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Evaluacion del efecto de la adicion de dos tipos de hierro en leche entera
pasteurizada y ultrapasteurizada como una iniciativa para el Programa de Merienda
Escolar en Honduras

Alba Claudia Mayta Apaza
Marco Eduardo Toc Sagra

Resumen: La anemia por deficiencia de hierro afecta severamente a nifios y mujeres de
edad fértil en Honduras. Para combatir la desnutricion, el Gobierno de Honduras
implemento en el Programa de Merienda Escolar, la Ley de Vaso de Leche. La leche ha
sido probada como un vehiculo adecuado para la ingesta de hierro. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de la adicién de dos tipos de hierro en leche entera
pasteurizada y ultrapasteurizada como una iniciativa para el Programa de Merienda
Escolar en Honduras. Se utiliz6 un DCA para todo el estudio. Se aplic6 un arreglo
factorial 3 x 3x 6 (dias 1 al 6) para los analisis fisico-quimicos. Un arreglo factorial de 3
x 2 (dias 1 y 4) para el andlisis sensorial de atributos por aceptacion. Se aplicé un t-
student de dos colas en prueba pareada para el analisis sensorial de preferencia en nifios
escolares de 5 a 12 afios de edad. Cada tipo de leche tubo un control (sin fortificar), uno
fortificado con hierro monosodico EDTA y uno fortificado con sulfato ferroso mas
vitamina C. Se utiliz6 15 mg de hierro y 100 mg de vitamina C. Se determin6 que se
aceptd mejor el hierro monosddico EDTA que el sulfato ferroso. El tratamiento de sulfato
ferroso con vitamina C presentd mayor (P<0.05) amargor y sabor residual. Los nifios
prefirieron igualmente (P>0.05) una leche sin fortificar que una fortificada con hierro
monosddico EDTA. Se sugiere realizar estudios de absorcion del hierro monosodico
EDTA para recomendarlo como una fuente de hierro potencial para reducir a largo plazo
los indices de anemia ferropénica en Honduras.

Palabras clave: Fortificacion de leche, hierro monosédico EDTA, sulfato ferroso.

Abstract: Iron deficiency anemia severely affects children and pregnant women in
Honduras. To combat malnutrition, the Government of Honduras implemented the Milk
Glass Law in the School Lunch Program. Milk has been proven as a suitable vehicle for
iron intake. The objective of this study was to evaluate the effect of the addition of two
types of iron in pasteurized and ultrapasteurized whole milk as an initiative for the School
Lunch Program of Honduras. Completely randomized design was used. A factorial of 3 x
3 x 6 (days 1 to 6) was used for physic-chemical analysis, a factorial of 3 x 2 (days 1 and
4) for acceptance test, and a t-student test for paired samples was used for preference test
in children with 5-12 years old. Each type of milk has a control (unfortified), one fortified
with iron monosodium EDTA and one fortified with ferrous sulfate plus vitamin C. Was
used 15 mg of iron and 100 mg of vitamin C. Iron monosodium EDTA was better
accepted than ferrous sulfate with vitamin C. Ferrous sulfate with vitamin C has more
(P<0.05) bitterness and aftertaste. Children equally prefer (P<0.05) one unfortified milk
than a fortified milk with iron monosodium EDTA, therefore iron monosodium EDTA is
an iron potential source to add in pasteurized or ultrapasteurized whole milk for children.
This study suggest to realize studies of iron absorption recommend iron monosodium
EDTA as an iron source, to reduce in long-term, the rates of iron deficiency anemia in
Honduras.

Keywords: Ferrous sulfate, iron monosodium EDTA, milk fortification.
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1. INTRODUCCION

La anemia ferropénica es un trastorno en la sangre que se caracteriza por la
disminucion de la concentracion de globulos rojos causada por la ingesta inadecuada de
hierro (WHO 2001). La deficiencia de hierro es un problema que afecta a paises en vias
de desarrollo y paises desarrollados. Actualmente, se ha declarado como el problema de
salud publica mas difundido a nivel mundial que afecta en su mayoria a nifios y mujeres
en gestacion (Benoist et al. 2008). Globalmente, la anemia por carencia de hierro afecta
alrededor 1.62 mil millones de personas lo que corresponde al 24.8% de la poblacion
mundial y la prevalencia més alta se encuentra en nifios preescolares y escolares (47.4%).

La situacion de salud publica en Honduras no es la excepcion, para el afio 2006 la
prevalencia de anemia en los nifios de 6 a 59 meses de edad fue alrededor del 37%
(ENDESA 2013). Aproximadamente, el 23% de los nifios sufrian de anemia leve, el 14%
sufrian de anemia moderada y alrededor del 1% de los nifios sufrian de anemia severa.
Para el afio 2010 y como un plan de accion para combatir los actuales indices de
desnutricion y mejorar la calidad de vida de las futuras generaciones, el Gobierno de
Honduras implemento la Ley del Vaso de Leche que consiste en proporcionar al Programa
de la Merienda Escolar una cantidad de 250 mililitros de leche fluida entera de vaca (3%
grasa) una vez al dia durante cinco dias.

Uno de los inconvenientes que enfrenta esta ley en vigencia, es que el enfoque principal
de suministrar la leche a la merienda escolar, es ser inicamente una fuente de proteina sin
tener en consideracion que la leche puede ser utilizada también como un vehiculo de
vitaminas y minerales. Durante muchos afios, el hierro ha sido utilizado en la fortificacién
de alimentos para reducir los indices anemia ferropénica en diversas poblaciones y ha
mostrado resultados satisfactorios. Estudios en Chile encontraron que luego de 12 meses
de ingesta de leche fortificada con sulfato ferroso y &cido ascorbico (15 mg y 100 mg por
cada 100 g de leche en polvo, respectivamente), solamente el 2.5% del grupo tratado
presentd anemia, mientras que el 25.7% del grupo control ain prevalecié con anemia. Por
otro lado, un estudio en Vietnam determind que el consumo diario de 10 ml de salsa de
pescado que contenia 10 mg de hierro como hierro monosodico EDTA, disminuyd
significativamente la prevalencia de anemia pasando de un 53.1% a un 15.6% durante seis
meses de consumo (Stekel et al. 1988; Van Thuy et al. 2003).

Entre los factores negativos que surgen en la fortificacion de hierro, es que algunos
alimentos de consumo basico contienen sustancias inhibidores de la absorcion de este
mineral como ser el &cido fitico, los polifenoles y los oxalatos, que se unen al hierro
formando complejos insolubles (Allen y Ahluvalia 1997). Sin embargo, se ha encontrado



que la utilizacion de &cido ascorbico (como co-adicion de vitamina C:hierro en
proporciones de 6:1) o sodio-acido etilendiaminotetraacético (sodio EDTA o Na,EDTA),
pueden reducir el efecto de los inhibidores aumentando efectivamente la cantidad total de
hierro absorbible de los alimentos fortificados con este mineral (Allen et al. 2006). Por
otro lado, otro factor negativo que surge en la fortificacion de alimentos, es que el hierro
interactia de diferentes de maneras con el alimento segun sea su naturaleza. Un
comportamiento negativo determinante en la aceptabilidad de un alimento es que provoca
un cambio sensorial inadmisible por su efecto principalmente las caracteristicas de color,
sabor y olor (OPS et al. 2002).

Dicho lo anterior, la finalidad de este proyecto de investigacion fue evaluar el efecto de la
adicién de dos tipos de hierro en leche pasteurizada y ultrapasteurizada como una
iniciativa para el Programa de Merienda Escolar en Honduras. Por lo tanto, el alcance de
esta investigacion se fundamenta en los siguientes objetivos:

e Determinar el efecto de la fortificacion con hierro en leche entera después de
pasteurizada y ultrapasteurizada.

e Identificar el mejor tipo de hierro como una iniciativa para fortificar la leche de la
Ley de Vaso de Leche del Programa de Merienda Escolar en Honduras.



2. MATERIALES Y METODOS

Disefio Experimental. La investigacion tuvo lugar en la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Departamento de Agroindustria Alimentaria en las instalaciones de La planta
de procesamiento de Leche, Laboratorio de Analisis de Alimentos Zamorano (LAAZ), El
Laboratorio de Andlisis Sensorial de Alimentos Zamorano y La Escuela Alison Bixby
Stone.

La investigacion se llevo a cabo a partir de seis tratamientos (Cuadro 1) que se analizaron
independientemente. De estos, tres fueron de leche entera pasteurizada HTST (P) y tres de
leche entera ultrapasteurizada (UHT). Para cada grupo de tres tratamientos, uno fue leche
unicamente (Control), otro fue leche més sulfato ferroso y acido ascorbico (FeSO4+VC) y
otro fue de leche mas hierro monosddico EDTA (NaFeEDTA). Las concentraciones
utilizadas fueron de 15 mg de hierro y 100 mg de vitamina C por litro de leche, y se
establecieron de acuerdo a investigaciones que se han realizado (Olivares et al. 2003;
Stekel et al. 1988) y a la racion dietética recomendada (SACN 2010).

La finalidad de analizar separadamente la leche por tratamiento térmico, fue bloquear la
influencia de las caracteristicas de aroma marcado por cada tipo de leche; asimismo, se
buscaba reducir el error de estimulo en el andlisis sensorial debido al gran nimero de
muestras (6 muestras) a analizar por panelista. Por otro lado, las leches enteras (3%
grasa) tratada térmicamente diferente, fueron compradas de una misma empresa y del
mismo lote de elaboracion, con la finalidad de evitar sesgos por el origen de la leche.

Cuadro 1.Tratamientos y dosis utilizadas para la fortificacion de leche pasteurizada y
ultrapasteurizada.

Ly Materiales® (mg/L)
Tratamientos
FeSO,xH,0" Ferrazone® XF*  MC (Vitamina C)?

P-Control - - -
P-FeSO4+VC 45.54 - 100
P-NaFeEDTA - 115.38 -
UHT-Control - - -
UHT-FeSO4+VC 45.54 - 100
UHT-NaFeEDTA - 115.38 -

*La concentracion de hierro y vitamina C utilizadas fueron de 15 mg y 100 mg, respectivamente. °Las dosis
estan representadas en mg por litro de leche. "La concentracion de hierro en FeSO,xH,0 era de 32.94%. “La
concentracion de hierro en Ferrazone® XF era de 13%. ®La concentracion de vitamina C marca MC era de
100%.



El disefio experimental utilizado fue el Disefio Completamente al Azar (DCA) por cada
tipo de tratamiento térmico en la leche. Se aplicd un arreglo factorial 3 x 3 x 6 con
medidas repetidas en el tiempo (Dias 1 al 6) para los analisis fisico-quimicos, un arreglo
factorial de 3 x 2 con medidas repetidas en el tiempo (Dias 1 y 4) para el analisis sensorial
de atributos por aceptacion y se aplico un t-student de dos colas en prueba pareada para el
andlisis sensorial de preferencia en nifios escolares de 5 a 12 afios de edad. EI nimero
total de unidades experimentales fueron 36.

Los datos fueron analizados a través del programa estadistico “Statistical Analysis
System” (SAS version 9.3%) y se generaron cuadros de ANDEVA, separacion de medias
Tukey y las correlaciones entre las variables fisico-quimicas a través de la correlacién
Pearson.

Preparacion de leche fortificada. La elaboracion de la leche fortificada se llevo a cabo
en la planta de procesamiento de lacteos y derivados de Zamorano.

Se trabajo en los volumenes necesarios para todo el estudio considerando cada tratamiento
y cada repeticién por separado. De acuerdo al volumen de cada tratamiento se peso la
cantidad necesaria de sulfato ferroso mas el acido ascoérbico por una parte y el
NaFeEDTA por otra parte. Para la mezcla se prepard una pre-mezcla en un elernmeyer
(esterilizado a 121 °C y 15 PSI por 30 minutos) utilizando 50 mL de leche previamente
tratada térmicamente a la cual se afiadié uno de los fortificantes. Una vez bien mezclados
ambos ingredientes, luego se mezclé con el 50% del volumen total de leche vy
posteriormente se le agregd el otro 50% restante de leche y nuevamente se mezcld (Figura
1). De esta forma se realizaron todos los tratamientos de manera individual.
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haber sido pasteurizada (P) o ultrapasteurizada (UHT).

Se tomaron muestras de leche antes y después de agregar la pre-mezcla con el fortificante
para tener un control de la posible contaminacién de la leche en este procedimiento. El
envasado se realizd en envases de polietileno de alta densidad (HDPE) de 1 gal6n
desinfectados con cloro a 100 ppm. Cabe mencionar que la operacion unitaria de
fortificacion en una linea de produccién a nivel industrial se realiza antes de
homogenizacion y pasteurizacion, sin embargo en este estudio no se llevo a cabo de esa

manera ya que no era con esos fines y ademas se realiz6 a nivel de laboratorio.




Analisis de coliformes totales. Se realizd conteo de coliformes, antes y despues de
agregar los compuestos con hierro, durante la preparacion de los tratamientos. Se utilizé
VRBA (Violet Red Bile Agar) como medio de cultivo. Para la siembra, se realizo la
técnica de vertido colocando 1 mL de la muestra sin dilucion o muestra directa en cada
plato petri. Las siembras se hicieron por duplicado. El tiempo de incubacion fue de 24
horas a 37 °C donde finalmente se hizo el conteo de las unidades formadoreas de colonias.

Anélisis de viscosidad. La viscosidad se midié durante seis dias consecutivos a traves del
Redmetro de Brookfield DV-III Ultra V6.1 LV utilizando el spindle LV 61. Los datos de
viscosidad fueron tomados por triplicado a los dos minutos a 180 RPM. Las muestras de
leche estaban a una temperatura de 4.5+0.5 °C. Los datos se presentaron con las unidades
de Pa-s.

Anélisis de color. El color se evalud durante seis dias consecutivos utilizando el Hunter
Lab Modelo 45/0. Se midio el color de tres pseudoreplicas por cada tratamiento y
posteriormente se hizo un promedio. Los resultados se presentaron en valores L de la
escala de triple estimulo (L a b) y en indice de blancura (IB). El eje L* mide la claridad de
0-100, siendo 0: negro y 100: blanco. Para calcular el indice de blancura, se utilizaron los
valores L a b haciendo uso de la Ecuacion 1 (Puebla 2003).

IB = 100-[(100-L)?+a+b*]>® [1]

Anélisis de contenido de hierro. Para el anlisis del contenido de hierro en los
tratamientos, primero se incinerd cada muestra y posteriormente se prepard la ceniza para
determinar el contenido de hierro a través de Espectrofotometria de Absorcion Atdémica.

Obtencion de cenizas (Método Oficial AOAC 945.46): Se pesdé 3 gramos de leche.
Posteriormente, la muestra se evaporo a sequedad a través de una estufa a 150 °C y luego
se incinero en una mufla a <550 °C durante aproximadamente 4 horas hasta que la ceniza
estuviese libre de carbono. Finalmente se enfrié en un desecador.

Preparacion de cenizas (Método Oficial AOAC 985.35): A la ceniza contenida en el crisol
se le agregd 5 mL de HNO3; 1M y luego se calenté en una estufa a 95 °C durante 2 - 3
minutos para disolver. Luego, la solucién se vertié en un matraz volumétrico de 25 mL. El
crisol se lavé tres veces con HNOz; 1M vertiéndolo en el matraz volumétrico de 25 mL. El
matraz volumétrico de 25 mL se afor6 con HNO3; 1M y después la solucion se trasladé a
un tubo de ensayo (previamente rotulado) para la determinacion del contenido de hierro a
traves de Espectrofotometria de Absorcion Atdmica a una longitud de onda de 248.3 nm.

Medicion de acidez titulable expresado como &cido lactico (ATECAL). Para
determinar el ATECAL, se tomd una muestra de 9 mL de leche, luego se le agrego tres
gotas de fenolftaleina y se agitd. Posteriormente, se titulé con una solucion de hidroxido
de sodio (NaOH) a 0.1N agitando continuamente hasta alcanzar el punto de viraje en que
la leche cambiara a una coloracion rosa tenue. Este procedimiento se repitié dos veces por
cada tratamiento expresando los datos en porcentaje de ATECAL. El ATECAL se evalud
durante seis dias consecutivos.



Medicion de pH. ElI pH se midi6 utilizando el potenciometro digital Oyster-10 de
EXTECH Instruments. El pH se evaluo6 durante seis dias consecutivos.

Anélisis sensorial de atributos por aceptacion con escala heddnica. Se realizé dos
etapas de analisis sensorial de atributos por aceptacion. La primera etapa se llevo acabo en
el dia uno de la preparacion de los tratamientos que representa el dia 3 de la vida anaquel
de la leche. El sensorial se dirigié a un grupo de 60 estudiantes escogidos al azar de la
Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, de varias nacionalidades y edades entre 18 a
24 aios. Cada panelista recibio simultaneamente tres muestras de leche y se le pidié que
evaluard los atributos de color, aroma, viscosidad, amargor, sabor residual y aceptacion
general, en una escala heddnica de 1 a 9 siendo 1 me disgusta extremado y 9 me gusta
extremado. En la segunda etapa, se realiz6 el mismo procedimiento pero al tercer dia de
haber preparado los tratamientos o su equivalente al séptimo dia de vida anaquel del
producto. El total de panelistas que participaron en las dos fases de evaluacién sensorial
de aceptacion fueron 240.

El andlisis sensorial de atributos por aceptacion se realizd por separado segun el tipo de
tratamiento térmico de la leche: pasteurizada o ultrapasteurizada. La finalidad de este tipo
de andlisis sensorial fue el de identificar el grado de aceptacion de los tratamientos y de
esa manera, a traves de una separacion de medias por Tukey, escoger el mejor tratamiento
para cada tipo de leche y posteriormente realizar otro andlisis sensorial pero de
preferencia en nifios escolares.

Anélisis sensorial de preferencia. Determinando el mejor tratamiento para cada tipo de
leche de acuerdo a los resultados preliminares obtenidos de los anélisis sensoriales de
aceptacion, se elabor6 una carta de consentimiento informado para los padres de familia
de la Escuela Alison Bixby Stone ubicada en el campus de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano, en la que se les invito a que su hijo o hija participara en una
evaluacion sensorial de leche entera fortificada con hierro.

Los mejores tratamientos se elaboraron un dia antes del analisis sensorial. El analisis
sensorial se llevé a cabo con un grupo de 77 nifios entre 5 y 12 afios de edad. Cada nifio
recibié simultaneamente dos muestras de leche (un control y el mejor tratamiento), luego
se le pidié que probara ambas muestras y pintara en la boleta, la carita feliz ubicada en la
muestra que mas le gustd. Se trabajé con una prueba t-student de dos colas en prueba
pareada de preferencia (P<0.05) que determind si existe mayor preferencia hacia uno de
las dos muestras evaluadas.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de coliformes totales. No existié diferencia significativa (P<0.05) entre el
conteo de coliformes totales de las muestras tomadas antes y después de preparar los
tratamientos con los fortificantes, lo que evidencia que no hubo contaminacion durante
este proceso. Asimismo, los conteo de coliformes totales estuvieron por debajo del valor
legalmente permitido de 10 UFC/mL que segun el Reglamento para la Inspeccion y
Certificacion Sanitaria de la leche y los productos lacteos de Honduras (SENASA 1994)
es permitido, lo que indicé que los tratamientos no fueron un riesgo para la salud de los
que lo consumieron.

Andlisis de pH. Las figuras 2 y 3 muestran que en la fortificacion de leche pasteurizada y
ultrapasteurizada respectivamente, no existieron diferencias significativas (P<0.05) para
cada dia evaluado. Sin embargo, se puede observar que el pH inicial en ambas leches, se
encontraba en los rangos de calidad adecuados entre 6.7 - 6.9 pero que a través del tiempo
disminuyeron significativamente (P<0.05), comportamiento que concuerda con la
naturaleza esperada de la leche por ser un producto perecedero.
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Figura 2. Comportamiento del pH durante seis dias analizados para los tratamientos de
leche pasteurizada.
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Figura 3. Comportamiento del pH durante seis dias analizados para los tratamientos de
leche ultrapasteurizada.

Anélisis de acidez titulable expresado como acido lactico (ATECAL). Las figuras 4 y
5 muestran una tendencia similar a lo manifestado con el pH. La leche pasteurizada y la
leche ultrapasteurizada no presentaron diferencias significativas (P<0.05) para cada dia,
pero si hubo diferencia significativa por el cambio ascendente del ATECAL a través de
los dias. Dicho lo anterior, se indica que para ambos tipos de leche, un mismo tratamiento
no fue el que mas se acidifico, lo que refleja que los fortificantes no influyeron en el
ATECAL pero si la carga microbiana inicial fue lo que influy6 en la acidez desarrollada
independientemente el tratamiento. Por otro lado, entre las factores mas determinantes que
posiblemente aceleraron el cambio de pH y ATECAL en los tratamientos, se encuentra la
variacion de temperatura durante el almacenamiento (Gaucher et al. 2008).
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Figura 4. Comportamiento del ATECAL durante seis dias analizados para los tratamientos
de leche pasteurizada.
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Figura 5. Comportamiento del ATECAL durante seis dias analizados para los tratamientos

de leche ultrapasteurizada.

Analisis de Viscosidad. La viscosidad por su parte no mostrd diferencias significativas
(P>0.05) entre los tratamientos para cada tipo de leche a través del tiempo (Figuras 6 y 7);
sin embargo, si existieron diferencias significativas (P<0.05) entre la leche pasteurizada y
ultrapasteurizada ya que los valores fluctuaron entre 0.0095 - 0.0099 Pa-s en comparacion
a los valores entre 0.0100 - 0.0107 Pa-s, respectivamente. Esto se debié al efecto del
tratamiento térmico aplicado a la leche. En la ultrapasteurizacion, la inactivacion de un
inhibidor de transglutaminasa proporciona una mejor reticulacion de las micelas de
caseinas lo que se traduce en una mejora de la viscosidad del producto (Bonisch et al.

10



2004), factor que pudo ser el influyente en marcar la diferencia entre las viscosidades de
ambos tipos de leche.
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Figura 6. Comportamiento de la viscosidad durante seis dias analizados para los
tratamientos de leche pasteurizada. No significativo (P>0.05).
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Figura 7. Comportamiento de la viscosidad durante seis dias analizados para los
tratamientos de leche ultrapasteurizada. No significativo (P>0.05).

Analisis de color: Valor de luminosidad (L*) e indice de blancura. El color de la leche
expresado como valor de luminosidad (L*) y como indice de blancura, no fueron
influenciados (P>0.05) por la adicion de los fortificantes en ambos tipos de leche (Figuras
8y 9); asimismo, el color se mantuvo estable sin presentar cambios significativos durante
los seis dias analizados. El indice de blancura de la leche pasteurizada (Figura 10) fue
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mayor en comparacion a la leche ultrapasteurizada (Figura 11) porque tuvieron valores
entre 82.92 — 84.27 en comparacion a los valores entre 82.26 — 83.88, respectivamente.
Por lo tanto, mientras el valor de indice de blancura se encuentre mas cercano a cien,
significa que es méas blanco ya que se posiciona cerca del blanco perfecto (Bellosta 2004).
Esto significa que la leche ultrapausterizada tiende a ser levemente menos blanca y esto
concuerda con Dunkley y Stevenson (1987) quienes demostraron que leches tratadas con
ultrapasteurizacién son mas susceptibles a reacciones de maillard que consisten en una
serie de cambios cuya consecuencia es la formacién de pigmentos de tonalidades marrén
tales como las melanoidinas.
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Figura 8. Comportamiento del valor L* durante seis dias analizados para los tratamientos
de leche pasteurizada.
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Figura 9. Comportamiento del valor L* durante seis dias analizados para los tratamientos

de leche ultrapasteurizada. No significativo (P>0.05).
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Figura 10. Comportamiento del indice de blancura durante seis dias analizados para los

tratamientos de leche pasteurizada.
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Figura 11. Comportamiento del indice de blancura durante seis dias analizados para los
tratamientos de leche ultrapasteurizada. No significativo (P>0.05).

Por lo tanto, las diferencias marcadas de color y viscosidad entre la leche pasteurizada y la
leche ultrapasteurizada no fueron causados por los fortificantes adicionados sino mas bien
por el tratamiento térmico aplicado ya que el tratamiento térmico de la leche implica la
desnaturalizacion, degradacion e inactivacion de proteinas de suero, enzimas y vitaminas
(Chavan et al. 2011).
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Correlaciones entre las variables fisico-quimicas. ElI pH y el ATECAL fueron las
Unicas variables que mostraron una correlacion significativa (P<0.05) mostrandose con
tendencia inversa para todos los tratamientos en los dos tipos de leche (Cuadro 2).
Asimismo, se encontrd una correlacion entre el pH o ATECAL a través de los dias, es
decir que mientras los dias pasaban el pH disminuyo y el ATECAL aumento,
comportamiento que es natural en la leche y concuerda con la tendencia encontrada por
Pefia (2009) en leche saborizada.

De manera general, el grado de coeficiente de correlacion fue mayor para los tratamientos
control en comparacion con los tratamientos fortificados, lo que indica que el pH y
ATECAL puede predecirse con mayor precision en los tratamientos control y ademas
indica qué tendencia de las observaciones tuvieron una congruencia mas fuerte entre ellas.
Por lo tanto, los datos en los tratamientos fortificados manifiestan una dispersion mas
amplia que redujo el grado de correlacion.

Cuadro 2. Correlaciones entre el ATECAL, el pH y los dias, encontrados en la leche
pasteurizada y ultrapasteurizada.

Variables Pasteurizada Ultrapasteurizada
Control FeSO4+VC NaFeEDTA Control FeSO4+VC NaFeEDTA

) -0.779'  -0.81612 -0.72101 -0.8859  -0.81536  -0.56807
Dla-pH 0.0001? <.0001 0.0007 <.0001 <.0001 0.0139
Dia- 0.65061  0.57329 0.43403 0.87202  0.82489 0.69879
ATECAL 0.0035 0.0129 0.0719 <.0001 <.0001 0.0013
pH- -0.6986  -0.73828 -0.30425 -0.8936  -0.90437 -0.7728
ATECAL 0.0013 0.0005 0.2196 <.0001 <.0001 0.0002

'Grado del coeficiente de correlacion de Pearson. “Nivel de significancia = valores menores de 0.05 indican
que si existid correlacion significativa.

Analisis de concentracion de hierro. A manera de verificar la adicion de hierro en la
matriz de leche, se realizd la medicion del mineral a través del método de
espectrofotometria de absorcion atomica. En el cuadro 3 se detalla que la adicion de
FeSO4+VC y NaFeEDTA, en las leches tratadas térmicamente diferente, si mostraron
diferencias significativas (P<0.05) en comparacion con el control. Estos datos manifiestan
que fue efectiva la adicion de los fortificantes en cada uno de los tratamientos y ademas
estuvieron cerca del valor esperado de 15 mg por litro de leche. Como se puede observar,
el contenido de hierro en los tratamientos a los que se adicioné NaFeEDTA, fue mayor en
ambos tipos de leche aun sin considerar el contenido natural de hierro de la leche; esto
posiblemente fue causado porque la accién quelatante del EDTA lo protege de cierta
forma de inhibidores en los alimentos que en este caso fue el calcio; asimismo, la
solubilidad del NaFeEDTA no es afectado por el valor de pH de la leche mientras que el
sulfato ferroso si lo hace cambiando su solubilidad drasticamente de forma negativa
(Garcia-Casal y Layrisse 2001).
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Cuadro 3. Contenido de hierro en las muestra de leche analizadas a través de espectro
fotometria de absorcion atomica.

Pasteurizado™ Ultrapasteurizado
Tratamiento (mg/L) (mg/L)
Media+DE? Media+DE
Control 2.66+1.61%° 1.83+0.80%°
FeSO4+VC 14.83+1.54%7 12.33+2.59%P
NaFeEDTA 16.000.53%° 15.50+0.78%°
Coeficiente de variacion (%) 11.37 16.44

*%Medias con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).
*%Medias con igual letra en la misma fila no son significativamente diferentes (P>0.05).
! Las concentraciones estan dadas en mg/L de leche. > DE= Desviaci6n estandar.

Anélisis sensorial de atributos por aceptacion con escala hedoénica. De acuerdo a los
resultados obtenidos del analisis sensorial, se puede observar que en general, los
panelistas calificaron de igual manera (P>0.05) los atributos de color, aroma, y viscosidad
(Cuadros 4,5y 6) para los tratamientos de leche pasteurizada y la leche ultrapasteurizada
dandole un nivel de aceptacion entre “me gusta poco” a “me gusta moderado™. Sin
embargo, para el dia uno la mayoria de los panelistas concordaron en darle un mejor
punteo en la escala heddnica a los tratamientos que contenian NaFeEDTA lo que
contradice el efecto causado en el color de la harina de maiz fortificada con este mismo
fortificante, ya que obtuvo el peor punteo en la evaluacion sensorial descriptiva (Bovell-
Benjamin et al. 1997); esto pone en manifiesto que los fortificantes se comportan de
diferente manera segun sea la composicion del alimento a fortificar. Este efecto deseable
manifestado en la leche pudo ser causado debido a que el NaFeEDTA es mas estable en
medios liquidos que el sulfato ferroso (Haro et al. 2005) a pesar que ambos son solubles
en agua; ademas, los fortificantes no se expusieron al tratamiento térmico aplicado a la
leche.

Cuadro 4. Analisis sensorial del atributo color de leches.

Pasteurizado Ultrapasteurizado

Tratamiento Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3
Media+tDE' Media+DE Media+tDE  Media+DE
Control 6.73+1.49%% 6.62+1.44%%  7.08+1.31%2 6.75+1.46%?
FeSO,+VC 6.80+1.55%7 6.48+1.23%2  675+1.60%° 6.43+1.53%?
NaFeEDTA 6.87+1.60%% 6.55+1.25M*  6.70+1.62%2 6.03+2.07%?

Coeficiente de variacion (%) 22.77 20.01 22.14 26.65

*@Medias con diferente letra en la misma columna no son significativamente diferentes (P>0.05).
*% Medias con diferente letra en la misma fila no son significativamente diferentes (P>0.05).
! DE= Desviacion estandar.
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Cuadro 5. Analisis sensorial del atributo aroma de leches.

Pasteurizado Ultrapasteurizado

Tratamiento Dial Dia 3 Dia1l Dia 3
MediatDE! MediatDE =~ MediatDE ~ MediatDE
Control 6.38+1.44%2 6.48+1.41%2  7.02+41.41%2 6.40+1.67 ¥?
FeSO4+VC 5.93+1.69%? 6.03+1.37%%  6.35+1.93%? 6.12+2.00%%
NaFeEDTA 6.55+1.61%° 6.25+1.420°  6.78+1.55%?% 55241 780P

Coeficientedevariacion (%) 25.15 22.36 24.49 30.26

*@Medias con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).
*% Medias con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05).
! DE= Desviacin estandar.

Cuadro 6. Analisis sensorial del atributo viscosidad de leches.

Pasteurizado Ultrapasteurizado

Tratamiento Dia1l Dia3 Dial Dia 3
MediatDE' MediatDE ~ MediatDE ~ Media+DE
Control 6.27+1.51%% 620+1.65%%  7.12+1.28%2 6.75+1.63%?
FeSO4+VC 6.17+1.81%2 6.08+1.54%2  6.42+1.75% 6.10+1.66%2
NaFeEDTA 6.78+1.58%°% 6.13+1.50%%  6.82+1.44%% 6 20+1.93%2

Coeficientedevariacion (%) 25.55 25.54 22.15 27.51

*@Medias con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).
*Z Medias con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05).
! DE= Desviacion estandar.

Por otra parte, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre
las caracteristicas sensoriales evaluadas en amargor, sabor residual y aceptacion general.
El grado de amargor se logr6 diferenciar Unicamente en la primera fase de evaluacion
sensorial (Cuadro 7). Esto se debido posiblemente a que el grado de acidez, en la segunda
fase de evaluacion sensorial, estaba avanzado por lo que enmascar6 el amargor original
creado inicialmente por los fortificantes.

Cuadro 7. Andlisis sensorial del atributo amargor de leches.

Pasteurizado Ultrapasteurizado
Tratamiento Dial Dia 3 Dia1l Dia 3
Media + DE* Media+ DE  Media+ DE Media + DE
Control 6.85+1.56%% 6.25+1.80%2  7.30+1.37%? 6.13+2.0192
FeSO4+VC 5.88+2.03%° 588+1.78%%  6.00+1.97* 5.65+2.09%2
NaFeEDTA 6.63+1.7209%  617+1.49%%  657+1.450° 6.32+1,88%2
Coeficientedevariacion(%) 27.60 21.77 24.43 33.09

*@Medias con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).
*Z Medias con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05).
! DE= Desviacion estandar.
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Con respecto al sabor residual (Cuadro 8), se observd que los panelistas aceptaron de
manera similar el control y el NaFeEDTA pero no fue asi en comparacion con el
FeSO4+VC. Uno de los problemas de utilizar sulfato ferroso junto con vitamina C es que
causan rancidez y sabores desagradables (Allen et al. 2006), lo que pudo haber sucedido
con los tratamientos FeSO4+VC.

Cuadro 8. Analisis sensorial del atributo sabor residual de leches.

Pasteurizado Ultrapasteurizado
Tratamiento Dia1l Dia 3 Dia1l Dia 3
Media + DE! Mediaz DE  Media+ DE Media + DE
Control 6.67+1.73%% 6.63+1.69%2  7.17+1.42%2 6.10+1.96Y®
FeSO4+VC 5.73+2.19%° 565+2.009°  6.03+2.07%" 5.32+2,03P
NaFeEDTA 6.75+1.67%% 6.50+1.36%%  6.70+1.60%% 6.40+2.020%?
Coeficientedevariacion (%) 29.47 27.18 25.91 33.74

*@Medias con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).
*% Medias con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05).
! DE= Desviacion estandar.

Por ultimo, en el atributo de aceptacién general (Cuadro 9), los panelistas finalmente
identificaron que los tratamientos control y el NaFeEDTA los prefieren de igual manera
con un nivel de aceptacion de “me gusta moderadamente” mientras que el tratamiento
FeSO,+VC fue el que menos prefirieron con un nivel de aceptacion de “me gusta poco”.
El atributo de aceptacion general se comport6 similar al atributo de amargor ya que en la
primera fase de evaluacion sensorial, los panelistas lograron identificar diferencias entre
los tratamientos para los dos tipos de leches pero para la segunda fase de evaluacion
sensorial no encontraron diferencias lo que posiblemente también fue provocado por el
efecto enmascarador de la acidez de la leche. La aceptacion general fue el atributo
determinante para seleccionar el mejor tratamiento en la leche pasteurizada y UHT, para
realizar el andlisis sensorial de preferencia a nifios escolares entre 5 a 12 afios de edad.

Cuadro 9. Andlisis sensorial del atributo aceptacion general de leches.

Pasteurizado Ultrapasteurizado
Tratamiento Dial Dia 3 Dia 1 Dia 3
Media + DE' Media+ DE  Media+ DE Media + DE
Control 6.85+1.409% 6.73+1.550%  7.37+1.15%2 6.37+1.922
FeSO4+VC 6.17+1.83%" 6.27+1.48%%  6.43+1.89%° 5.88+1.97%?
NaFeEDTA 7.08+1.520? 653+1.31%  7.03+1.46%% 6.45+1.85%2
Coeficientedevariacion(%) 23.81 22.28 22.04 30.72

*%Medias con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).
*Z Medias con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05).
! DE= Desviacion estandar.
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Analisis sensorial de preferencia. El analisis sensorial de preferencia llevada a cabo con
los nifios escolares de entre 5y 12 afios de edad de la Escuela Bixby Stone, mostr6é que
los nifios prefirieron de igual manera (P<0.05) el tratamiento control en comparacion al
NaFeEDTA para la leche pasteurizada y UHT, lo que evidencia que el NaFeEDTA puede
ser una fuente confiable de hierro para la fortificacion de la leche que se proporciona en el
Programa de Merienda Escolar de Honduras sin que altere significativamente sus
caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas.

Cuadro 10. Andlisis sensorial de preferencia en nifios escolares.

Comparacion pareada de tratamientos t?
P-Control : P-NaFeEDTA 1.147
UHT-Control : UHT-NaFeEDTA 1.835

®Valores t superiores a 1.998 indica diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos comparados.

A pesar de que el NaFeEDTA es aproximadamente entre seis a ocho veces el precio del
sulfato ferroso por una cantidad equivalente de hierro, su costo disminuye
significativamente cuando se toma en cuenta la biodispobilidad de hierro en la matriz del
alimento. EI hierro monosodico EDTA es tres a cuatro veces mas biodisponible que el
sulfato ferroso (Layrisse et al. 2000) en presencia de compuestos fitatos que se encuentran
naturalmente en granos basicos y que forman parte de la dieta de la merienda escolar, por
lo tanto es una ventaja importante para esta fuente de hierro. Dicho lo anterior, el
NaFeEDTA justifica ser utilizado como una posible fuente clave para combatir los altos
indices de anemia ferropénica en Honduras.
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4. CONCLUSIONES

Los tipos de hierro utilizados no influyeron en las caracteristicas fisicas, quimicas
y sensoriales de la leche a excepcion del atributo sabor residual, amargor y
aceptacion general.

El hierro monosédico EDTA fue la mejor fuente de hierro, potencial para fortificar
la leche de la Ley del VVaso de Leche del Gobierno de Honduras.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio fortificacion pre-tratamiento térmico para determinar el
comportamiento y definir la dosis del fortificante hierro monosédico EDTA
considerando las pérdidas por exposicion al calor.

Realizar estudios de absorcion para conocer la biodisponibilidad del hierro en la
leche pasteurizada y ultrapasteurizada.

Realizar un estudio de la factibilidad financiera de utilizar el hierro monosddico
EDTA como fortificante en lacteos y derivados.

Utilizar el hierro monosdédico EDTA en la leche de la Ley del Vaso de Leche

como una potencial fuente de hierro para reducir a largo plazo los indices de
anemia ferropénica en Honduras.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Hoja sensorial de preferencia para leche pasteurizada, utilizada con nifios de la

Escuela Bixby Stone
TR,

Taste both milks ; Which one do you prefer? Please choose
only one painting the smile face:

Anexo 2. Hoja sensorial de preferencia para leche ultrapasteurizada, utilizada con nifios

de la Escuela Bixby Stone
Y.

Taste both milks ; Which one do you prefer? Please choose
only one painting the smile face:
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Anexo 3. Hoja de evaluacion sensorial de aceptacion con escala hedonica de nueve puntos utilizada para los tratamientos.
Hoja de evaluacion Sensorial de Leche Fluida Entera
Instrucciones:
e Se le presentaran 3 muestras de leche fluida entera, galletas soda y un vaso con agua
e Observe y pruebe cada muestra indicando con una “X” el grado que usted perciba de cada atributo.
e Recuerde tomar agua y una gallera entre cada muestra.
Muchas gracias por su colaboracion.

No. Muestra: Disgusta Disgusta Disgusta Disgusta No me gusta ni Gustapoco Gusta Gusta Gusta
extremado mucho moderado poco me disgusta 6 moderado mucho extremado
1 2 3 4 5 7 8 9

Color

Aroma

Viscosidad

Amargor

Sabor Residual
Aceptacion general

No. Muestra: Disgusta Disgusta Disgusta Disgusta No me gusta ni Gustapoco Gusta Gusta Gusta
extremado mucho moderado poco me disgusta 6 moderado mucho extremado
1 2 3 4 5 7 8 9

Color

Aroma

Viscosidad

Amargor

Sabor Residual
Aceptacion general

No. Muestra: Disgusta Disgusta Disgusta Disgusta No me gusta ni Gustapoco Gusta Gusta Gusta
extremado mucho moderado poco me disgusta 6 moderado mucho extremado
1 2 3 4 5 7 8 9

Color

Aroma

Viscosidad

Amargor

Sabor Residual
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Anexo 4. Carta de consentimiento para los padres de familia de la Escuela Bixby Stone.
Honduras, 22 de agosto del 2013

Sefiores.-
Padres de familia
Presente

Ref.- Carta de consentimiento informado

Nuestros nombres son Marco Toc y Alba Mayta estudiantes de cuarto afio de la carrera
de Agroindustria Alimentaria, mediante la presente queremos extenderle una invitacion a
su hijo(a) para participar de un panel sensorial que busca evaluar la preferencia de un
producto lacteo el dia martes 27 de agosto de 2013.

El panel sensorial es parte del estudio que estamos realizando en nuestro proyecto especial
de graduacion cuyo objetivo es determinar cual de los hierros fortificantes es el de mayor
preferencia para los nifios. Trabajamos bajo la asesoria de los docentes Dr. Luis Osorio y
la Ing. Paola Carrillo del Departamento de Agroindustria Alimentaria de La Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano.

En caso de aceptar participar en el estudio: la evaluacion sensorial tendra dos etapas,
primero su hijo (a) recibira una bandeja con dos muestras pequefias de leche (1 onza cada
uno) y se le preguntara acerca de su preferencia sobre una de ellas. Posteriormente, se le
entregard una galleta y agua pura para que descansen un momento. En la segunda etapa,
que se llevara después del receso, su hijo (a) recibird otra bandeja con dos muestras
pequefias de leche (1 onza cada uno) y nuevamente se le preguntard acerca de su
preferencia sobre una de ellas. La informacion recopilada tendrd los objetivos ya
mencionados.

El enfoque de fortificacion que estamos evaluacion se debe a los grandes problemas que
la deficiencia de hierro en la salud, esta deficiencia es un tema de salud publica de
caracter mundial. Esperamos muy atentamente nos pueda apoyar y una pronta respuesta.

Aclaraciones:

e Su decision de permitir participar en el estudio a su hijo(a) es completamente
voluntaria, no se le brindara beneficios econémicos por ser parte de ella.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para el(a) nifio(a), en caso de no
aceptar la invitacion.

e Si decide permitir participar a su hijo(a) en el estudio y el dia de la prueba el
nifio(a) no quiere participar, el nifio (a) puede retirarse en el momento que lo
desee.

e No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e En el transcurso del estudio, el nifio(a) podra solicitar informacion actualizada a
los investigadores responsables sobre lo que se estéa realizando.
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Si usted estd de acuerdo, le pedimos por favor que llene y firme la Carta de
Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

Para cualquier informacidn adicional puede contactar a las siguientes personas:

Paola Carrillo H. M.Sc. Luis Osorio Ph.D.
Profesora Asistente Director de Carrera
ecarrillo@zamorano.edu losorio@zamorano.edu
Agroindustria Alimentaria Agroindustria Alimentaria
Zamorano Zamorano

Agradecemos de antemano su gentileza al leer este documento.

Atentamente,

Alba Mayta Marco Toc

Estudiante de cuarto afio Estudiante de cuarto afio
alba.mayta@est.zamorano.edu marco.toc@est.zamorano.edu
Agroindustria Alimentaria Agroindustria Alimentaria
Zamorano Zamorano
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Carta de Consentimiento Informado

Por favor marcar solamente una respuesta:

Si___ No He leido y comprendido las condiciones y riesgos descritos
en este documento.
Si___ No Doy permiso de que se tomen fotografias y video sin que mi

cara u otra identificacion sea captada y que sean utilizadas
solo para fines demostrativos.
Si___ No Deseo que mi hijo(a) participar en este estudio.

Su nombre (Letra de molde)

Nombre de su hijo(a) (Letra de molde)

Su firma Fecha

Seccion para los Investigadores:

Confirmo que el participante ha tenido la oportunidad de preguntar sobre el estudio y
todas las dudas han sido respondidas correctamente segin mi mejor conocimiento y
habilidad. =~ Ademas confirmo que el individuo no ha sido obligado para dar el
consentimiento y que éste ha sido libre y voluntariamente su participacion.

Una copia de esta carta ha sido provista al participante.

Nombre del investigador/a:

Firma del investigador/a:

Nombre del investigador/a:

Firma del investigador/a:

Fecha:

27



a

Nutrition Facts

Serving Size 1 Cup (2579)
Servings Per Container 4

Amount Per Serving
Calories 150  Calories from Fat 70
% Daily Value*

Total Fat 8g 12%
Saturated Fat 5g 25%
Trans Fat Og

Cholesterol 20mg 7%

Sodium 160mg 7%

Total Carbohydrate 129 4%
Dietary Fiber Og 0%
Sugars 12g

Protein 89

Vitamin A 4% « Vitamin C 0%

Calcium 35%  + Iron 2%
*Percent Datly Vilues are based on a 2. 000 calone
diet Your daily values may be higher or lower

depending on your calocie needs:
Calocies 2,000 2500
Total Fat Less than 65 809
Satwated Fat  Lessthan 20g 25
Cholestorol Less than
Sedum Less than  2400mg 2.400mg
Total Carbonydrate a00g a7sg
Diatary Fiber 259 09
Calories per gram:

Fat® - Carbohydrate4 + Proleind
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Anexo 5. Prototipo de etiqueta nutricional de leche de vaca entera (3% grasa)
fortificar (a) y fortificado con hierro monosddico EDTA (b).

Nutrition Facts

Serving Size 1 Cup (257g)

Servings Per Container 4

Amount Per Serving

Calories 150  Calories from Fat 70

% Daily Value*

Total Fat 8g 12%
Saturated Fat 5g 25%
Trans Fat Og

Cholesterol 20mg 7%

Sodium 160mg %

Total Carbohydrate 12g 4%
Dietary Fiber Og 0%
Sugars 129

Protein 89

Vitamin A 4% « Vitamin C 0%

Calcium 35% =+ lIron 20%
*Percent Daly Vilues are based on a 2.000 calone
diet Your daily values may be higher or lower

depending on your calocie needs:
Calocies: 2,000 2500
Total Fat Less than  85g 809
Saturated Fat  Less than  20g 25g
Cholesterol Less than 300mg  300mg
Sedum Less than  2400mg  2.400mg
Total Carbonydrate 200g a7sg
Dietary Fiber 25g 309
Calones per gram
Fat 9 « Carbohydrate 4 + Prolein 4
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