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RESUMEN 

Objetivo: Evaluar la biodisponibilidad del hierro en ali-
mentos infantiles fortificados con hierro (papillas), usando el 
método “in vivo” en ratas Holtzman sin anemia.  

Métodos: Diseño experimental controlado y aleatorizado. 
Se emplearon 48 ratas de la cepa Holtzman sin anemia que 
se asignaron durante 10 días a 4 tipos de dieta: Grupo 1 
(Papilla A), Grupo 2 (Papilla B), Grupo 3 (Caseína con hierro) 
y grupo 4 (Caseína sin hierro). Los animales se colocaron en 
jaulas metabólicas individuales para determinar el consumo 
de la dieta y las excretas de manera diaria. La biodisponibili-
dad de hierro se determinó a través del balance metabólico, 
coeficiente de digestibilidad aparente y porcentaje de reten-
ción del hierro.  

Resultados: El consumo de alimentos, la ganancia de 
peso, la ingesta de hierro y excreción fecal de hierro fue sig-
nificativamente mayor en los grupos con dieta a base de pa-
pillas (p< 0,05) comparados con los grupos de caseína, el 
balance metabólico de hierro, coeficiente de digestibilidad y 
porcentaje de retención de hierro fueron negativos en los 
grupos de papillas y caseína sin hierro, mientras que el 
grupo caseína con hierro mostró un balance positivo de hie-
rro en los 3 indicadores, estas diferencias fueron significati-
vas (p< 0,05).  

Conclusiones: Las dietas en base a papillas mostraron 
menor biodisponibilidad de hierro comparadas con la dieta ca-
seína con hierro, lo cual indicaría que los insumos utilizados 
en la formulación de las papillas podrían estar afectando la 
absorción del hierro. 
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ABSTRACT 

Objective: To evaluate the bioavailability of iron in fortified 
baby food (porridge), using the “in vivo” method in Holtzman 
rats without anemia.  

Methods: Randomized and controlled experimental de-
sign. 48 rats of the Holtzman strain without anemia were 
used, which were assigned for 10 days to 4 types of diet: 
Group 1 (Porridge A), Group 2 (Porridge B), Group 3 
(Casein with iron) and Group 4 (Casein without iron). The 
animals were placed in individual metabolic cages to deter-
mine the consumption of diet and excreta on a daily basis. 
Iron bioavailability was determined through metabolic bal-
ance, apparent digestibility coefficient, and iron retention 
percentage.  

Results: Food consumption, weight gain, iron intake and 
fecal iron excretion were significantly higher in the groups 
with a porridge-based diet (p <0.05) compared to the casein 
groups, the metabolic balance of iron, digestibility coefficient 
and iron retention percentage were negative in the porridge 
and casein groups without iron, while the casein group with 
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iron showed a positive balance of iron in the 3 indicators, 
these differences were significant (p <0, 05).  

Conclusions: The porridge-based diets showed lower 
bioavailability of iron compared to the casein diet with iron, 
which would indicate that the inputs used in the formula-
tion of the porridges could be affecting the absorption of 
iron. 
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INTRODUCCIÓN 

La anemia en el Perú continúa siendo un problema severo 
de salud pública. A pesar del esfuerzo multisectorial del go-
bierno por abordar esta enfermedad, desde el 2015 hasta el 
2019 solo se han reducido 3,4 puntos porcentuales1. Los gru-
pos etarios más afectados por la anemia son los niños de 6 a 
11 meses de edad que muestran prevalencias de hasta 59%, 
con las consecuentes pérdidas físicas, cognitivas, económicas 
y laborales en la vida futura2. 

Por otra parte, existe la preocupación de que el impacto 
negativo de la pandemia por COVID-19 en el empleo, los in-
gresos y la economía incremente la inseguridad alimentaria 
a nivel mundial, especialmente en hogares con niños pe-
queños3,4, el Perú no es ajeno a estos efectos y la actual po-
lítica de suplementación con hierro será insuficiente para 
enfrentar los problemas de anemia y desnutrición infantil, 
por ello las intervenciones para mitigar esta crisis, deben in-
cluir papillas que provean energía y proteínas además de 
micronutrientes5.  

El principal desafío de las intervenciones con alimentos in-
fantiles tipo papilla es proveer suficiente hierro para cubrir los 
requerimientos nutricionales de los niños; sin embargo, las 
papillas se elaboran en base a gramíneas, quenopodiáceas y 
leguminosas6 que contienen fitatos, taninos, polifenoles, pec-
tinas y oxalatos. Estos compuestos tienen efecto inhibidor en 
la absorción del hierro ya que forman complejos insolubles7 y 
afectan la biodisponibilidad de hierro8,9. 

Desde esa perspectiva, el actual contexto de COVID-19, 
muestra la necesidad de proveer alimentos infantiles en las 
zonas de mayor inseguridad alimentaria del Perú5 para pre-
venir la anemia y desnutrición infantil. Sin embargo, antes de 
iniciar estas intervenciones se debe determinar la biodisponi-
bilidad del hierro en las papillas. A pesar de la importancia de 
esta información, a la fecha, en el Perú no se han publicado 
estudios al respecto. Por ello el objetivo del presente artículo 
fue determinar la biodisponibilidad del hierro contenido en 
papillas, a través del método “in vivo” en ratas Holtzman re-
cién destetadas, aplicando el principio de balance metabólico 
del hierro10. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Diseño de investigación y animales de experimen-
tación: Se desarrolló un estudio experimental controlado y 
con asignación aleatoria a diferentes dietas. Se seleccionaron 
48 ratas de la cepa Holtzman, recién destetadas y de 21 días 
de nacidas, procedentes del bioterio de la Facultad de 
Zootecnia, Universidad Nacional Agraria La Molina. Para ob-
tener animales con pesos homogéneos se realizaron aparea-
mientos de animales de la línea Holtzman. Las ratas se dis-
tribuyeron en jaulas metabólicas individuales que permitían 
recoger el total de heces y orina de cada animal, divididas en 
cuatro grupos y que recibieron, durante 10 días, cuatro tipos 
de dieta. 

Dietas experimentales: El estudio incluyó 4 tipos de die-
tas experimentales elaboradas con el criterio de dietas isoca-
lóricas e isoproteicas. Las dietas en cada grupo fueron: Grupo 
1 papilla A (Se trabajó con muestra A de alimento infantil for-
tificado), grupo 2: papilla B (Se trabajó con muestra B de ali-
mento infantil fortificado), grupo 3: (Dieta en base a caseína 
con aporte de hierro similar al promedio de hierro de las pa-
pillas A y B: control positivo) y grupo 4: (Dieta en base a ca-
seína sin hierro: control negativo). Las papillas A y B se ob-
tuvieron directamente de los lotes de entrega de las dos 
empresas proveedoras de este alimento para programas so-
ciales. Las dietas y el agua desionizada fueron administradas 
de forma “ad libitum” por 10 días. El análisis químico proximal 
de los cuatro tipos de dieta, se realizó siguiendo el método 
análisis inmediato de los alimentos11, para el cálculo de ener-
gía disponible se aplicaron los factores de Atwater12, los re-
sultados se presentan en la tabla 1.  

Procedimientos: Los animales experimentales fueron 
seleccionados por pesos homogéneos y asignados de ma-
nera aleatoria a los distintos grupos experimentales. Luego 
se colocaron en jaulas metabólicas individuales donde fue-
ron alimentados con las dietas correspondiente por un es-
pacio de 10 días. Además, el consumo de alimento y los 
controles de excretas (orina y heces) se realizaron diaria-
mente. Las ratas fueron pesadas al inicio, durante y al final 
de la prueba experimental para determinar la ganancia de 
peso en los diferentes momentos. Se determinó el contenido 
de hierro de las muestras de papilla, dietas experimentales 
y excreciones metabólicas como heces y orina; siguiendo el 
método de la AOAC13.  

También se midieron los niveles de hemoglobina en todos 
los grupos al final de la prueba experimental, para ello se 
colectaron 10 microlitros de sangre haciendo un pequeño 
corte al nivel de la punta de la cola de los animales. La de-
terminación del contenido de hemoglobina se realizó si-
guiendo el método colorimétrico para la determinación de 
Hemoglobina como cianuro de Hemoglobina en sangre 
(Método colorimétrico HemogloWiener, de WIENER Labora -
torios SAIC, Argentina). 
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La evaluación de la biodisponibilidad del hierro se hizo a 
través del balance metabólico de hierro (BM), el coeficiente 
de digestibilidad aparente (CDA) y el porcentaje de retención 
de hierro (RI) que se calcularon a partir de la ingestión del 
hierro y de su excreción por heces y orina10,14, según las si-
guientes fórmulas: 

BM = Fe ingerido – (Fe fecal + Fe urinario) 

CDA = (Fe ingerido - Fe fecal) x 100/ Fe ingerido 

RI = [Fe ingerido – (Fe fecal + Fe urinario)] x 100/ Fe in-
gerido 

Donde:  

Fe ingerido: Cantidad de hierro (g) proveído por la dieta 

Fe fecal: Cantidad de hierro (g) perdido por las heces 

Fe urinario: Cantidad de hierro (g) perdido por la orina 

Análisis estadístico 

Los datos se procesaron en Microsoft Excel 2007 y se ana-
lizaron en STATA 15. Para los datos descriptivos se estimaron 
los promedios y desviación estándar del consumo de alimen-
tos y excreción urinaria y fecal, así como de los indicadores 
de peso y hemoglobina, luego se procedió a verificar la dis-
tribución normal de los datos a través de la prueba Shapiro-
Wilk y la homogeneidad de varianzas con el test de Levene. 
Finalmente se aplicó la prueba de análisis de varianza 
(ANOVA) para el consumo de alimentos, incremento de peso, 
hierro ingerido y excretado vía fecal y urinario de las 4 dietas 
experimentales, así como en el balance metabólico del hierro, 
coeficiente de digestibilidad y porcentaje de retención de hie-
rro. En los casos que se encontró diferencia significativa se 
aplicó la prueba de post-hoc Bonferroni. En todas las pruebas 

se consideró significativo un valor de probabilidad (p-value) 
menor de 0,05.  

Aspectos éticos 

Todos los procedimientos para el manejo de los animales se 
realizaron respetando los lineamientos de la Guía de uso y 
cuidado de animales de laboratorio del Consejo Nacional de 
Investigación de Estados Unidos15. 

RESULTADOS 

El consumo total de alimentos fue casi el doble en los grupos 
de las papillas A y B en relación a los dos grupos de caseína, de 
la misma forma el total de heces excretadas fue mayor en los 
grupos A y B; sin embargo, el total de orina excretada fue simi-
lar entre todos los grupos a excepción del grupo papilla A que 
fue menor a 20 ml. El promedio del peso inicial de las ratas va-
rió de 64,2 a 72,1 gramos y se encontró un aumento significa-
tivo (p< 0,05) en la ganancia de peso en los grupos papilla A y 
B, comparados con los dos grupos de caseína (Tabla 2). 

La Tabla 3 muestra que el grupo papilla B tuvo la ingesta 
más alta de hierro (5,50 mg) y que no se encontró diferencia 
en ingesta de hierro entre los grupos de papilla A y B, en 
tanto que el grupo caseína con hierro (1,83 mg) y caseína sin 
hierro (0,24 mg) tenían los menores valores y fueron diferen-
tes con todos los demás grupos (p<0,05); la excreción de hie-
rro urinario mostró el mismo comportamiento. Respecto a la 
excreción fecal la pérdida de hierro por heces fue mayor a la 
ingesta en todos los grupos, excepto en el de caseína con hie-
rro, además los valores de todos los grupos fueron significa-
tivamente diferentes (p< 0,05).  

En cuanto al balance metabólico se encontró balance positivo 
de hierro solo en el grupo caseína con hierro (0,39 mg), mien-
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Tabla 1. Análisis químico-proximal de las dietas experimentales (g/100g) *.

*En base fresca. ** En el grupo 3 y 4 las cantidades fueron imperceptibles. *** ELN: Extracto Libre de Nitrógeno.

Nutrientes

Dieta experimental

Grupo 1:  
Papilla A

Grupo 2:  
Papilla B

Grupo 3: 
Caseína con hierro

Grupo 4: 
Caseína sin hierro

Energía (Kcal) 431,9 419,8 408,3 408,7

Proteína total (g) 14,5 15,1 14,3 14,2

Grasa total (g) 14,1 10,6 7,9 8,0

Fibra cruda (g) ** 0,5 0,5 — —

Minerales (mg) 4,2 3,9 1,9 2,0

ELN*** (g) 61,7 65,8 69,7 69,9

Hierro (mg/100g) 8,66 10,08 6,52 0,77



tras que los demás grupos tuvieron balances negativos; además 
el grupo caseína con hierro y el grupo papilla A mostraron dife-
rencias significativas con todos los grupos. El coeficiente de di-
gestibilidad también reveló un valor positivo solo para el grupo 
de caseína con hierro (22%) y diferencias significativas con los 
demás grupos. Por su parte el indicador de retención de hierro 
confirmó que el grupo de caseína con hierro mostró una reten-
ción de 21%, la cual fue significativamente diferente a los de-
más grupos que evidenciaban pérdidas, destacando el grupo de 
caseína sin hierro con una retención de -107 %. (Tabla 3). 

También se evaluaron los niveles de hemoglobina de cada 
grupo al finalizar el período de estudio y al comparar el pro-
medio de hemoglobina en los 4 grupos experimentales, se en-
contró que el grupo de caseína con hierro mostró diferencias 
significativas (p< 0,05) con los grupos papilla B y caseína sin 
hierro (Gráfico 1).  

DISCUSIÓN  

Los resultados del estudio muestran balance positivo en el 
grupo de dieta caseína con hierro, evidenciando una mayor bio-
disponibilidad de hierro en este grupo, mientras que las otras 
dietas no evidenciaron absorción de hierro. Estos resultados 
también se corroboran en los mayores niveles de hemoglobina 
al finalizar el estudio, del grupo de dieta caseína con hierro, 
frente a los grupos papilla B y caseína sin hierro. 

Otros estudios también han reportado resultados similares, 
Padrón et al., comparando dietas en base a pan, blanco, in-
tegral y dieta de caseína en animales experimentales de la-
boratorio, encontraron balance positivo solo en la dieta a base 
de caseína con hierro15, por su parte Chaud et al., encontra-
ron similar eficacia para la repleción de hemoglobina en ratas 
al comparar sulfatos ferrosos con un complejo peptídico de 
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Tabla 2. Características de consumo de alimentos, excretas, peso inicial, peso final y ganancia de peso en animales según dieta expe-
rimental por 10 días (X ± DE).

ANOVA, prueba de post-hoc Bonferroni. Los valores con letras diferentes representan diferencias significativas entre los grupos de comparación, p<0.05.

Características

Dieta experimental

Papilla A  
(n=8)

Papilla B  
(n=8)

Caseína con hierro 
(n=16)

Caseína sin hierro 
(n=16)

Total de alimento consumido (g) 52,7 ± 2,79 52,4 ± 4,46 26,4 ± 2,07 28,1 ± 3,54

Total de heces excretadas (g)  6,86 ± 0,75  6,13 ± 1,03  1,47 ± 0,26  1,66 ± 0,37

Total de orina excretada (ml) 19,6 ± 10,49 25,5 ± 8,65 25,8 ± 14,76 24,3 ± 14,27

Peso inicial (g) 70,9 ± 4,32 72,1± 7,04 64,2 ± 2,86 63,3 ± 3,95

Peso final (g) 98,5 ± 3,01 98,5 ± 6,44 71,2 ± 3,73 74,5 ± 6,02

Ganancia de peso (g) 27,5 ± 4,04a 26,4 ± 3,25a 7,0 ± 1,37b 11,2 ± 2,17b

Tabla 3. Ingesta, excreción urinaria y fecal de hierro, balance de hierro, coeficiente de digestibilidad y retención de hierro según dietas 
experimentales por 10 días (X ± DE).

ANOVA, prueba de post-hoc Bonferroni. Los valores con letras diferentes representan diferencias significativas entre los grupos de comparación, p<0.05.

Características
Dieta experimental

Papilla A Papilla B Caseína con hierro Caseína sin hierro

Ingesta de hierro (mg)  4,81 ± 0,24a 5,50 ± 0,45a 1,83 ± 0,12b 0,24 ± 0,02c

Excreción de hierro urinario (mg) 0,02 ± 0,01a 0,03 ± 0,01a 0,01 ± 0,00b 0,13 ± 0,00c

Excreción de hierro fecal (mg) 6,60 ± 0,62a  6,02 ± 1,83b 1,42 ± 0,21c  0,35 ± 0,07d

Balance metabólico de hierro (mg) -1,81 ± 0,39a -0,55 ± 0,34b  0,39 ± 0,28c -0,25 ± 0,08b

Coeficiente de digestibilidad (%)  -37,5 ± 10,02a -9,8 ± 6,75a,b 22,0 ± 15,12c -49,4 ± 38,13a,d

Retención de hierro (%)  -38,5 ± 10,01a -15,4 ± 11,76a 21,0 ± 15,17b -107,0 ± 45,55c



Fe3+ en base a un hidrolizado enzimático de caseína16. Un es-
tudio reciente en mujeres jóvenes no anémicas, ha confir-
mado la eficacia equivalente entre los complejos ferro-protei-
cos de caseína y el sulfato ferroso17. 

Además se encontró que los grupos papilla A y B consu-
mieron casi el doble de la cantidad de alimentos que los dos 
grupos de caseína, por tanto tuvieron una mayor ingesta de 
energía y de hierro (más del doble); sin embargo solo el au-
mento de peso en los grupos papilla A y B fue consistente con 
la mayor ingesta de alimentos, mientras que en el caso del 
hierro no aumento significativamente la hemoglobina y no 
presentaron balance positivo, este comportamiento diferen-
ciado del hierro, estaría explicado por que los grupos de pa-
pilla presentaron mayor cantidad de hierro perdido en heces 
y orina, que los grupos de caseína. Las razones del mayor 
consumo de alimentos de las dietas en base a papillas podrían 
deberse más que a la calidad nutricional a aspectos organo-
lépticos como el olor o sabor de las dietas en base a caseína 
tal como lo reporta el Instituto de Nutrición e Higiene de los 
Alimentos de Cuba18. 

Dentro de los factores que influyen en la absorción del 
hierro, se reconocen tres importantes: el estado de hierro 
de los animales, la forma en la que está presente el hierro 

en la dieta y por último la presencia en la dieta de promo-
tores e inhibidores de la absorción del hierro19. Respecto al 
estado de hierro de los animales, se debe mencionar que al 
inicio del estudio todos los animales tenían niveles similares 
de hemoglobina; por lo que este factor de influencia podría 
estar de algún modo controlado. En cuanto a la forma de 
hierro presente en las dietas experimentales tanto para las 
dietas a base de caseína como para las papillas elaboradas, 
se utilizó el mismo tipo de hierro en forma de sulfato ferroso 
que posee una solubilidad alta, reactividad alta y biodispo-
nibilidad media6.  

Por lo tanto, las razones de porque solo el grupo de case-
ína con hierro tuvo balance positivo comparado con los otros 
podría deberse a la presencia en las dietas de promotores e 
inhibidores de la absorción del hierro. Respecto a los inhibi-
dores, se debe mencionar que las papillas se elaboran en 
base a mezclas de harinas de vegetales como cereales y le-
guminosas que contienen naturalmente inhibidores de la ab-
sorción de hierro como ácido fítico, polifenoles, entre otros, 
los cuales reducen marcadamente la absorción de hierro no 
hemo19,20. Además, otros factores dietarios presentes en ve-
getales, como los fitatos, las pectinas, los oxalatos y los fos-
fatos de la dieta, pueden influir en la absorción intestinal ya 
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Gráfico 1. Hemoglobina final en animales según dietas experimentales por 10 días.

ANOVA, prueba de post-hoc Bonferroni. Los valores con letras diferentes representan diferencias significativas entre los grupos de com-
paración, p<0.05.



que tienden a insolubilizar el hierro, reduciendo de ese modo 
su biodisponibilidad21,22.  

En cuanto a los promotores de la absorción de hierro, se ha 
propuesto que los péptidos derivados de caseína tienen ca-
pacidad de conformar complejos con hierro9,23 y que estos 
péptidos quelantes pueden mejorar la solubilidad del hierro, 
primero porque los caseinofosfopéptidos (CPP) se enlazan 
con el hierro en sitios de unión específicos facilitando su ab-
sorción a través del epitelio intestinal24,25; además al estar 
formando un complejo se protege al hierro de los efecto de la 
celulosa, fosfato y oxalato26; en consecuencia la biodisponibi-
lidad del hierro estaba estrechamente relacionada con la 
fuerza de quelación27. Una revisión sistemática actualizada a 
2018 reporta la eficacia similar entre el sulfato ferroso y los 
péptidos de hierro derivados de caseína28, la cual estaría ex-
plicada en parte por la formación de péptidos quelantes con 
la caseína, aunque se ha observado este fenómeno también 
con otras fuentes de proteína animal. 

El estudio presenta algunas limitaciones entre ellos se debe 
mencionar que el modelo empleado determina el balance me-
tabólico a través de la absorción aparente de hierro, sin em-
bargo, existen otros modelos como radioisótopos de hierro 
marcados que permiten determinar con mayor precisión la 
absorción metabólica del hierro29. Además, otros estudios de-
terminan los resultados de la provisión de hierro en dietas ex-
perimentales a través de la reconversión y ganancia de he-
moglobina en diseños con animales anémicos, sin embargo, 
en nuestro estudio empleamos animales en condiciones nor-
males, sin anemia. El presente es un estudio en animales que 
comprueba la baja biodisponibilidad del hierro que fortifica los 
alimentos infantiles o papillas, sin embargo, es necesario que 
este tipo de estudios se realicen en seres humanos para com-
probar los hallazgos. 

CONCLUSIONES 

Los resultados del estudio muestran que la dieta experi-
mental a base de caseína con hierro tenía mayor biodisponi-
bilidad del hierro comparada con las dietas en base a papillas 
de leguminosas y cereales, en un modelo “in vivo”. Además, 
en el porcentaje de retención de hierro la dieta a base de ca-
seína con hierro mostró valores positivos, evidenciando la ab-
sorción de hierro, mientras que en las otras dietas fue nega-
tivo. Es necesario evaluar la biodisponibilidad del hierro en los 
alimentos que se elaboren para los niños menores de 3 años 
antes de su distribución, para asegurar una fuente de hierro 
adecuada y proveer una intervención con plausibilidad bioló-
gica para incrementar los niveles de hemoglobina y garanti-
zar el éxito de las intervenciones contra la anemia infantil. 
Asimismo, recomendamos evaluar el contenido de inhibidores 
de hierro en los alimentos, sobre todo las leguminosas, que 
se incluyen en la elaboración de alimentos infantiles contra la 
anemia para reemplazar su uso o aplicar técnicas que permi-
ten reducir su efecto sobre la biodisponibilidad del hierro.  
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