
78 | hembra | &0 o0 | 425 | 12 | 184 | 201 | 217 | 218
79 | hembra | 51 86 <21 | 145 | 174 | 188 | 189 | 187
80 | hembra | 44 80 103 | 127 | 171 198 | 214 | 215
81 {hembra| &2 84 11 | 134 | 179 | 211 | 216 | 218
82 | hembra | Z0 82 98 120 | 166 | 196 | 196 | 199
83 | hembra | 48 76 | 415 | 120 | 165 | 182 | 204 | 209
84 | hembra | 49 85 | 104 | 119 | 167 | 187 | 206 | 212
85 | hembra | EO 93 | c06 | 121 | 176 | 210 | 228 | 230




B6 [ hembra| 45 82 91 N rié Murid
87 | hembra| 42 80 74 | NILrio Murio
88 | hembra | 53 74 12 | 115 | 166 | 173 | 192 | 198
89 | hembra| 52 81 112 1 119 | 167 | 190 | 202 | 203
80 | hembra| 5 80 M2 ] 141 | 169 | 187 | 194 | 194
91 | hembra| 42 78 | 119 | 128 | 184 | 203 | 212 | 211
92 | hembra| 52 81 711 1 119 | 163 | 180 | 184 | 185 T
93 [ hembra | &3 85 114 | 115 | 165 | 187 | 200 | 200
94 { hembra| 43 84 121 1.34 181 215 230 233
95 | hembra | 29 78 102 | 116 | 186 | 188 | 199 | 200
96 | hembra | 43 81 12 c5 | 148 | 188 | 188 | 190
97 | hembra 48 84 110 143 171 183 214 216 Murid
98 | hembra| 51 90 “27 | 120 | 172 | 182 | 180 | 168 | Murid
99 | hembra| 49 85 12 | Murio . Murid
100 | hembra | 47 82 115 | 137 | 67 | 185 | 200 | 200
101 | hembra | 56 81 101 | 141 | 172 | 190 | 198 | 196
102 | hembra | &5 85 89 114 | 182 | 183 | 190 | 189 |
103 | hembra | 56 Q0 102 | 141 | 190 | 210 | 214 | 215 :
104 | hembra | 55 89 142 | 139 | 174 | 197 | 208 | 215
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APENDICE B
Muestreos de sangre realizados durar te la etapa de deplecién

DATOS Y RESULTADOS DEL SANGHRADOQ DE RATAS (16 Oct) #1

rata # Replica Abs g/dL Media g/dL
1 A 0.374 13.80 12.94
B 0.382 14.08
10 A 0.235 8.60 8.60
3] no hay no hay
20 A 0.266 970 10.10
] B 0.284 10.50
30 A 0.321 11.80 11.39
B3 0.297 10.98
40 A 0.321 11.84 11.27
] 0.220 10.70
50 A 0.220 810 8.10
i3 no hay no hay
60 A 0.367 13.48 12.89
E 0.335 12.30
70 A 0.339 12.50 12.36
B 0.333 12.22
80 Fiy 0.314 11.80 10.87
3 0.276 10.14
20 A 0.340 12.50 11.74
B D.297 10.98
100 A no hay nc hay no hay
B no @y no hay no hay
Promedio 111
DATOS Y RESULTADQS DEL SANGRADO DE RATAS {(NOV.13)
Hb = hem|Oglobina
Orden | Rata # ABS 1 AES 2 Hb 1 Hb 2 Hb X
1 3 0.202 0.212 7.4 7.8 7.8
2 7 0.276 0.318 10.2 BEER: 10.9
3 13 0.226 0.228 8.3 8.4 8.4
4 17 0.292 0.265 10.7 9.8 10.2
5 23 0.224 0.193 82 7.1 7.7
6 27 0.194 0.185 A 6.8 7.0
7 33 0.219 0.208 8.1 7.7 7.9
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8 36 0,279 0.252 10.3 8.3 9.8
g 43 0.237 0.244 87 9.0 8.9
10 47 0.283 0.314 10.4 11.6 11.0
11 53 0.334 0.392 141 14.4 14.3
12 57 | 0252 0.239 ©.3 8.8 9.0
13 63 0.240 0.216 8.8 7.9 8.4
14 67 0.254 0.243 a3 8.9 9.1
15 73 0.200 0.134 11.0 12.3 11.7
16 77 0.236 0.2231 &7 8.5 8.6
17 83 0.213 0..269 7.8 g9 8.9
18 88 0.210 0.300 11.4 11.0 11.2
19 93 0.274 0..280 10.1 10.3 10.2
20 97 0.276 0.274 10.2 101 10.1
21 103 0.267 0.248 98 9.1 9.5
Ultimo valor promedio= 11.1 PROMEDIO= 9.5
(Oct 18) (Nov 13)
Des.Std.(n) = 1.64
Des.Std.(n- 1.68
1)=
DATOS Y RESULTADOS DEL SAMGRADO DE RATAS (NOV. 20)
orden | Rata # ABS 1 AES 2 Hb 1 Hb 2 Hb X
1 2 0.255 0.278 9.4 10.2 9.8
2 5 0.186 6.8 6.8
3 g 0.227 0.217 8.4 8.0 8.2
4 16 0.187 0.187 5.9 6.9 6.9
5 40 0.267 0.283 Q.8 10.4 10.1
B 42 0.2565 0.250 G.4 9.2 9.3
7 51 0.239 0.250 6.8 9.2 9.0
8 55 0.262 0.289 4.6 10.6 10.1
9 69 0.288 0.343 10.6 12.6 11.6
10 71 0.244 0.276 8.0 10.2 9.6
11 92 ¢.281 0.271 10.3 10.0 10.2
Ultimo valor promedio= 9.5 ) PROMEDIO= 9.2
(Nov.13} (Nov 13)
Des.Std.(n) = 1.38
Des . Std(n-1)= 1.44




DATOS Y RESULTADCS DEL SAMGRADO DE RATAS (DIC. 2)

orden | Rata # ABS 1 AES 2 Hb 1 Hb 2 Hb X
1 19 0.295 0.206 10.9 10.9 10.9
2 12 0.240 0.237 &.8 87 8.8
3 22 0.248 0.244 9.1 2.0 9.1
4 29 0.314 0.322 11.6 11.8 11.7
5 48 0.282 0.285 10.4 10.5 10.4
6 52 0.296 0.303 13.9 1.2 11.0
7 62 0.277 0.273 10.2 10.0 10.1
8 72 0.272 0.279 1.0 10.3 10.1
9 85 0.280 0.282 10.3 10.4 10.3
10 o8 0.313 0.320 11.5 11.8 11.6
Ultimo valor promedio= 9.2 PROMEDIO= 10.4
(Nov.20) (Nov 13)
Des.5td.(n) = 0.9
Des.Std{n-1)= 0.95
DATOS Y RESULTADOS DEL. SAMGRADO DE RATAS (DIC. 14)
orden | Rata#| ABS1 AES 2 Hb 1 Hb 2 Hb X
1 7 0.291 0.291 107 10.7 10.7
2 33 0.234 0.238 86 88 8.7
3 53 0.331 0.315 12.2 11.6 119
4 103 0.240 0.234 8.8 8.6 8.7
5 40 0.233 0.275 6.6 10.1 9.3
6 2 0.269 0.284 9.9 10.5 10.2
7 69 0.282 0.273 10.4 10.0 10.2
8 71 0.226 0.224 8.3 8.2 8.3
9 19 0.280 0.258 10.3 9.5 9.9
10 29 0.262 0.257 9.6 9.5 9.5
th! a8 0.323 0.3186 11.9 116 11.8
12 67 284 0.294 10.5 10.8 10.6
Ultimo valor promedio= 10.4 PROMEDIO= 10.0
(Dic. 2) (Nov 13)
Des.Std.(nn) =

Des.5td{n-1)=
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APENDICE C
Peso incial y final, Hemoglobina incizl y final, ganancia de peso y Hb en las 40 ratas
gque ingresaron al estudio

: f ; [ (ordl) | (gidi) | (grdb) | @ {9) (mg Fe)
' Codigo ' #rata| Hbinic | Hbfinal | dif Hb | pesoin | peso fin Hierro
‘ 5 . ) . ganado
MAIZ | A1 3 7.2 10.9 37 260 328 3.77
CRUDO! AZ 13 1.0 10.5 0.5 249 308 1.13
62.50% A3 | 58 1.2 10.3 04 | 71 242 | 1.57
F Ad [ B0 | 113 12.7 14 157 | 220 2.29
promedios | 10.2 11.2 11| e T 219
B1 29 11.0 116 0.6 238 318 2.35
MAIZ | B2 | 49 72 | 8€ 2.4 219 296 2.84
(CRUDO| B3 | 85 | 112 135 2.4 250 3%9 | 467 |
75% | B4 | 104 | 107 12.3 16 198 | 259 240
prometdios 10.0 1.3 | 1.8 ) 3.06
| MASA | Ci 2 10.9 11.0 0.1 248 321 1.86
1 62.50% | C2 | 17 7.9 111 3.2 228 298 3.38
c3 | 72 10.4 9.1 1.3 171 232 075
c4 | &6 114 111 0.3 162 227 1.51
promedios 10.2 10.3 04 1.87
MASA . D1 16 10.7 11.2 0.5 293 363 2.09
75% D2 | 44 8.3 9L | 12 239 334 | 267 |
D3 | 83 11.0 ge | 22 202 258 | 041
D4 94 10.7 77 3.0 . 241 | 294 -0.71
! promedios 10.2 9.% . 1.04
TORT. | E1 34 g2 | 9¢ 0.7 - 273 377 274
62.50% | E2 | 42 10.3 125 | 22 210 341 4.71
_ E3 52 | 99 97 | -02 207 | 262 |  1.24
- E4 | 84 | 114 | 99 1.5 196 | 251 | 0.56
- promedios 10.2 10.5 0.3 ) 1 2.31
TORT. | F1 22 99 | 68 -3.1 232 299 -0.59
75% F2 | 33 9.6 11.3 2.0 264 3ag 3.14
B F3 | 67 116 132 | 16 182 | 240 237
‘ F4 | 101 | 97 9.7 0.0 196 224 0.61
promadios 102 | 10.3 1.38
curva0O| G1 | 12 9.2 10.3 1.1 251 300 1.75
B} Gz | 21 10.7 9.4 -1.3 267 321 | 0636 |
B G3 77 9.7 9.0 0.7 179 223 0.61
G4 | 102 | 116 | 120 | 04 183 | 221 1.19
promailios 10.3 102 | -0.1 ] 098
curva5| H1 11 10.3 11.8 1.5 267 318 2.25
H2 | 27 | 98 92 | 04 | 229 284 0.93
H3 | 79 116 | 129 1.3 206 225 1.15
H4 1103 96 114 | 18 177 233 215
. promedios 10.3 1.3 1.1 _ | 162 |




, {dL) | {(g/d.) | (grdl) | (@ @) | (mgFe)
Cédigo | # rata| Hbinic | Hbfinal | dif Hb ' pesoin | pesofin | difer. Fe
Curva | 11 35 101 11.2 11 | 254 297 1.71
10 ‘ ?
__ 2 40 9.9 113 1 19 180 235 | 222
13 69 | 98 123 2.7 167 229 2.75
14 92 | 114 143 29 | 182 | 218 2.79

| __promedios | 10.3 12.5 22 | 237

Curva J1 | 48 9.9 12.5 26 262 323 . 324
15

J2 50 10.3 13.3 3.0 246 | 316 375

J3 | 57 120 | 140 20 - 195 242 2.35

Ja | 71 8.1 10.3 24 21 238 1.77

promedios 10.1 12.5 2.5 ) - 5 2.78
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APENDICE D

1. Valores de HRE (indice de biod:sponibilidad 1) individuales para las ratas del
ensayo in vivo

, ‘r Rata_ | mgFe ganados Hb mgFe dados HRE (%)

A2 1.13 12345 50.57

A3 1.57 2.2345 70.26

Ad 2.29 2.2345 102.48

Bl 2.35 16855 87.51

B2 2.84 | 26855 105.75

B4 2.40 2.6855 89.36

Ci 1.86 2.5625 72.58

C4 1.51 1.5625 58.93

D1 2.09 3.075 67.96
D2 | 267 3.075 86.82 |
:  El 274 3.526 77.7} !

E3 1.24 3.526 35.17

F2 314 4.223 7435
| F3 2.37 4.223 56.12

2. Valores para el Indice 2 individual de las ratas del ensayo in vivo

Rata | meFeganadosimgPe | mgFe/100g dieta INDICE 2
dAQ08
A2 0.5057 B 1.09 05512
A3 0.7026 109 0.7658
A4 1.0248 1.09 0.1170
Bl 0.8751 131 1.1463
B2 10575 131 1.3854
B4 (.8936 1.31 1.1707
Cl ).7258 1.25 0.9073
C4 0.5893 1.25 0.7854
D1 0.6796 150 1.0195
D2 0.8682 1.50 1.3024
El 07771 17 1.3366
F3 03517 1.72 0.6049
2 0.7435 2.06 1.5317
F3 0.5612 2,06 1.1561




3. Valores para el indice 3 individual de las ratas del ensayo in vivo

Rata [ Valor Bioldgico mgFe100g dieta INDICE 3
Relativo _

A2 0.085 1.09 0.0927
A3 0.4117 1.09 0.4488
Ad 0.9487 1.09 1.0342
B1 0.8341 - 1.31 1.0926
B2 1.1320 1.31 1.4830
B4 0.8601 1.31 1.1269
C1 0.5502 1.25 0.6878
C4 {3863 125 0.4830
D1 0.5821 1.50 0.8732
D2 0.8943 1.50 1.3415
El 0.8139 1.72 1.3999
B3 0.1077 1.7 0.1854
F2 (8382 206 1.7269
F3 0.5351 2.06 1.1026
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APENDICE E
Base de datos sobre los valores de dcico fitico, hierro total, hierro ionizabie

1. Acido fitico

Curva de calibracion con estandares de écido fitico

4 | UgFF/mL | ABS |
0 0 1170
2 5.3392 1.020
4 10,6785 0932 |
6 16.0177
8 21.3569 0.640
10 | 266961 | 0550
12 ] 320354 | 0424

Y =-0.0232X + 1.1611
R?=0.9966

Muestra ],"esdg ABS | ugfF/ml | mgFF/g | gAF/100g | Media Desy. MgAF/100g

Maiz crudo | 0.2059 | 0.843 137112 1.9977 0.7135

Maiz crudo | 0,2063 | 0.830 | 14.2716 2.0754 0.7412 07273 | 0.0196 727,34

Masa (2056 | 0618 | 10.4784 15200 0.5461

Masa 0.2072 | 0.920 10.3922 1.5047 0.5374 (.5417 | 0.0061 541.72

Tortiiia 0.2045 | 0.928 | 10.0474 1.4739 0.5264

[ SR S SR PR S SRR

Tortilla 1 0.2035 1 0538 | 9.6164 14176 0.5063 | 05164 | 0.0142 516.36

2. Hierro total

Muestra Ppm hierro Peso mgFe/g muesira | Media (mgFe/g)
Maiz crudo 1.4 2.00 0.0175
Maiz crudo 1.4 L 2.00 0.0175 0.0175
. Masa 1.7 2,00 0.0212
Masa 1.5 2.00 0.0187 0.0200
Tortilla 2.2 2,00 0.0275 N
Tortilla 22 o 2.00 0.0275 0.0275

La calibracion con los estandares de hierro se hace directamente en el aparato de absorcion
atomica, el aparato calcula automaticamente la curva de calibracion y provee los resultados
expresados ya en ppm de hierro.




3. Hierro ionizable

Curva de calibractdn con estandares de hierro
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# ppm de hiervo ABS \
1 0.032 0.005 '
2 0.064 | 0.008
3 0.096 0012 |
' 4 0.128 0.016
5 0.16 0.021 |
6 0.192 0.024
7 032 0.042
Y = 0.1298X - 0.00011
r = 0.9987
Muestra ABS ppm Fe Peso (g) mgFe/g |  Media
meoFe/g
. M. crudo 0.028 0.2165 2.0006 0.0027
M. crudo 0.024 0 1857 2.0014 0.0023 0.0025
M. crudo 0.028 0.2165 2.0031 0.0027
Masa 0.026 0.2011 2.0078 0.0025 |
Masa 0.026 0.2011 20052 (0.0025 0.0025
Masa 0,026 0.2011 2.0018 0.0025
Tortilla 0.025 0.1974 2.0012 0.0024
. Tortilla 0.022 0.170G3 2.0014 0.0021 0.0023
i Tortilla 0.024 0.1857 2.0092 0.0023 |




APENDICE F
Base de datos obtenida del analisis de hierro hepatico de las 40 ratas del ensayo in

VIVO

MAIZ CRUDO 1

62.5% . ‘
rata ppm ppm muestt | muest2 peso hig.| mgFe1l | mgFe2 mgFe

hig.

A1 1.1 1.1 1.0172 | 1.0082 | 9.0500 | 0.2447 | 0.2469 0.2495
A2 1.2 11 1.0123 | 1.0111 | 86400 | 02561 | 0.2350 | 0.2455
A3 08 | 1.0100 | 1.0045 | 76200 | 01698 | 0.1896 | 0.1797
A4 1.0 1.0015 | 1.0059 | 6.6400 | 0.1707 | 0.3060 | 0.2384

g prom 1 N 0.2273

MAIZ CRUDO 75%

BT 1.0 15 10132 | 10164 | 80700 | 0.1991 | 0.2977 | 0.2484

| B2 0.9 11 | 10074 | 1.0117 | 83000 | 0.1854 | 0.2256 | 0.2055
B3 09 | B 1.0071 | 1.0025 | 6.8800 | 01537 | 0.1029 | 0,1283
B4 | 21 | 11 1.0168 | 10069 | 7.4300 | 0.3836 | 0.2029 | 0.2933
prom " 0.2189

MASA62.5% -
c1_| 20 0.6 1.0166 | 1.0316 | 8.8400 | 04348 | 01285 | 0.2817

G2 1.5 1.1 1.0054 | 1.0007 | 9.0500 | 0.3376 | 0.2487 | 0.2931

I C3 25 3.7 | 10057 | 1.0005 | 7.0600 | 04387 | 0.6527 | 0.5457
c4 | 22 1.9 1.0128 | 1.0140 | 6.5100 | 03535 | 0.3050 | 0.3292
prom ] 0.3624

MASA 75% - ] ]
D1 1.5 2.2 10006 | 1.0013 | 99300 | 03722 | 0.5454 | 0.4588
D2 | 20 | 18 I 1.0115 | 1.0037 | 92200 | 0.4558 | 0.3674 | 0.4116
D4 | 11 1.8 1.0083 © 1.0086 | 87100 | 02376 | 0.3882 | 0.3129

i prom - o o 0.3944

|

[TORTILLA 62.5% : T

| E1 1. 19 1.0194 © 1.0068 | 67600 | 02653 | 0.3189 | 0.2921
E2 | 21 2.9 1.0057  1.0186 | 82200 | 0.4291 | 0.5851 | 0.5071
E3 1.4 1.7 1.0080 ' 1.0074 | 6.8800 | 02389 | 0.2903 | 0.2646
E4 2 14 ] 10042 1.0018 | 6.9900 | 0.2088 | 0.2442 | 0.2265
prom ' 0.3226

TORTILLA 75% : i ] -
F1 15 20 [ 10197 10135 | 82600 | 0.3038 | 0.4075 | 0.3556
F2 10 1.1 110013 ' 10161 | 88900 | 0.2220 | 0.2406 | 0.2313
F3 | 13 1.3 1.0168 . 1.0040 | 7.1700 | 02292 | 02321 | 0.2306
F4 1.9 18 | 1.0042  1.0029 | 66100 | 0.3127 | 0.2966 | 0.3046
prom 0 ] 1 0.2805




rata pprm pRm muest! | muest? peso hig.| mgFel | mgFe?2 mgFe }
hig.
G1 20 1.7 10159 | 1.0138 | 7.9300 | 0.3903 | 03324 | 0.3614
G2 1.0 1.2 1.0218 | 1.0239 | 81800 | 02001 | 02397 | 0.2199
G3 15 17 1.0152 | 1.0039 | 6.8000 | 0.2512 | 0.2879 | 0.2695
G4 2.0 1.9 10220 | 1.0028 | 6.1300 | 0.2999 | 0.2904 | 0.2951
prom 0.2865 |
H1 1.4 0.8 10078 | 1.0142 | 88700 | 0.3080 | 0.1749 | 0.2415
H2 1.4 1.3 1.0009 | 10195 | 87300 | 0.3053 | 0.2783 | 0.2918
H3 | 1.3 09 1.0155 | 10034 | 67900 | 0.2173 | 0.1523 | 0.1848
Ha 06 0.3 1.0140 | 1.0055 | 7.8700 | C.1184 | 0.0587 | 0.0876 .
prom ] ‘ 0.2014 |
1 18 16 | 1.0053 | 1.013C | 7.6100 | 0.3028 | 0.3005 | 0.3016
12 2.3 1.9 1.6079 | 1.0180 | 7.2300 | 0.4125 | 0.3374 | 0.3749
i3 2.4 2.2 10045 | 1.0119 | 7.2700 | 0.4342 | 03951 | 0.4147
14 20 2.6 1.0018 | 1.0089 | 65800 | 0.3284 | 0.4239 | 0.3762
pror 0.3669 |
J1 16 3.0 10009 10199 | 91000 | 03637 | 0.6692 | 0.5164 |
J2 3.0 3.1 10136 1.0781 | 9.1300 | 06756 | 06950 | 0.6853
J3 18 17 1.0170 1.0019 | 7.8800 | 0.3487 | 03343 | 0.3415 |
L4 1.7 15 1.0194 1.0040 | 88300 | 02848 | 0.2551 | 0,2699
| prom ' ‘ 0.4533
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APENDICE G

Anadlisis estaditico

Diferencia de medias para muestras pequefias con varianzas grandes para el Indice de
Eficiencia de Regeneracion de Hemoglobina (% HRE)

Ho: X =Y (yparaZ también)

Hi: X = Y (yparaZ también)

Maiz crudo (incluyendo 62.5% y 75%) X
Media = 84.32%

Desv. Stnd. = 20.74

Varianza = 432 27

Masa (incluyendo 62.5% y 75%) Y
Media = 71.57%

Desv. Stnd. = 11.64

Varianza = 135.46

Tortillas (incluyendo 62.5% y 75%) Z
Media = 60.84%

Desv. Stnd. = 19.56
Varianza = 382.78

| Comparacidén de Grados de libertad | ' experimental t critico |
~ medias calculados !
XyY 1155 0.16 2.20
XyZ 1093 0.20 2.201
N YyZ 8.14 0.11 2.306

CONCLUSION: todes los valores de t'experimental caen en ef drea de aceptacién de
la Ho, por lo gue estadisticamente las medias no son diferentes. Esto se debe
principalmente a que los grupos de ratas en cada tratamiento (maiz, masa y tortilla)
presentan varianzas muy grandes para un nimero muy peguefio de muestras.
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