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RESUMEN

Los animales de laboratorio deben ser alimentados con dietas no contaminadas y
nutricionalmente adecuadas, diariamente o acorde a requerimientos particulares. Los
subcomités de nutricibn del National Research Council Comittee establecen los
requerimientos nutricionales de los animales de laboratorio abordando ademas los
temas de control de calidad, ausencia de contaminantes quimicos, microbiolégicos y
la presencia de toxicos naturales de los ingredientes, ademas de la biodisponibilidad
de los nutrientes en los alimentos. El alimento concentrado en nutrientes esta
constituido en su mayor parte por subproductos de origen organico animal o vegetal.
Debido a esto, se requieren condiciones apropiadas de elaboracion, transporte y
almacenamiento con el fin de contrarrestar la alta susceptibilidad del producto a
alteraciones microbianas, lo cual incide directamente en cuadros infecciosos de la
mayoria de las enfermedades de los animales como consecuencia de bacterias como
Salmonella sp, las toxinas producidas por Staphylococcus aureus, 0 por la presencia
de micotoxnas producidas por hongos.

Todo conlleva a determinar la calidad microbioldgica, fisicoquimica y nutricional de
alimentos balanceados para consumo de animales de laboratorio en estos productos
gue son elaborados y comercializados en nuestro medio.

Los resultados obtenidos de este estudio permitieron establecer la importancia de
mantener la calidad de los pardmetros microbiolégicos, fisicoquimicos y nutricionales,
en este tipo de alimentos, de tal manera que sirvan de base para calificar un alimento
balanceado como apto para el consumo de los animales de laboratorio.

La experiencia con las muestras demostraron que las caracteristicas microbioldgicas
son aceptables, pero se pudo evidenciar que las caracteristicas nutricionales y
fisicoquimicas en la mayoria de las muestras analizadas no cumplen los
requerimientos para este tipo de animales de laboratorio.

Se encontraron 2 muestras (13 por ciento) con recuento de bacterias aerdbias
mesodfilas por encima de los valores de referencia microbiolégicos recomendados
<1x10° UFC/g para este tipo de alimentos.

En 6 muestras (40 por ciento) se encontré recuento de coniformes totales fuera de los
valores de referencia microbiolégicos recomendados mayores a 1x10? UFCIg.
Mediante pruebas bioquimicas se identificdé Escherichia coli en 4 muestras (27 por
ciento) y Enterobacter cloacae en 2 muestras (14 por ciento).

En el recuento de mohos y levaduras se encontraron 6 muestras (40 por ciento) fuera
de los valores de referencia microbioldgicos recomendados de <1x10? UFC/ml. Se
identificd Penicillum sp. en 2 muestras (13 por ciento) y Candida sp. en 7 muestras (47
por ciento).

Ninguna de las muestras procesadas presenté desarrollo de Salmonella sp.

No se presentd desarrollo de Staphylococcus aureus en ninguna de las 15 muestras
procesadas. Sin embargo 12 muestras (80 por ciento) presentaron desarrollo de
Staphylococcus coagulasa negativa.

Con respecto a las caracteristicas nutricionales de las muestras procesadas, 8
muestras (53 por ciento) presentaron un contenido de proteinas menor al
requerimiento bromatoldgico requerido para alimento de roedores de laboratorio (ratas
y ratones) (19.0 por ciento), 1 muestra (7 por ciento) cumple con el requerimiento de
proteinas y 6 muestras (40 por ciento) presentaron contenido de proteinas mayor al
requerimiento nutricional.

El contenido de grasa se encontré por debajo del requerimiento bromatolégico en 9
muestras procesadas (60 por ciento), 1 muestra (7 por ciento) cumple con el contenido
requerido (3,30 por ciento) y 5 muestras (33 por ciento) presentaron contenido de
grasa mayor al requerimiento.

Se encontrd6 11 muestras (73 por ciento) con contenido de fibra por debajo del
requerimiento bromatoldgico requerido para alimento de roedores de laboratorio (4,90



por ciento), 4 muestras (27 por ciento) presentaron contenidos de fibra mayores al
requerimiento y ninguna muestra cumple con el contenido de fibra requerido.

Ninguna muestra cumple con el requerimiento de contenido de cenizas (6.70 por
ciento), 13 muestras (87 por ciento) presentaron contenido mayor y 2 muestras (13 por
ciento) contenido menor al requerido.

El porcentaje maximo de humedad es de 12 por ciento para este tipo de alimentos, se
encontré 2 muestras (13 por ciento) con contenido de humedad mayor a este valor, 12
muestras (80 por ciento) presentaron contenidos menores al valor maximo y solo 1
muestra (7 por ciento) se encontrd con contenido de humedad en el limite maximo
aceptable.

Los valores de acidez se encontraron por encima del valor maximo permisible que es
de 0.1 por ciento de acido lactico.

El contenido de carbohidratos no se realizé debido a que este componente no tiene un
valor establecido ya que depende de la cantidad que el investigador desee aportar a
un determinado alimento para un experimento especifico.

El valor energético de todas las muestras se encontrdo por debajo de los valores
recomendados para esta especie (3,6 — 3,8 Kcal/Kg).

Debe ponerse énfasis en tres factores importantes, para que el alimento sea utilizado
eficientemente por un animal, siendo estos los siguientes: la formulacion adecuada del
alimento, la manufactura del alimento y el manejo adecuado del alimento.
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l. INTRODUCCION

La nutricion constituye el factor que mayor influencia ejerce sobre el desarrollo de un
organismo vivo, si esta no es adecuada, se ven trastocados el potencial genético, la
reproduccion, y la longevidad de los mismos.

La dieta para una adecuada alimentacién de las especies de animales en el
laboratorio incluye aproximadamente 50 nutrientes esenciales, que deben contar con

un manejo apropiado para procurar mantener su calidad y cualidad.

Respecto a la alimentacion de los animales de laboratorio, estos deben ser
alimentados con dietas no contaminadas y nutricionalmente adecuadas, diariamente
0 acorde a requerimientos particulares. Los subcomités de nutricion del National
Research Council Committee establecen los requerimientos nutricionales de los
animales de laboratorio abordando ademéas los temas de control de calidad,
ausencia de contaminantes quimicos, microbiolégicos y la presencia de téxicos
naturales de los ingredientes, ademas de la biodisponibilidad de los nutrientes en los

alimentos.

El alimento concentrado en nutrientes esta constituido en su mayor parte por
subproductos de origen organico animal o vegetal. Debido a esto, se requieren
condiciones apropiadas de elaboracion, transporte y almacenamiento con el fin de
contrarrestar la alta susceptibilidad del producto a alteraciones microbianas, lo cual
incide directamente en cuadros infecciosos de la mayoria de las enfermedades en
los animales como consecuencia de bacterias, como Salmonella sp, las toxinas
producidas por Staphylococcus aureus, o por la presencia de micotoxinas

producidas por hongos.

Las buenas préacticas de fabricacion de alimentos (BPFA) constituyen un factor
importante para asegurar que los alimentos se fabriguen en forma uniforme y
controlada, de acuerdo con normas de calidad adecuadas al uso que se pretende dar

y conforme a las condiciones establecidas para su comercializacién



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ausencia de datos referente a la calidad microbiologica, fisicoquimica y
nutricional de alimentos balanceados para consumo de animales de laboratorio,
determina la necesidad de realizar un estudio que permita conocer dichas
caracteristicas en estos productos que son elaborados y comercializados en

nuestro medio.

Teniéndose en cuenta que tanto la conservacion como el control de dichas
caracteristicas constituyen aspectos fundamentales para el aseguramiento de la
calidad y de la estandarizacion de dietas para animales de laboratorio, determinara
que no se transformen en factores de distorsion de los resultados obtenidos en

estudios experimentales con animales de laboratorio.

Los resultados obtenidos de este estudio permitiran establecer la importancia de
mantener la calidad de los parametros microbioldgicos, fisicoquimicos y
nutricionales, en este tipo de alimentos, de tal manera que sirvan de base para
calificar un alimento balanceado como apto para el consumo de los animales de

laboratorio.

II. ANTECEDENTES

El estado nutricional de un animal de laboratorio esta directamente relacionado con

la alimentacién que recibe (cualitativa y cuantitativamente).

La nutricion es una variable que puede afectar, en distintos sentidos a los resultados
experimentales obtenidos. Asi, los resultados de un determinado estudio pueden
estar sesgados, o falseados de forma involuntaria, por factores que afectan a la
composicién de la dieta que ingieren los animales, como pueden ser los cambios

desconocidos en los constituyentes de la misma.*

Desde 1988 se han venido formulando, evaluando y aplicando diferentes tipos de

dietas con objeto de conocer la influencia de la proporcidon de proteinas, grasa y fibra



en la incidencia de enfermedades crénicas y de tumores. La compaosicion nutricional
de la dieta puede influir en el crecimiento, la aparicion de enfermedades, las

expectativas de vida, la aparicion de tumores y la respuesta a tratamientos quimicos.

Tras numerosos estudios de balance de nitrégeno, crecimiento, desarrollo y
capacidad de reproduccion, utilizando diferentes proteinas a distintos niveles en la
dieta, se ha propuesto, que las dietas de ingredientes naturales y para animales en
crecimiento, sea de una concentracion del 15 % de una proteina o mezcla proteica
de alta calidad. Actualmente, se estudia la posible relacion entre los aportes
proteicos y la presencia de algunas enfermedades infecciosas y parasitarias. Se ha
comprobado que aportes proteicos superiores a los recomendados como mas
convenientes, aumentan la frecuencia y la gravedad de la salmonelosis por S.
typhimurium en los ratones, siendo mucho mas elevada la tasa de mortalidad que

cuando el aporte proteico en la dieta es el adecuado.

Otros estudios indican que en las dietas de animales de experimentacion hay fuentes
de Hidratos de Carbono que deben utilizarse con precaucién e incluso no
emplearse. Este es el caso de la fructosa y la sacarosa (disacarido que contiene
fructosa), con capacidad para alterar el flujo glucolitico del hepatocito. Se ha descrito
que, tras la alimentacion con estos azucares, un incremento en el peso del higado
junto con un mayor contenido en glucégeno vy triglicéridos (hipertrigliceridemia) y

alteraciones renales con nefrocalcinosis.

“Estudios realizados en ratas ponen en evidencia que, la fibra insoluble hasta niveles
” 1

dietéticos del 20 % no afecta al crecimiento del animal”.
En estudios a largo plazo realizados en ratas, se ha visto que entre las causas de
mortalidad, posiblemente relacionadas con la dieta, se pueden incluir las nefropatias
en machos, los tumores de mama en hembras y los tumores de adenohipofisis en
ambos sexos.

Entre 1980 y 1994, la dieta no purificada de formula abierta NIH — 07, rica en
proteinas (24 % en peso), pobre en grasa y fibra (5 % y 3.5%, respectivamente) y

con una relacién Ca/P (Calcio/Fosforo) de 0.75, fue seleccionada como la dieta que



se debe utilizar (Dieta Recomendada) para los estudios de toxicologia y
carcinogénesis en roedores dentro del National Toxicology Program (Estados
Unidos). Esta dieta, quizas debido a su alta proporcién de proteina y a su baja
relacion Ca/P, puede haber contribuido a las nefrocalcinosis, y a la gravedad de las
nefropatias y otras lesiones encontradas en los estudios antes comentados.

Con los resultados obtenidos con esta dieta experimental, se formulé una nueva
dieta (NTP-2000), de ingredientes naturales no purificados, aportando el maiz y el
trigo el 60 % de éstos (Cuadro 4-12). Los estudios realizados con esta dieta,
formulada con un 14.5 % de proteina, un 8.2 % de grasa, un 9.3 % de fibra y una
relacion Ca/P de 1/3, han puesto de manifiesto que es mas adecuado que la NIH-07
para el crecimiento y el mantenimiento de ratas, ya que previene la nefrocalcinosis y
parece disminuir la incidencia y gravedad de las lesiones asociadas a la dieta o a la
edad.

CUADRO 4 -12

Ingredientes NTP-2000 = NIH-07
Maiz molido 22.18 24.5
Trigo molido 22.26 23.0
Trigo (calidad media) 15.0 10.0
Harina de soja (49 % de proteina) 5.0 12.0
Elgrtigﬁt]g)e pescado (6 % de 40 10.0
Leche en polvo 0.0 5.0
Gluten de maiz (60 % de proteina) 0.0 3.0
Harina de alfalfa 7.5 4.0
Salvado de avena 8.5 0.0
Celulosa 5.5 0.0
Aceite de maiz 3.0 0.0
Aceite de soja 3.0 2.5
Levadura de cerveza 1.0 2.0
Melazas desecadas 0.0 15

Cloruro sodico 0.3 0.5



Fosfato calcico bibasico 0.4 1.25
Carbonato calcico 0.9 0.5
Cloruro de colina (70% de colina) 0.26 0.09
Metionina 0.2 0.0
Premezcla de vitaminas 0.5 +

Premezcla de minerales 0.5 0.25

La dieta purificada que se ha empleado con mas frecuencia para estudios
nutricionales y toxicolégicos ha sido la AIN-76 (Cuadro 4-13), modificada por el
American Institute of Nutrition, mediante el incremento de la concentracion de
vitamina K (diez veces), pasando a denominarse AIN-76A. Durante 16 afios, estas
dietas han sido ampliamente utilizadas por la comunidad cientifica, pero debido a
problemas nutricionales y técnicos, la FASEB (Federation of American Societies for
Experimental Biology) ha revisado su formulacion, proponiendo nuevas dietas para el
crecimiento, gestacion, lactancia y el mantenimiento de roedores. La composicion de
la dieta semipurificada AIN-76 recomendada para el crecimiento y el mantenimiento
de roedores durante el primer afio de vida consiste en un 18.4% de proteina, un
5.0% de grasa, un 5.0 % de fibra, un 65 % de hidratos de carbono y 3.79 kcal/g de
energia.’
CUADRO 4 -13

AIN-76: Mezcla mineral (g/kg) AIN-76: Mezcla vitaminica (g/kg)

Fosfato célcico bibasico 500.00 Tiamina (mg/kg) 600.0
Cloruro sadico 74.00 Rivoflavina (mg/kg) 600.0
Citrato potasico o

monohidratado 220.00 |Piridoxina (mg/kg) 700.0
Sulfato potasico 52.00 Acido nicotinico (g/kg) 3.0
Oxido de magnesio 24.00 Pantotenato calcico 1.6

(9/kg)

Carbonato de manganeso 3.50 | Acido félico (mg/kg) 200.0
Citrato férrico 6.00 Biotina (mg/kg) 20.0

Carbonato de cinc 1.60 Cianocobalamina 1.0



Carbonato cuprico

Ydédalo potasico

Selenita sodico

Sulfato de cromo y potasio

Sacarosa

(mg/kg)
0.30 |Vitamina A (Ul/kg) 400 000
0.01 Vitamina E (Ul/kg) 5000
0.01 Vitamina D3 (Ul/kg) 100 000
0.55 |Vitamina K (mg/kg) 5.0
118.00 Sacarosa (mg/kg) 972.9

Un pienso en condiciones normales no suele presentar unidades formadoras de

colonias (ufc), de coliformes, Salmonella y estafilocos (Cuadro 4-14); sin embargo,

ninguno se libra de aerobios mesofilos, Clostridium y mohos o levaduras. Un pienso

con valores superiores debe rechazarse, como es el caso de la muestra MP1-3

(Cuadro 4-14).2

AMES
Dieta . .
TMA CT 106-7

ufc/g
MCI -6 9x10°+102
MP1-3 1.5 x 10*
MT1-3 |11015'| Ausencia
MT4-6 |110/|15' Ausencia
MT7-9 |115/|15' Ausencia

MT10-12 120 /15'| Ausencia

CUADRO 4 -14

CoLlI SALM

Aus/25
g

CLOS ESTAFI MOH/LEV

100

10 ufc/g = Ausl/g
ufc/g

100 ufc/g

30.3 +/- 290+/-

162.3

Ausencia |Ausencia Ausencia

Ausencia |/Ausencia| 15.5 |Ausencia| 195 000

Ausencia |/Ausencia |Ausencia |/Ausencia| Ausencia
Ausencia |Ausencia |Ausencia |Ausencia| Ausencia
Ausencia |Ausencia |Ausencia |Ausencia| Ausencia

Ausencia |Ausencia |Ausencia |Ausencia| Ausencia



INICIALES SIGNIFICADO
°C Grados Centigrados
T Tiempo

AMES Aerobios mesofilos
COLI Coliformes totales
SALM Salmonella
CLOS Clostridium
Estafi Staphylococcus

MOH/LEVO Mohos y levaduras

Cuadro 4 — 14. Carga microbiol6gica de dieta control (MCI-3) y tratada térmicamente (MT)
con diferentes valores de temperatura (° C) y tiempo (T°). Igualmente se indica la
microbiologia de una dieta altamente contaminada (MP1-3). En todos los casos se indica el
valor medio (+ 2 DS). (Extraido de Zudiga et al., 1999)

INICIALES SIGNIFICADO
TMA Tasa maxima aceptada
MC Muestra control, n = 6
MP Muestra problema
MT Muestra tratada térmicamente

La Direccion General de Servicios Agricolas (ONPF - Uruguay) y la divisién de
proteccion de alimentos, establece los siguientes plazos de validez recomendados

(méaximos) para alimentos balanceados.?

- Alimentos balanceados y raciones suplementarias molidas para animales en
crecimiento, otras raciones con nivel de grasa superior a 3%: 2 meses (tiempo
maximo de almacenamiento)

- Alimentos balanceados y raciones suplementarias molidas para animales en

terminacion y con un nivel de grasa menor o igual a 3%: 3 meses



- Granos quebrados, achatados o molidos: 3 meses

- Alimentos balanceados y raciones suplementarias pellets: 6 meses

- Premezclas que adicionen vitaminas y/o minerales, y que se incorporen a un
nivel menor a 10%: 6 meses

- Harinas de carne y de pescado (con antioxidante): 6 meses

Segun un estudio realizado en alimentos balanceados para rumiantes elaborado con
pollinaza (excretas de aves de corral) * se determiné el comportamiento de la
contaminacion microbiologica, encontrando que, en el alimento balanceado el
contenido de microorganismos se incrementd conforme aumenté el tiempo de
almacenamiento. Este fue casi en un 900% para el caso de los coliformes fecales
encontrados en el dia 28 de muestreo en comparacion con la cantidad encontrada en
el dia cero. En ninguna muestra analizada se encontrd6 Salmonella ni Shigella, pero

se aislo Aspergillus spp.

En un estudio realizado en Lima Peru cuyo objetivo fue evaluar a través de pruebas
biolégicas en ratas de laboratorio el valor nutricional de los insumos proteicos
utilizados en los alimentos comerciales para perros, tales como, torta de soya (TS),
harina de carne (HC) y harina de pollo (HP). Se utilizaron las pruebas bioldgicas de
Relacion de Eficiencia Proteica (PER), Digestibilidad Verdadera (DV), Utilizacion
Neta de las Proteinas (NPU) y Valor Biologico (VB). Se emple6 40 ratas albinas de
23 dias de edad distribuidas en grupos de acuerdo al insumo proteico utilizado en la
dieta: grupos TS, HC, HP, control (caseinato de sodio) y aproteico.

Los insumos proteicos evaluados tuvieron una alta digestibilidad verdadera. La
harina de carne es el insumo proteico de menor calidad (menor PER, NPU y VB).
Concluyeron que para evaluar la calidad de los insumos proteicos no es suficiente
determinar su contenido proteico y digestibilidad, sino que ademas se requiere

realizar las evaluaciones bioldgicas. °



V. JUSTIFICACION

Con base en que la nutriciébn de los animales al igual que en los humanos, es un
factor importante que influye en el potencial genético, reproductivo, y longevidad, es
que el alimento balanceado que consumen debe cumplir con los requerimientos
nutricionales de cada especie e incluso de cada raza de animal, el mismo debe cubrir
los requerimientos adecuados respecto a contenido de proteinas, carbohidratos,
grasas, fibra, cenizas y las caracteristicas fisicoquimicas tales como el pH, y la
humedad deben ser adecuados para evitar la alteracién durante el almacenamiento

de estos productos terminados.

Asi mismo es importante el control de calidad microbiolégica de los alimentos
balanceados para evitar la proliferacion de cualquier tipo de microorganismos ya
sean bacterias u hongos debida a una mala seleccion de las materias primas, mal
sistema de elaboracién con malas practicas de higiene del personal encargado de
su elaboracion o condiciones inadecuadas de almacenamiento, todo ello puede

afectar la salud de los animales de experimentacion.

Los riesgos que representa para la salud de los animales de laboratorio cuando
consumen alimentos con cargas microbiolégicas por encima de los estandares
microbiolégicos recomendados y/o la presencia de microorganismos patdégenos,
obligan cada vez mas a establecer controles y normas estrictas para regular la

elaboracion y comercializacion de los alimentos balanceados.

Este estudio permitira conocer la calidad de los alimentos balanceados para
animales de laboratorio, debido a que no se cuenta con datos respecto a los
parametros microbiolégicos y bromatoldgicos de estos productos que son elaborados

y comercializados en nuestro pais.
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Determinar los parametros microbiolégicos, fisicoquimicos vy
nutricionales de alimentos balanceados para animales de laboratorio

(ratas, ratones).

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los parametros microbiolégicos de  muestras de
alimentos balanceados para animales de laboratorio (ratas,
ratones). A través de:

Recuento de bacterias aerobias mesofilas

Recuento de Staphylococcus aureus.

Recuento de mohos y levaduras.

Recuento de coliformes totales.

Identificacion de Salmonella.

Determinar los pardmetros nutricionales de alimentos balanceados
para animales de laboratorio (ratas, ratones). A través de:
Determinacion del contenido de Proteinas

Determinacion de fibra

Determinacion de hidratos de carbono.

Determinacién de grasa.

Determinacion del valor energético.

Determinar los parametros fisicoguimicos de alimentos
balanceados para animales de laboratorio (ratas, ratones). A través
de:

Determinacién de ceniza.

Determinacion de acidez.

Humedad.
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VI. MARCO REFERENCIAL

Una gran variedad de microorganismos contaminan los alimentos en los lugares de
produccion y durante el procesamiento. El que estos microorganismos crezcan,
sobrevivan o mueran dependera de la clase de alimento, del medio ambiente y del
procedimiento de elaboracion.

Los alimentos deshidratados no suelen ser estériles, sin embargo, debido a su baja
actividad de agua (Aw) pueden permanecer estables microbiolégicamente durante
mucho tiempo, solo cuando se humedecen podra comenzar la alteracion,
principalmente por mohos que al mismo tiempo que alteran los alimentos pueden

producir micotoxinas,

Asi en los alimentos conservados entre =5 y —10°C, en los que la cantidad de agua
en forma liquida es muy limitada, los microorganismos que predominan son los
mohos. Igualmente en alimentos cuyo pH es inferior a 5 o cuya actividad agua (Aw)
menor de 0,9, pueden crecer levaduras o mohos. Consiguientemente, el crecimiento
microbiano en estos alimentos puede originar micotoxinas pero no toxinas
bacterianas. La evolucién de los microorganismos patdégenos y toxigénicos en un
alimento perecedero depende tanto del ambiente fisico y bioquimico como de la flora

competidora acompafante al ambiente bioldgico.

Los gérmenes patdgenos sélo producen enfermedades si llegan a alcanzar niveles
muy altos en los alimentos, asi sucede con Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Clostridium perfringes, Vibrio parahaemolytiocus y Bacillus cereus. Estos
microorganismos en pequefias cantidades son inocuos Yy Se encuentran en

pequefias cantidades en muchos alimentos crudos.

La mayoria de las bacterias alterantes se multiplican con facilidad a temperaturas
inferiores a la minima de crecimiento de las bacterias productoras de intoxicaciones y

toxiinfecciones alimentarias, mide por lo tanto el periodo de conservabilidad de un
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alimento. Algunos gérmenes que constituyen esta flora son patégenos, por lo que un
recuento en placa a 35°C alto pone en duda la garantia sanitaria de un alimento. Por
consiguiente, es prudente reducir la poblacion microbiana de los alimentos tanto

desde el punto de vista sanitario como tecnoldgico. °

A. CLASIFICACION DE LOS ALIMENTOS POR LA FACILIDAD CON QUE SE
ALTERAN

Segun la facilidad con que se alteran, los alimentos se pueden incluir en tres

grupos:

1. Alimentos estables o no perecederos.
Son aquellos que no se alteran, a no ser que se manipulen sin cuidado.
2. Alimentos semiperecederos.

Si este tipo de alimentos se manipulan y conservan de forma apropiada,

permanecen sin alterarse durante bastante tiempo.

3. Alimentos perecederos.
Son aquellos que se alteran con facilidad a no ser que se utilicen

procedimientos de conservacion:’

B. NUTRICION Y ALIMENTACION DE ANIMALES DE LABORATORIO

La alimentacién es la forma de proporcionar al animal de laboratorio, los
alimentos necesarios para que alcance un crecimiento y desarrollo optimo. La
nutricion estudia, sin embargo, el conjunto de procesos mediante los cuales el
organismo animal recibe, transforma, incorpora y utiliza los nutrientes
contenidos en los alimentos, y que constituyen los materiales esenciales para

el mantenimiento de la vida.

Para realizar una correcta planificacion de la alimentacion y conseguir un
estado nutricional éptimo, se deben conocer las necesidades nutricionales de
tipo tanto cuantitativo como cualitativo de las diferentes especies, esto es

fundamental en el proceso de formulacion de dietas. Sin embargo, se puede
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planificar una dieta muy equilibrada que los animales no ingieran, o bien,
aunque la ingieran, puede suceder gue la disponibilidad digestiva y metabdlica

de los distintos nutrientes no sea la adecuada.

Por tanto, a la hora de determinar estos requerimientos se deben tener en
cuenta una serie de factores, como la palatabilidad, que va a condicionar la
ingestion de alimento, su utilizacion digestiva y metabdlica y su excrecion.
Todos estos procesos pueden, a su vez, estar influenciados por factores
externos, como la forma fisica del alimento, o las caracteristicas
orosensoriales, junto con la presencia de sustancias no nutritivas y
contaminantes. Ademas, hay que tener en cuenta las posibles pérdidas de
nutrientes derivadas de los procesos de fabricacion y almacenamiento de los

alimentos.®

1. NECESIDADES NUTRICIONALES DE LOS ANIMALES DE
LABORATORIO RATAS Y RATONES

Con independencia de la especie y tipo de modelo experimental, estos

animales necesitan ingerir una serie de nutrientes que son comunes a

todos ellos. Los macronutrientes son las proteinas, los hidratos de

carbono y las grasas. Los micronutrientes estan constituidos por los

minerales y vitaminas.

En la formulacion de una dieta lo mas importante es asegurar el aporte
adecuado de los distintos nutrientes. Para ello, debemos conocer los
requisitos de todos y cada uno de estos nutrientes para la especie
considerada. Sin embargo, puesto que la cantidad de alimento ingerido
va a venir determinada por las necesidades energéticas de la especie
en cuestion, resulta esencial establecer la densidad cal6rica de la dieta,
es decir, la cantidad de cada nutriente por un nimero determinado de

kilocalorias (kcal).
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1.1Energia

Son los componentes de la dieta que aportan al animal el combustible
necesario para el mantenimiento de los procesos vitales basales, como
el latido cardiaco o la respiracion, para la produccion de calor a fin de
mantener la temperatura corporal, y para la actividad fisica necesaria
para comer, roer, cavar, etc. La energia de la dieta la proporcionan
principalmente los hidratos de carbono (HC) y las grasas, y en menor

grado los esqueletos hidrocarbonados de las proteinas.

Los estandares para ratas y ratones se situan en valores de densidad
calorica entre 3.6 y 3.8 kcal/g de alimento, en el caso de una
alimentacion ad libitum y con un contenido adecuado en otros

nutrientes.

1.2Proteinas

Los animales no necesitan las proteinas como tales aportadas por los
alimentos, sino los aminoacidos (AA) esenciales, que las componen

para poder sintetizar, tras su incorporacion, sus propias proteinas.

Se debe establecer, en qué medida los AA que forman parte de la dieta
se adecuan a la composicion de las proteinas propias del animal. La
calidad de una proteina puede verse alterada por distintas causas,
como un almacenamiento, un sobrecalentamiento en el proceso de
peletizacion, o un tratamiento térmico inadecuado. Este dafio no es
facilmente detectable, de modo que es necesario realizar algunas

pruebas para conocer la calidad proteica de una dieta.
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Cuadro 4-2. Composicion en aminoacidos (mg/g de nitrogeno) de proteinas
purificadas utilizadas en dietas de animales de laboratorio (se asume que la
proteina tiene 16 g de nitrégeno)

L Caseina |Caseina A Concentr,ado Proteipa

Aminoacido acida | ANRC Lactoalbumina| de proteina dg soja

de trigo aislada
Alanina 188 188 369 331 269
Arginina 231 231 188 175 475
Asparagina 431 469 769 681 725
Cistina 25 25 200 169 81
gﬁ?é?nico 1306 1563 925 1094 1194
Glicina 113 125 14 125 263
Histidina 181 200 131 131 163
Isoleucina 288 313 319 338 306
Leucina 569 594 875 744 513
Lisina 481 488 669 588 394
Metionina 181 200 131 156 81
Fenilalanina 319 331 244 219 325
Prolina 650 706 319 331 319
Serina 363 381 313 338 325
Treonina 269 300 369 413 238

1.3 Hidratos de carbono

En la dieta de ingredientes naturales para animales de experimentacion

los almidones de los cereales son la principal fuente de hidratos de

carbono (HC). En dietas purificadas el aporte de HC se realiza

utilizando almidén y sacarosa, que ademas contribuye a dar sabor al

alimento, mejorar su aceptacion y, por tanto, su ingestion. La principal

funcién de los HC es aportar energia a corto plazo, por lo que no

existen requisitos especificos sino en funcion del aporte de energia.
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1.4 Fibra

No aporta energia, en cantidades apreciables, ni otros nutrientes. Sin
embargo, debido a su papel regulador de todo el proceso digestivo,
disminuyendo el tiempo de transito y aumentando el volumen de las
heces, entre otras funciones, se le considera un componente dietético
mas. La fibra da mayor volumen a la dieta, evitando la formacion de
masas solidas de alimento que impidan la penetracién de los jugos
digestivos. Un exceso conduce a un menor consumo de alimentacion,

provocando a lo largo la desnutricion del individuo.

Al ser practicamente acaldrica actia como diluyente energético en las
dietas, y su adicién provoca un incremento en la ingestion de alimento
por parte del animal. Esta caracteristica se aprovecha para la
elaboracion de dietas experimentales en las que es necesario modificar
la densidad cal6rica para cambiar la ingestion de alimentos del animal,
0 bien en estudios sobre regulacién de la ingestion. Normalmente, en
dietas purificadas se afiade en proporciones cercanas al 5 % en forma
de fibra no soluble (celulosa). En dietas de ingredientes naturales, la

fibra procede de distintas fuentes vegetales (soja, alfalfa, maiz).

1.5 Grasas

La grasa de la dieta, formada por lipidos, en su mayor parte
triacilglicéridos, tiene distintas funciones dentro del organismo. Por una
parte, constituye una fuente excelente de energia por su alta densidad
calorica (9 kcal/g), aproximadamente el doble de la contenida en HC y
proteinas. Por otro lado, es un elemento estructural de las membranas
celulares, aportando &cidos grasos (AG) esenciales, es necesaria para
la absorcion de vitaminas liposolubles (A, D, E y K). También tiene un
papel importante en la palatabilidad de los alimentos, y por tanto, en la

aceptacion de la dieta por el animal incrementando su ingestion.*
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C. FORMULACION DE DIETAS PARA ANIMALES DE LABORATORIO

Tiene como objetivo fundamental conseguir las concentraciones ideales de
nutrientes que permitan hacer frente a las necesidades especificas de los
distintos animales de laboratorio teniendo en cuenta las pérdidas debidas a los
procesos tecnoldgicos y de almacenamiento, estas pérdidas se deben evaluar

mediante el analisis del alimento balanceado elaborado.

En la elaboracién de dietas de ingredientes naturales hay que tener en cuenta

los nutrientes que aporta cada uno de los ingredientes.

Si fuera necesario se afiaden al alimento balanceado premezclas de vitaminas

y minerales, el denominado corrector mineralovitaminico.

En el caso de las dietas purificadas, la formulacion no es tan compleja, al ser
cada constituyente fuente de un Unico nutriente. Las fuentes comunmente

usadas son:

» Caseina o proteina de soja como fuente proteica.

* Aceites como fuente de grasa.

» Azlcar y almidén como fuentes de hidratos de carbono.

* Celulosa como fuente de fibra bruta.

» Atodo ello se le aflade la premezcla de vitaminas y minerales.

Con arreglo al tipo de formulacion, se dividen en tres grupos: dietas de

ingredientes naturales, purificadas y quimicamente definidas.

Los ingredientes se expresan como porcentaje en peso, debiendo tener la

férmula un valor del 100 %. Como se cita en el siguiente cuadro.
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Raciones de nutrientes recomendadas para animales alimentados ad libitum,
expresados por kg de alimento compuesto por un 90% de materia secal. Las
necesidades corresponden a animales en crecimiento. Para ratas en
mantenimiento y hembras en gestacion, véase en NRC (1995)

Raton Rata |[Hamster|Cobayo | Conejo

(EG%?"& digerible2 168 | 160 | 176 | 126 | 105
Grasa (g/kg) s.d. 50 50 s.d. 20
Fibra (g/kg) r.d. r.d. s.d. 100 110
Proteina (g/kg) 180 1203 150 180 160
Arginina (g/kg) 3 6 7.6 s.d. 6
Asparagina (g/kg) s.d. 4 s.d. s.d. s.d.
Hierro (mg/kg) 25 35 140 50 r.d.
Calcio (g/kg) 4 5 5.9 9 4
Cloro (g/kg) r.d. 0.5 r.d. r.d. 3
Magnesio (g/kg) 0.5 0.4 0.6 2 0.35
Fésforo (g/kg) 4 4 3 5.5 2.2
Potasio (g/kg) 2 3.6 6.1 9.5

Sodio (g/kg) r.d. 0.5 15 s.d.

- s.d. situacion desconocida.
- r.d requerida, pero desconocida.

1.1Dietas de ingredientes naturales
Los ingredientes primarios provienen de fuentes naturales y se
elaboran usando como elemento base cereales sin refinar (avena,

trigo, etc.). Se clasifican en dos grupos: férmulas comerciales

cerradas y formulas abiertas.
1.1.1 Férmula cerrada

Su composicibn no es conocida. La mezcla de materias primas

utilizadas es secreta, y es propiedad del fabricante. En el etiquetado
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suele aparecer la composicion en nutrientes desde un punto de vista

cuantitativo.

En general, en su fabricacion se suelen utilizar dos fuentes primarias
de proteinas: una de origen animal (harina de pescado o
subproductos lacteos) y otra de origen vegetal (soja, gluten de
maiz). Como fuente lipidica se utilizan grasas animales a las que se
aflade cierta cantidad de aceites vegetales poliinsaturados que
suministran los acidos grasos esenciales necesarios. La fuente de
Hidratos de carbono se obtiene de mezclas de cereales (maiz,
sorgo, arroz, cebada, trigo, avena). Como fuente fosfocélcica se
utilizan el fosfato bicélcico y limestrone molido. Se suplementan con

las vitaminas y los minerales restantes en forma de premezclas.

El uso de materias primas naturales hace que estas dietas cerradas
presenten una notable variabilidad en el porcentaje de nutrientes,
condicionada a su vez por la variabilidad intrinseca de los
componentes naturales. Los factores de tipo ambiental (suelo, clima,
practicas de cultivo, etc.) y genéticos (variedad vegetales o razas
animales influyen en la composicion de las materias primas
utiizadas.  Asimismo, los procesos tecnolégicos y de
almacenamiento también tienen su repercusion al variar de un

fabricante a otro.



Relacion de materias primas y otros elementos de una dieta estandar de
Formula cerrada para roedores. Composicién normal de una dieta

Materias primas

- Trigo - Cebada

- Soja micronizada - Pescado rico en proteinas
- Aceite de soja 0 manteca - Sal

- Fosfato bicélcico - Carbonato célcico

- Clorhidrato de lisina - Aglomerante

- Antioxidante

Corrector tipo con la adicién de los siguientes componentes

- Minerales - Yodo

- Cobalto Manganeso - Vitamina B>

- Vitaminas Vitamina A - Aminoéacidos

- Cobre - Menacina

- Cinc - Tiamina

- Vitamina D3 - Riboflavina

- Hierro - Ac. Pantotenico

- Selenio - Piridoxina Felacina Niacina Biotina

- Vitamina E Colina.

20
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Esta elevada variabilidad entre diferentes partidas en el tipo y la
cantidad de los componentes nutricionales y no nutricionales
puede afectar a los resultados experimentales y disminuir la

reproducibilidad de los mismos.

Estos datos ponen de manifiesto que el empleo de dietas de
distintas marcas pueden modificar los resultados. En este
sentido, a la hora de publicar los datos experimentales, se debe
especificar la marca de la dieta utilizada y describir lo mas

correctamente posible su composicion.

1.1.2 Férmula abierta

Tienen una composicion conocida y pueden ser elaborados por
los usuarios. Entre ellas, destacan la NIH-07, NTP-90, NTP-91,
NTP-92 y NPT-2000 para roedores y conejos, descritas con
detalle por el National Research Council (NCR) y el American
Institute of Nutrition. ElI conocimiento cuantitativo y cualitativo de
las materias primas utilizadas en la mezcla permite que se
puedan fabricar, tomando como base estas férmulas abiertas,
dietas especiales en las que se ajusta la concentraciéon en

nutrientes a objetivos experimentales concretos y especificos.

1.2DIETAS PURIFICADAS

Se formulan con una combinacién de ingredientes naturales, productos
quimicos puros e ingredientes refinados. Las dietas purificadas
solucionan las limitaciones de las dietas de ingredientes naturales,
especialmente las relacionadas con la variabilidad de las diferentes

partidas y la presencia de contaminantes.
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Estas dietas presentan frente a otras un balance mas correcto de
nutrientes esenciales, por lo que se consideran ideales, hasta la fecha,

para estudios con ratas y ratones de laboratorio.
1.3DIETAS QUIMICAMENTE DEFINIDAS

Se elaboran con fuentes quimicamente puras de aminoacidos, mono o
disacaridos y acidos grasos o triglicéridos purificados. Los minerales se
suministran mediante reactivos quimicos, y las vitaminas empleadas
son de una gran pureza. Las concentraciones en nutrientes de estas
dietas son fijas en el momento de su elaboracion, pero la disponibilidad
puede verse mermada debido a oxidaciones o0 a interacciones entre los

productos quimicos utilizados.

Este tipo de dietas, ampliamente utilizadas, pueden plantear problemas
derivados de la insipidez o de la textura, para su preparacion es

aconsejable moler los ingredientes lo mas finamente posible.
1.4 DIETAS CARENCIALES Y ENRIQUECIDAS

A partir de dietas de formula abierta, purificadas o quimicamente
definidas, se pueden confeccionar dietas especiales en las que se
ajusta la concentracion en nutrientes a objetivos experimentales
concretos y especificos, por ejemplo, estudiar el efecto de un aumento
en los porcentajes de grasa saturada en la dieta sobre la fisiologia
cardiovascular. Estas dietas seran, por tanto, pobres (carenciales) o

ricas (enriquecidas) en algun nutriente.

El problema que presentan estas dietas es que al variar el contenido de
un macronutriente se puede ver afectado el consumo de energia o de
otros componentes de la dieta. En un régimen de alimentaciéon ad
libitum, los animales de laboratorio tienden a consumir una cantidad

constante de energia; por tanto, si la densidad calérica de la dieta se



incrementa (aumento en el

porcentaje de grasa),
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los animales

consumiran menos alimento, lo que se traduce en un menor consumo

generalizado de nutrientes y viceversa.®

D. COMPOSICION BROMATOLOGICA REQUERIDA PARA UN ALIMENTO DE
ROEDORES DE LABORATORIO.®

Proteina Grasa| Fibra Cenizas | Consumo de angumo
ANIMAL Crud | Cruda X .. | diario de
Cruda % % alimento diario
a% % agua
Rata 12-24 |4-11| 3-6 | 6-8 10-20 g 2on:L45
Raton 17-24 |4-11 - - 3-6¢ 3-7mL

Ref. Rev. De Investigaciones Veterinarias del Peru. Vol. 5.1998

1.1Dieta Para Ratas Y Ratones — Mantenimiento

CONTENIDO %
Proteina 19,00 %
Grasa bruta 3,30 %
Fibra bruta 4,90 %
Ceniza bruta 6,70 %
Calcio 1,00 %
Fosforo 0,70 %
Sodio 0,25 %
Magnesio 0,20 %
Potasio 0,90 %

Ref. Rev. De Investigaciones Veterinarias del Perd. Vol.5 .1998
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1.2 Dieta para Ratas — Cria

CONTENIDO %
Proteina 21.00%
Grasa bruta 3,80 %
Fibra bruta 4,40 %
Ceniza bruta 6,70 %
Calcio 1,00 %
Fosforo 0,70 %
Sodio 0,25 %
Magnesio 0,20 %
Potasio 0,90 %

Ref. Rev. De Investigaciones Veterinarias del Perd. Vol.5 .1998

1.3. Dieta para Ratones- Cria

CONTENIDO %
Proteina 22.00%
Grasa bruta 4,50 %
Fibra bruta 3,90 %
Ceniza bruta 6,80 %
Calcio 1,00 %
Fésforo 0,70 %
Sodio 0,25 %
Magnesio 0,20 %
Potasio 0,90 %

Ref. Rev. De Investigaciones Veterinarias del Peru. Vol. 5.1998

E. PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE LAS DIETAS

Las dietas para animales de laboratorio se pueden fabricar con distinta forma

fisica de pendiendo del proceso al que se someta la mezcla de ingredientes:
* Molidas: alimento en forma de polvo mas o menos fino.

e Granuladas: mezcla de harinas en agua formando una pasta, que

posteriormente se somete a compresion y secado dandole distintas formas.
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« Pellets: Pulverizado y moldeado en distintas formas. Se utilizan para roedores,

cobayas y conejos.

* Expandidas: alimento a alta presion y temperatura a través de un molde. Se

utilizan para gatos, primates y perros.
» Semihimedas: alimentos enlatados o no para gatos y perros.

En el caso de roedores, el pienso en forma de pellets es el mas utilizado. Ofrece
ciertas ventajas, ya que aparte de satisfacer la necesidad de roer de estos
animales es facil de manejar, almacenar y administrar, siendo minimo el
desperdicio cuando se lo comen. Presenta el inconveniente de que para afadir un
nutriente o producto, se requiere moler dicho pienso, a fin de lograr la mezcla

adecuada.

Las dietas semihumedas o en gel se utilizan cuando se incorporan compuestos
experimentales en polvo o muy toxicos. Presentan el inconveniente de ser mas

susceptibles al desarrollo bacteriano que las secas.

En general, el tipo de trabajo experimental determinara la presentacion de la dieta

a utilizar.®

F. CONSERVACION Y CONTROL DE CALIDAD DE LAS DIETAS

La contaminacion puede ser de origen abidtico (residuos de pesticidas, metales
pesados), biotico (microorganismos, hormonas), o debida a los antibioticos. En
general, los contaminantes pueden influir en los procesos fisiolégicos o
metabdlicos y en el estado sanitario de los animales utilizados, y

consecuentemente en los resultados esperados.
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1.1 Almacenamiento de las dietas

El control debe empezar cuando el producto llega al centro de
experimentacion y antes de su aceptacion definitiva. Los técnicos o

investigadores deben:

» Asegurarse de que las condiciones de presentacion de los alimentos en el
momento de llegar a su poder sean éptimas (envasado correcto, ausencia de

trazas de humedad, sacos en buen estado, fecha de fabricacion o caducidad).

« Comprobar que las férmulas que figuran en la etiqueta corresponden al

pedido.

Se aconseja no aceptar partidas envejecidas y fabricadas con méas de tres

meses de antelacion.

Deben almacenarse siempre en sitios frios o frescos (ideal en cadmara fria). En
los piensos granulados la estabilidad durante el almacenamiento depende en
gran medida de las caracteristicas ambientales (Humedad relativa,
temperatura de almacenamiento, grado de exposicién al oxigeno atmosférico,
pH del producto). Un nivel de humedad homogéneo es preferible a la
existencia de «bolsas» con alto contenido de humedad. Toda actividad
metabdlica origina la produccién de agua, que incrementa el contenido de
humedad, contribuyendo a acelerar el nivel de deterioro del sabor y contenido
nutritivo de los alimentos almacenados. Se aconseja el almacenamiento de las
dietas sintéticas a bajas temperaturas en sacos opacos, realizando nuevas

mezclas cuando se precise mas pienso en experimentos de larga duracion.
1.2 Control nutricional

El llamado andlisis proximal de una dieta es necesario en dietas de férmula
cerrada basadas en dietas estandar de formula abierta, sometidas a
variaciones imprevisibles por cambios en las materias primas, alteracion en la

aplicacion de los correctores, o variaciones en la premezcla y la mezcla antes
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de la peletizacion o la extrusidbn. El objetivo es determinar posibles
desviaciones sobre los valores aportados en las etiquetas de las diferentes
partidas. Suponen el control del control que presentan las empresas

productoras o abastecedoras.

Este control se deberia realizar de manera rutinaria para garantizar la
adecuada nutricibn de los animales y evitar patologias o deficiencias en el
crecimiento, desarrollo y tasa reproductora de la poblacion. Igualmente, se
hace necesario en estudios de tipo nutricional en los que estas dietas se

utilizan como patrén o control.
1.3 Calibracion de las composiciones

Las fabricas productoras de dietas para animales de consumo y compafia que
trabajan con normas ISO 9000 disponen de modelos de calibracion de los
piensos, que analizados con rapidez permiten determinar si las partidas
fabricadas superan o no los niveles deseados. Estos andlisis repetidos sirven
como valores de referencia (patron) o curvas de calibracién para validar
métodos de analisis rapidos en la misma fabrica, para el control de las
desviaciones en el contenido en nutrientes de los distintos lotes de pienso.
Para ello se analizan al menos 50 muestras de distintos lotes de piensos y se
realizan en ellas 50 determinaciones de cada uno de los parametros. El
namero total de muestras es de unas 10 000 (2500 por cada parametro). La
calibracion mediante infrarrojos a partir de valores estandar se hace al menos
para proteinas, grasas, hidratos de carbono, humedad y algin mineral diana
como el calcio. Para posibles alteraciones en la aplicaciéon del corrector se
debe determinar alguna vitamina. Esto permite validar la composicion en las
diferentes partidas producidas, garantizando que la composicion indicada en la
etiqueta ha sido controlada experimentalmente antes de su distribucion al

usuario.
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1.4 El problema de la homogeneidad de las mezclas

Constituye uno de los problemas diana en la fabricacion de piensos. Las
plantas mas modernas son capaces de producir pienso a la carta, sin solucion
de continuidad y en cantidades con un amplio margen de variabilidad. Existen
los controles de verificacion de la homogeneidad de la mezcla que utilizan
como elemento diana los cloruros analizados mediante la técnica NIR
(espectroscopia de reflectancia en infrarrojo cercano). Se toman al menos 10
muestras del punto mas proximo de la mezcladora al que se puede acceder, y
no se aceptan valores superiores al 10 % de coeficiente de variacion (CV %)

sobre el valor de una mezcla patron.
1.5 Componentes que se deben controlar y métodos

Un analisis proximal incluye la determinacion cuantitativa de al menos los

siguientes parametros:

* Humedad: muestra (4-5 g) sometida a 105 + 2 °C en estufa hasta alcanzar

un peso constante.
* Proteina bruta: determinacion de nitrégeno total por el método de Kjeldahl.

» Extracto etéreo (grasa): tras digestion clorhidrica (hidrdlisis con C1H).
Método de Stold.

 Cenizas (minerales totales): por calcinacion de 1-2 g de muestra a 450 °C en

horno eléctrico.

 Vitaminas clave, como la A, E o D3: mediante absorbancia por ultravioleta,

por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).



29

1.5.1 Contaminantes abi6ticos

Su presencia se debe a una posible contaminacién de las materias
primas en los procesos de cultivo (utilizacion de pesticidas o herbicidas)

y a los métodos de conservacion y almacenamiento).

Tanto en animales de laboratorio convencionales de alta calidad como
en SPF (specific patoghenfree: libres de patégenos especificos) no se
puede permitir la presencia, en sus dietas, de contaminantes abiéticos.
Por ejemplo, los residuos de DDT (dentro del intervalo 0-1 mg/kg)
influyen en la actividad de ciertas enzimas microsomales hepaticas de
la rata, modificando la respuesta del higado a procesos experimentales.
Detectar su presencia/ausencia es particularmente importante en
estudios de induccion de inmunotoxicidad, induccion enzimatica, y

desarrollo y reproduccion de toxicidades.
Destacan por su importancia:

Los Residuos de plaguicidas organoclorados y organofosforados, Un
analisis completo supone la determinacion de 13 organoclorados y 14

organofosforados diferentes.

Metales diana son el arsénico, cadmio, mercurio y plomo. Es importante

la ausencia de nitratos y nitritos.

Los antibioticos (penicilina G y otros). Se afiaden a las materias primas
para incrementar su conservacibn y evitar contaminaciones

microbiolbgicas.

Se ha definido el término genérico de disruptores endocrinos para
designar al grupo heterogéneo de contaminantes con actividad

hormonal.
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Esta demostrado que el uso de ingredientes que afladen sabor no
incrementa significativamente el consumo de pienso por largos periodos
en las especies comunmente utilizadas en la investigacion biomédica.
Determinados aditivos aromatizantes, como colorantes, hormonas y
promotores del crecimiento, no pueden permitirse para animales de

experimentacion.

Otros elementos relacionados con la contaminacion abidtica, son los
estrogenos y las aflatoxinas producidas por hongos y levaduras del tipo
B2, G, y G2 (minimo aceptado < 0.001 mg/kg). Otras micotoxinas
producidas por hongos son las acratoxinas, la cerealenona y la
esterigmatocistina. Su presencia se determina mediante cromatografia
en fase idnica. Al menos se debe determinar la presencia/ausencia de
aflatoxinas. Debido a su alta toxicidad, su presencia obligaria a

desechar una partida de pienso. *
1.5.2 Contaminantes bidticos
1.5.2.1 Valores de referencia microbiolégicos recomendados

Las dietas destinadas al consumo del animal de laboratorio, por su
propia composicion o por contaminacion, constituyen de forma directa
un medio de transmision y cultivo de gérmenes especificamente
patdgenos, o que sin serlo, pueden originar alteraciones metabdlicas
y/o digestivas, e indirectamente repercutir sobre los bioensayos que se
realizan con ellos. Con anterioridad al proceso de formacién de pellets,
ya sea por presion en seco 0 mediante vapor de agua, las harinas se
someten a un preacondicionamiento con vapor a alta temperatura, que
oscila entre los 50-90 °C, reduciendo la carga bacteriana de la mezcla a
niveles inferiores al minimo permitido. La extrusién de pellets con vapor
de agua a presion elevada (8-9 bar) puede reducir hasta 2-4 veces el
contenido bacteriologico total, pero aumenta la Humedad relativa de los

pellets, favoreciendo a largo plazo la formacién de hongos.
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Existen diferentes patologias en roedores que se pueden asociar a la
carga microbiolégica de la dieta. Hongos y levaduras producen
alteraciones metabdlicas y estrogénicas debidas a los metabolitos
fungicos derivados de sus micotoxinas; junto con los agentes no
patdgenos aerobios (coliformes y enterococos), indican la humedad
final del producto obtenido o su conservacion en almacenes sin
proteccion, por un periodo prolongado o en condiciones de temperatura

y humedad inadecuadas.

Agentes patdgenos de primer orden son Salmonella, E. coli,
Staphylococcus y Clostridium spp, dependiendo de sus serotipos. Un
elemento importante de contaminacion es Clostridium perfringens,
responsable de toxiinfecciones alimentarias (esporas tipo A) y enteritis
necrética (tipo B), producida por enterotoxinas citoplasmaticas de los
gérmenes en fase de esporas, con la circunstancia afiadida de que las
del tipo A son muy resistentes al calor. La tolerancia maxima se ha
establecido en 10%/g de producto, y su presencia indica fermentaciones
anaerobias intensas al almacenar la materia prima en silos de gran
tamafio, 0 mantener posteriormente el pienso en condiciones de

humedad.?
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VALORES MICROBIOLOGICOS DE REFERENCIA

VALORES DE REFERENCIA UFC/g o ml
Bacterias aerobias mesdfilas < 1x 10 ° UFC/mL
Coliformes 1x 10 ? UFC/mL
Escherichia coli Ausenciaenlg.
Salmonella Ausencia en 25 g.

Staphylococcus patégenos (DNAasa, coagulasa y

Méaximo 10 UFC/mL
termonucleasa)

Hongos y levaduras <1 x 10 “UFC/mL
Enterococo <1 x 10 “ UFC/mL
Clostridium perfringes 1x10 UFC/mL

Ref. Avila, Carolina, Soler G. Alvaro. Elaboracion de concentrados para rata Proechimys de
la especie chrysaeulus para su manutencién en el laboratorio.

1.6 Métodos y protocolos de esterilizacion de dietas

Un pienso en condiciones normales no suele presentar unidades formadoras
de colonias (ufc), de coliformes, Salmonella y estafilococos; sin embargo,
ninguno se libra de aerobios mesofilos, Clostridium y mohos o levaduras. Un

pienso con valores superiores debe rechazarse.

La exposicién temporal a vapor a presion elevada o a radiaciones gamma son

los métodos de esterilizacion mas utilizados. *

G. PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

1.1. Planes de Muestreo para Analisis Microbiolégicos en Alimentos
El plan de muestreo es uno de los componentes del criterio microbiolégico que
comprende:

= El procedimiento de toma de muestra

= El criterio de decision a aplicar en el lote de alimentos.
Existen dos tipos de planes de muestreo reconocidos internacionalmente:
Plan de dos clases (por ejemplo: n=5, c=0 / n=5, c=2, m=) y el de tres clases
(por ejemplo: n=5, c=2, m=103, M=104) donde:
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n = nimero de muestras examinadas de un lote;

m = limite microbiolégico que, en un plan de dos clases, separa la calidad
aceptable de la rechazable y en un plan de tres clases separa la calidad
aceptable de la marginalmente aceptable.

M = limite microbiolégico que en un plan de tres clases separa la calidad
marginalmente aceptable de la rechazable

Cc = numero méximo permitido de unidades de muestra defectuosas (plan de

dos clases) o marginalmente aceptables (plan de 3 clases).

El plan de dos clases es utilizado generalmente para patégenos, mientras que
el plan de tres clases es utilizado frecuentemente para el analisis de
indicadores de higiene donde es posible la cuantificacion en unidades de

masa o de volumen de los microorganismos. *°

1.2. Recuento de Aerobios Mesofilos

Se utiliza para monitorear la implementacion de Buenas Practicas de

Manufactura. El recuento refleja el contenido microbiano de materiales crudos

e ingredientes, la eficiencia del procedimiento de elaboracidén / proceso, la

condicion de higiene del equipo y utensilios y la relacién tiempo- temperatura

de almacenamiento y distribucion.

Alimentos perecederos manipulados correctamente pueden desarrollar RAM

elevados y perder calidad si son almacenados por un periodo de tiempo

prolongado. En este caso, el RAM no se encontraria elevado por la condicion

de higiene del producto, sino por la vida util del mismo. Por ello es que la

utilidad del indicador depende de la historia del producto y el momento de la

toma de muestra.

En el uso o la interpretacion del recuento de aerobios mesdfilos hay ciertos

factores que deben ser tenidos en cuenta:

e Este recuento es sélo de células bacterianas vivas. Los procedimientos
gue sufre el alimento en su elaboracién, por ejemplo proceso térmico,

pueden enmascarar productos con altos recuentos o condiciones
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deficientes de higiene. Ademas, el almacenamiento prolongado en
congelacion o con pH bajo resulta en la disminucién del recuento.
e Este recuento no diferencia tipos de bacterias.
1.3 Identificacion de Salmonella sp.
Se trata de una bacteria relativamente resistente sobrevive a temperaturas de
8 a 45 °C en un pH de 4 a 8, con un coeficiente de actividad de agua superior

a 0,94, y es resistente a varios factores ambientales.

Contamina piensos que es fuente primaria de infeccién, aguas superficiales y
efluentes, insectos, aves y roedores.

La contaminacion secundaria esta dada por la produccién, el procesamiento y
preparacion de alimentos pudiendo ser la mas importante Salmonella
enteritidis typhimurium los serotipos mas comunes y agresivos.

1.4 Recuento de Staphylococcus aureus

Se los utiliza como componentes de criterios microbiolégicos para alimentos
cocidos, para productos que son sometidos a manipulacién excesiva durante
Su preparacion y para aquellos que son sometidos a manipulacién después del
proceso térmico. Generalmente, los estafilococos se eliminan durante la
coccion sin embargo no destruye la toxina producida por esta bacteria. Altos
recuentos en alimentos sometidos a procesos térmicos se deben a
contaminacion posterior a este tratamiento (manipulacion, contacto con equipo
o0 aire contaminado y/o conservacion inadecuada del mismo falta de
refrigeracion).

La presencia de S. aureus puede indicar un riesgo potencial para la salud. Un
namero elevado de estafilococos puede indicar la presencia de toxinas
termoestables, no obstante, un recuento bajo no significa ausencia de las

mismas.
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1.5. Recuento de Coliformes

La presencia de bacterias coliformes en los alimentos no significa
necesariamente que hubo una contaminacion fecal o que hay patégenos
entéricos presentes. Las bacterias coliformes son particularmente utiles como
componentes de criterios microbiolégicos para indicar contaminacion
postproceso térmico.

Algunos coliformes (E. coli) son comunes en las heces del hombre y otros
animales, pero otros (Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Erwinia) cominmente
se encuentran en el suelo agua y semillas.

Estos organismos se eliminan facilmente por tratamiento térmico, por lo cual
su presencia en alimentos sometidos al calor sugiere una contaminacion
posterior al tratamiento térmico o que éste ha sido deficiente.

1.6 Hongos y micotoxinas

Los alimentos balanceados al igual que otros alimentos concentrados son
susceptibles al desarrollo de hongos y a la produccidon de micotoxinas. Los
hongos y/o las micotoxinas pueden estar presentes en la materia prima pero si
durante el almacenaje no se manejan correctamente, el problema se agrava.
Cuando en un alimento hay mas de 1.000.000 de unidades formadoras de
colonias fungicas por gramo, se produce una disminucion de los valores de
proteina y almidén lo que se traducird en un menor poder nutricional. Las
aflatoxinas, principalmente B1, no es sensible a los tratamientos térmicos y

que es cancerigena. **

. PARAMETROS BROMATOLOGICOS

La muestra extraida para la realizacion del andlisis bromatolégico debe ser
representativa y ella puede obtenerse como unidades o fracciones.
Cuando se trata de un numero grande de unidades debe buscarse una
muestra representativa de la partida sospechada de infraccion y ella se

determina obteniendo la raiz cubica de la cantidad de envases total del lote.
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La Direccién Nacional de Medicamentos y Alimentos ofrece el cuadro que a

continuacion se transcribe y que facilita el trabajo *

NUMERO TOTAL DE NUMERO DE MUESTRAS A
ENVASES EXTRAER

2a3

4a8
9a?27

28 a 64
65a 125
126 a 216
217 a 343
344 a 512
513 a 729
730 a 1.000

Blo|o|N|o|o|swN|e

Ref.- Alberto. H. Instrucciones generales para la toma de muestras. Thursday
6 de November de 2003

1.1. Determinacion de la humedad por método de secado

La estabilidad de los alimentos balanceados es inversamente proporcional a
su contenido en humedad, que ha de mantenerse por debajo del 15 %. El
agua se encuentra en los alimentos especialmente en dos formas, como agua
enlazada y como agua disponible o libre, la primera incluye moléculas de agua
unidas en forma quimica, o a través de puentes de hidrégeno a grupos iénicos
o polares, mientras que el agua libre es la que no esté fisicamente unida a la
matriz del alimento y se puede congelar o perder con facilidad por evaporacion
0 secado. La humedad de un alimento comprende todas las sustancias que se
volatilizan por calentamiento y producen pérdida de peso, esta pérdida de
peso se determina por medio de una balanza y se interpreta como contenido

de humedad.

Los métodos de secado incluyen las mediciones de la pérdida de peso debida
a la evaporaciéon de agua a la temperatura de ebullicion o cerca de ella. En
algunos alimentos (por ejemplo, cereales) solamente una parte del agua que

contienen se pierde a esta temperatura. El resto (agua combinada o
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adsorbida) es dificil de eliminar y parece estar asociada a las proteinas
presentes.
Determinar la humedad de un alimento permite juzgar el estado de

conservacion de este.

1.2. Anélisis de proteinas por el Método de kjeldahl

Este método se basa en la combustion en himedo de la muestra por
calentamiento con acido sulfarico concentrado en presencia de catalizadores
metalicos para reducir el nitrdgeno organico de la muestra hasta amoniaco, el
cual queda en solucién en forma de sulfato de amonio. El digerido una vez
alcalinizado, se destila directamente o por arrastre con vapor para desprender
el amoniaco, el cual es atrapado y luego se titula con élcali para obtener el
contenido de nitrégeno organico de la muestra.

1.3. Determinacion de grasa por el método de extraccién por
solubilizacion

El contenido de “grasa”, algunas veces llamado extracto etéreo, grasa neutra o
grasa cruda el cual puede ser considerado como formado de constituyentes
lipidos “libres” es aquel que puede ser extraido por los disolventes menos
polares, como fracciones ligeras del petréleo y éter etilico, mientras que los
lipidos “enlazados” requieren disolventes mas polares para su extraccion.

Los lipidos asociados pueden ser liberados si la muestra del alimento se
disuelve completamente antes de hacer la extraccién con disolventes polares.
La disolucion del alimento se puede lograr por hidrélisis acida o alcalina. Las
proteinas se disuelven en el &cido y la grasa que se separa puede ser extraida
por agitacion, cuando menos tres veces, con éter dietilico o con una mezcla de
éter dietilico y petroleo ligero. El éter dietilico tiende a coextraer algin material
no-lipido, por lo que los lipidos extraidos y pesados en el extracto seco
necesitan ser eliminados cuidadosamente con éter de petréleo y el residuo no-
lipido se vuelve a secar y pesarse para dar por diferencia, el contenido de

grasa total en la muestra. La hidrolisis acida tiende a descomponer los
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fosfolipidos, por lo cual la correlacion con la extraccion con cloroformo/metanol
puede ser pobre en algunos alimentos.

1.4. Anélisis de fibra

"Fibra cruda" es el residuo organico combustible e insoluble que queda
después de que la muestra se ha tratado en condiciones determinadas tales
como tratamientos sucesivos con petréleo ligero, acido sulftrico diluido
hirviente, hidroxido de sodio diluido hirviente, acido clorhidrico diluido, alcohol
y éter. Este tratamiento empirico proporciona la fibra cruda que consiste
principalmente del contenido en celulosa ademas de la lignina y hemicelulosas

contenidas en la muestra.

La fibra también le da las propiedades fisicas a los alimentos, y generalmente
baja la densidad calérica de los alimentos.

1.5. Determinacion de carbohidratos.

El método de Fehling es el método que se ha utilizado para el procesamiento
de las muestras cuyo fundamento es la hidrélisis acida de la muestra, seguida
de una alcalinizacién y posterior titulacion del hidrolizado.

1.6. Anadlisis de cenizas

Se denomina asi a la materia inorganica que forma parte constituyente de los
alimentos como las sales minerales. Las cenizas permanecen como residuo
luego de la calcinacion de la materia organica del alimento, el valor de cenizas
se puede considerar como una medida general de calidad o grado, y a
menudo es un criterio util en la identificacion de la autenticidad de un alimento.
La calcinacion debe efectuarse a una temperatura adecuada, que sea lo
suficientemente alta como para que la materia organica se destruya
totalmente, pero tenemos que observar que la temperatura no sea excesiva
para evitar que los compuestos inorganicos sufran alteracion (fusion,
descomposicion, volatilizacién o cambio de estructura).

1.7. Determinacion de la acidez

Durante el almacenamiento y el deterioro de los alimentos, ocurren cambios
por accion enzimatica y desarrollo de bacterias, que dependen de manera

importante de la concentracion del i6n hidrogeno, mas que de la acidez
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titulable presente. La estabilidad de las proteinas también depende de la
actividad del i6n hidrogeno, por lo que la medicién del pH es importante para
conocer la eficacia de los conservadores y vigilar las operaciones de
fabricacion del alimento.

La mayoria de los microorganismos crecen a pH entre 5y 8, en general de
hongos y las levaduras son capaces de crecer a pH mas bajos que las
bacterias. La acidez se mide por titulacién con un alcali hasta un punto final
gue depende del indicador seleccionado, y el resultado se expresa en

términos de un acido dado®.

Vil.  DISENO METODOLOGICO

A. Tipo deinvestigacion

El método utilizado para el desarrollo de este estudio fue de tipo
observacional prospectivo, de muestreo aleatorio, en el que se determiné
las caracteristicas microbiolégicas, fisicoquimicas y nutricionales de 15
muestras de alimento balanceado para animales de laboratorio (ratas y
ratones).

El presente estudio se desarrollé en los laboratorios de Microbiologia de
Alimentos y Bromatologia del Instituto de Servicios de Laboratorio e

Investigacion en Salud, SELADIS, de la ciudad de La Paz.

B. Muestreo

Se analiz6 un total de 15 muestras de 500 g cada una, numero obtenido
calculando la raiz cubica del total de envases de cada lote’? (Anexo 1) de
alimento balanceado para animales de laboratorio (ratas y ratones),
producidos y comercializados en nuestro medio, tomadas al azar a partir de
lotes en uso de 4 laboratorios de investigacion de la ciudad de La Paz que
cuentan con bioterios de produccidén y experimentacion con animales.
Instituto Nacional de Laboratorios de Salud - INLASA , Instituto de
Servicios de Laboratorio e Investigacion en Salud- SELADIS, Bioterio de la

Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, Instituto de Biologia De
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la Altura —IBBA, ubicados en el Complejo Hospitalario de la zona de

Miraflores en la ciudad de La Paz.

C. Estrategia de ejecucion

Las 15 muestras fueron recolectadas e identificadas bajo un formulario de
toma de muestra, anotando las caracteristicas de cada una. (Anexo 2).

Todas las muestras fueron procesadas segun normas técnicas bolivianas
y de otros paises para andlisis microbiologico y bromatologico de

alimentos con estas caracteristicas.

Norma Técnica Parametro Microbioldgico
NB 32003 - 05 Recuento de Aerobios Mesofilos
NB 32005 - 02 Recuento de Coliformes Totales
NB 32004 - 02 Recuento de Staphylococcus aureus
NB 32006 — 03 Recuento de Mohos y levaduras
NB 32007 — 03 Investigacion de Salmonella
Norma Técnica Parametro fisicoquimico
NB — 074 - 74 Humedad
Norma Técnica Chilena Acidez
Norma Técnica Parametro Nutricional
NB-104-75 Fibra cruda
NB 466-81 Proteinas
NB 075-74 Cenizas
NB — 103 -75 Grasas




D. Material y métodos

1.1 Procedimientos Microbioldgicos

111

RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

INICIO

4

Pesar y disolver 25 gramos de
muestra en 225 ml de agua

peptonada y homogenizar

h J

Realizar diluciones 10y 10 con
agua peptonada

y

Verter 1 ml de cada dilucion en cajas
Petri esterilizadas

h J

Verter 15 ml de agar patata —
dextrosa fundido sobre la muestra

h J

Homogenizar con movimientos
circulares 5 a la derecha, 5 a la
izquierda y 5 en forma de ocho

h J

Dejar en reposo hasta que agarice

4

Incubar a 25 C / 48 — 72 horas para
levaduras y 121 horas para mohos

h J

Realizar el recuento de colonias
UFC/g

FIN
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1.1.2 RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

INICIO

A

Pesar y disolver 25 gramos de
muestra en 225 ml de agua
peptonada y homogenizar

Y

Realizar diluciones 10?y 10 con
agua peptonada

/

Verter 1 ml de cada dilucion en cajas
Petri esterilizadas

/

Verter 15 ml de agar para recuento
PCA fundido sobre la muestra

Y

Homogenizar con movimientos
circulares 5 a la derecha, 5 a la
izquierda y 5 en forma de ocho

Y

Dejar en reposo hasta que agarice

/

Incubar a 30 — 35 C durante 48 — 72
horas

/

Realizar el recuento de colonias
UFCl/g

FIN
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1.1.3 RECUENTO DE Staphylococcus aureus

INICIO

/

Pesar y disolver 25 gramos de
muestra en 225 ml de agua
peptonada y homogenizar

Y
Realizar diluciones 10?y 10 con
agua peptonada

4
Verter 0.1 ml de cada dilucion en
cajas Petri con agar Baird Parker

/

Extender con el asa de Drigalsky

Y
Incubar a 37 C durante 24 — 48
horas

/

Realizar el recuento de colonias

Continua en
la siguiente
pagina




PRUEBA CONFIRMATORIA

Viene de
la pagina
anterior

Inocular las colinias sospechosas
encaldo cerebro corazoén

Y

Incubara 37 C durante 24 horas

Y

Realizar la prueba de coagulasa: 0.1
ml de caldo cerebro Corazon en 0,3
ml de plasma fresco

A

Verificar la formacion de coagulo en
caso positivo

FIN




1.1.4 DETECCION DE Salmonella

PREENRIQUECIMIENTO

ENRIQUECIMIENTO

AISLAMIENTO

INICIO

Y

Pesar y disolver 25 gramos de
muestra en 225 ml de agua
peptonada y homogenizar

Y

Preincubar 37 C durante 20 — 24
horas

A

Transferir 10 ml a caldo tetrationato y
10 ml a caldo selenito

Y

Incubar a 43 C +/- 1 C durante 48
horas el caldo tetrationato.
Incubar a 37 C durante 48 horas el
caldo selenito

Y

Sembrar por agotamiento en agar salmonella
— shigellay XLD

A

Incubar a 37 C +/- 1 C durante 24 —
48 horas

Y

Realizar pruebas Bioquimicas a las
colonias sospechosas.
CITRATO, TSI, LIA, MIO, SIM, VP,

RM, FAY UREA

Y

Ausencia o presencia de Salmonella

en 25 g.

FIN
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1.1.5 RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES EN PLACA

INICIO

Y

Pesar y disolver 25 gramos de
muestra en 225 ml de agua
peptonada y homogenizar

Y

Realizar diluciones 10%y 107

Y

Verter 1 ml de cada dilucion en cajas
Petri esterilizadas

Y

Verter 15 ml de agar Rojo neutro
cristal violeta fundido sobre la
dilucién

Y

Homogenizar con movimientos
circulares 5 a la derecha 5 a la
izquierda y 5 en forma de ocho

Y

Dejar en reposos hasta que agarice

Y

Incubar a 37 C durante 24 — 48
horas

Y

Realizar el recuento de colonias
UFC/g

FIN
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1.2 ANALISIS BROMATOLOGICO

1.2.1 DETERMINACION DE PROTEINAS. METODO DE KJELDAHL

Pesar 0,5 g de muestra pulverizada en un balon Kjeldahl.

Anadir 0,5 g de Sulfato de cobre, 10 g de Sulfato de sodio anhidro y 10 mL
de acido sulfurico concentrado.

Calentar con llama fuerte, hasta observar una coloracion azul-verdosa, dejar
40 minutos mas para terminar la mineralizacién de la muestra.

Dejar enfriar, afladir 150 ml de agua destilada para disolver el residuo.

En un matraz Erlenmmeyer se vertio 30 ml de HCI 0,1N, 25 ml de agua y el
indicador naranja de metilo.

Conectar el refrigerante de reflujo.

Trasvasar a un balén de fondo redondo, afiadiendo perlas de porcelana y 100
ml de NaOH 30 %.

El destilado se recibié en 2/3 partes de un matraz.

Titular el destilado con una solucién de NaOH 0,1 N hasta el primer cambio de

color.

Célculos:

P% = (V HCI x Fc — V NaOH x Fc) x 14 x6,25 x 100/1000 x CM

1.2.2 DETERMINACION DE GRASA. EXTRACCION POR SOLUBILIZACION
Pesar 2 g de muestra en un vaso de precipitado.

Disolver en 25 ml de agua destilada y 10 ml de Acido sulftrico al 50%.
Calentar hasta cambio de color.

Pasar a un embudo de separacion con éter de petroleo y éter etilico en
proporcion 1:1.

Agitar constantemente, hasta recibir el primer extracto en un vaso de
precipitacion previamente tarado, dejar evaporar y secar, luego se peso el
vaso y el contenido.

Repetir la pesada hasta obtener un peso constante.

Calculos:

C% = (Peso del vaso con grasa — Peso del vaso solo) x 100/ CM
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1.2.3 DETERMINACION DE FIBRA. HIDROLISIS ACIDA Y ALCALINA
Pesar aproximadamente 3 g de muestra.

Realizar una primera hidrolisis con solucién de acido sulfurico al 5%, luego
desconectar del refrigerante y neutralizar.

Realizar la hidrolisis basica, con solucion de hidroxido de sodio al 5%,
desconectar del refrigerante y neutralizar mediante lavados repetidos con
agua destilada.

Pesar el papel filtro donde se vacié el residuo neutralizado.

Sobre el papel filtro afiadir alcohol comercial y éter etilico.

Dejar secar a 100 °C en la estufa y luego se peso.

Calculos:

F% = (Peso del papel filtro + residuo) — ( Peso del papel filtro solo) x100/CM

1.2.4 DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS. METODO DE FEHLING
Pesar 10 g de muestra en un matraz Erlenmeyer

Anadir 100 a 150 ml de agua destilada y 10 ml de HCI concentrado, llevar a
hidrolizar durante dos horas.

Retirar del hidrolizador, dejar enfriar y alcalinizar con Na OH al 40 % hasta
obtener una reaccion francamente alcalina comprobando con papel tornasol.
Trasvasar a una probeta, enjuagando el matraz erlenmeyer con un volumen
de agua destilada que se incorpora a la probeta. A ese volumen se denomina
volumen llevado, que se debe registrar para realizar el calculo final.

Mezclar bieny filtrar.

El filtrado verter en una bureta de 50 mL.

Por otra parte medir un volumen de 5 ml de reactivo de Fehling Ay 5 ml de
Fehling B en un matraz Erlenmeyer.

En el momento en que empiece a hervir el reactivo de Fehling, comenzar con
el goteo del filtrado.

Si cambia de color el reactivo o se pone mas intenso afiadir 2 a 3 gotas de
azul de metileno y continuar titulando hasta que aparezca la coloracion rojo-

ladrillo.
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Calculos:
C% = Factor Fehling x Volumen llevado x 100 / CM x Vg.

1.2.5 DETERMINACION DE CENIZAS. CALCINACION ORGANICA
Pesar una capsula de porcelana, a continuacion sobre la misma pesar

aproximadamente 3 a 5 g. muestra.

Llevar al bafio de arena para eliminar todas las sustancias volatiles que se
manifiesta por el desprendimiento de humos blancos y negros.

Llevar a la mufla a temperatura de 500 a 600 °C, durante 2 a 3 horas hasta
obtener ceniza blanca o negra.

Dejar enfriando la capsula dentro de la mufla.

Después de 24 horas retirar con ayuda de una pinza y se dejar en el
desecador hasta enfriar completamente.

Calculos:

C % = (Peso de la capsula + cenizas) — Capsula sola x 100/CM

1.2.6. DETERMINACION DE LA HUMEDAD. METODO POR SECADO
Pesar el cristalizador de vidrio que contiene arena. Utilizar arena lavada y

calcinada por que da una superficie regular de mayor extension y favorece el
desprendimiento de agua.

Con una espatula afadir aproximadamente 5 a 10 g de la muestra y se pesar
nuevamente.

Calcular la diferencia:

(Peso del cristalizador + arena) — ( Peso del cristalizador + arena +muestra)
Obtener la cantidad de la muestra.

Llevar a la estufa a temperatura de 100 a 150 °C durante una hora. En este
proceso la temperatura y tiempo es importante para un buen resultado.

Retirar de la estufa y llevar al desecador, pesar: obteniendo la pesada 1.
Nuevamente llevar a la estufa a 100 a 150 °C durante 30 minutos.

Retirar de ésta y llevar al desecador para enfriar, pesar nuevamente:

obteniendo la pesada 2.
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Repetir esta operacion, hasta obtener un peso constante, esto significa que
en dos pesadas sucesivas haya una diferencia de solo 0,05 g (5 mg).
Calculos:

Pt. Peso total = que es el peso del cristalizador con arena y muestra.

Pc 0 final: Peso final o constante.

C: (Pt—Pc o final) x 100 /CM

1.2.7 DETERMINACION DE LA ACIDEZ. METODO DE TITULACION
Pesar 5 g. de muestra en un vidrio de reloj.

Depositar en un matraz Erlenmmeyer con 50 mL de agua destilada, agitar
para obtener una buena mezcla de la muestra.

Afadir dos gotas de la solucion de Fenolftaleina, agitando nuevamente.

Por otro lado llenar una bureta con solucién de NaOH 0,1 N.

Titular la solucién con la muestra, hasta virar de color “de incoloro a rosado
tenue o leve que debe persistir por dos minutos.

Anotar el volumen gastado para realizar los calculos.

Calculos:

A% = Vg x Cb x Fa x100/CM

Donde:

Vg: volumen gastado de NaOH en la titulacion de la muestra.

Cb : Concentracién de la solucibn de NaOH en mol/litro por su factor de
correccion.

CM: Peso de la muestra en gramos.

Fa: factor de acidez calculado en funcién al factor del acido presente en la
muestra.

Para cereales el &cido lactico: 0,009.

La diferencia minima permisible entre determinaciones por duplicado no debe

ser mayor a 1 % en caso contrario se recomienda repetir la determinacion.

1.2.8 DETERMINACION DEL VALOR ENERGETICO
Este parametro nutricional se obtiene por calculo matematico.™



VIII.

RESULTADOS

GRAFICO Nro. 1

AEROBIOS MESOFILOS SEGUN VALORES DE
REFERENCIA MICROBIOLOGICOS

RECOMENDADOS (< 1 X 10 ° UFC/g.)

NUMERO DE MUESTRAS

DENTRO

e

13%

FUERA

Se encontraron 2 muestras con recuentos altos de bacterias aerobias mesofilas.

GRAFICO Nro. 2

COLIFORMES TOTALES SEGUN VALORES DE
REFERENCIA MICROBIOLOGICOS

RECOMENDADOS (< 1 X 10 2 UFCI/g.)

60%

NUMERO DE MUESTRAS

DENTRO

l

40%

B

FUERA

Se encontraron 6 muestras con recuentos altos de coliformes totales.
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GRAFICO Nro. 3
MOHOS Y LEVADURAS SEGUN VALORES DE
REFERENCIA MICROBIOLOGICOS

RECOMENDADOS (< 1 X 10 2 UFCI/g.)

60%

NUMERO DE MUESTRAS

40%

DENTRO

FUERA

Se encontraron 6 muestras con recuentos altos de mohos y levaduras.

GRAFICO Nro. 4

PRESENCIA'Y AUSENCIA DE SALMONELLA sp
SEGUN VALORES DE REFERENCIA
MICROBIOLOGICOS RECOMENDADOS
(AUSENCIA EN 25 GRAMOS)

100%

NUMERO DE
MUESTRAS

AUSENCIA

0%

PRESENCIA

En el total de muestras se observé ausencia de Salmonella sp.
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GRAFICO Nro. 5
AISLAMIENTO DE Staphylococcus aureus
(MAXIMO 10 UFC/g.)

100%

0%

NUMERO DE MUESTRAS

AUSENCIA PRESENCIA

En el total de muestras se observé ausencia de Staphylococcus aureus.

GRAFICO Nro. 6
AISLAMIENTO DE ESTAFILOCOCOS
COAGULASA NEGATIVA

80%

0%

NUMERO DE MUESTRAS

COAGULASA (-) COAGULASA (+)

En 12 muestras se identifico estafilococos coagulasa negativa.
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GRAFICO Nro. 7
IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS
SEGUN ESPECIE

27%

14%

oE

Escherichia coli Enterobacter cloacae

NUMERO DE MUESTRAS

Cuatro muestras presentaron desarrollo de E. coli, y dos E. cloacae.

GRAFICO Nro. 8
IDENTIFICACION DE MOHOS Y LEVADURAS
SEGUN GENERO

47%

13%

.

Candida sp Penicillum sp

NUMERO DE
MUESTRAS

En 2 muestras se identifico Penicillum sp. y en 7 muestras con desarrollo de
levaduras se identific6 Candida sp.
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NUMERO DE
MUESTRAS

GRAFICO Nro. 9
CONTENIDO DE PROTEINAS SEGUN
COMPOSICION BROMATOLOGICA REQUERIDA
PARA ALIMENTO DE RATAS Y RATONES DE
LABORATORIO (19%)

53%

40%

7%

—

< 19,0% 19,0% >19,0%

Solo 1 muestra cumple con el requerimiento bromatoldgico de proteinas para
alimento de roedores (ratas y ratones). 8 muestras presentaron contenidos
menores al requerimiento.

NUMERO DE

GRAFICO Nro. 10
CONTENIDO DE GRASA SEGUN COMPOSICION
BROMATOLOGICA REQUERIDA PARA ALIMENTO
DE RATAS Y RATONES DE LABORATORIO

(3,30%)
60%
g 33%
i 9
wn
=
= 7% 5
< 3,30% 3,30% >3,30%

Solo 1 muestra cumple con el requerimiento bromatologico de grasa para
alimento de roedores (ratas y ratones). 9 muestras presentaron contenidos
menores al requerimiento bromatolégico.
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GRAFICO Nro. 11
CONTENIDO DE FIBRA SEGUN COMPOSICION
BROMATOLOGICA REQUERIDA PARA ALIMENTO
DE RATAS Y RATONES DE LABORATORIO
(4,90%)
73%
é ‘é’ 27%
% U) 11
s
32
z 0% 4
0
<4.90% 4,90% >4,90%
Ninguna muestra cumple con el requerimiento bromatolégico de fibra para
alimento de roedores (ratas y ratones). 11 muestras presentaron contenidos
menores al requerimiento bromatolégico.
GRAFICO Nro. 12
CONTENIDO DE CENIZA SEGUN COMPOQOSICION
BROMATOLOGICA REQUERIDA PARA ALIMENTO
DE RATAS Y RATONES DE LABORATORIO
(6,70%)
87%
o2
25
S Ll
23 13% 13
= 0%
2 0
<6,70% 6.70% >6.70%

Ninguna muestra cumple con el requerimiento bromatolégico de ceniza para
alimento de roedores (ratas y ratones). 13 muestras presentaron contenidos
mayores al requerimiento bromatoldgico.



GRAFICO Nro. 13

CONTENIDO DE HUMEDAD (MAXIMO 12,0%)

)

R 80%

(r 0

(%)
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= 12
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o)

w 7% 13%

>

2 I S— 2
<12,0% 12.0% >12,0%
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En 12 muestras el contenido de humedad se encontré dentro del valor
maximo para alimentos de estas caracteristicas fisicoquimicas. Una muestra
se encontré en el limite aceptable.

NUMERO DE
MUESTRAS

GRAFICO Nro. 14

CONTENIDO DE ACIDEZ TITULABLES (MAXIMO

0,1% DE ACIDO LACTICO)

0%

0%
0

-+

15%

15

<0,1%

0,1%

> 0,1%

Todas las muestras presentaron caracteristicas acidas, con respecto al valor
maximo de 0,1 % de acido lactico.
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TABLA VALOR ENERGETICO
SEGUN VALORES DE REFERENCIA 3.6 — 3.8 kcal/kg

Nro. de muestra | Valor energético kcal/kg
1 2,2606
2 1,8808
3 2,4538
4 2,3057
5 1,8767
6 2,1004
7 1,9732
8 2,7661
9 2,776
10 2,6324
11 2,0924
12 2,1342
13 2,5353
14 2,1999
15 1,9513

IX. DISCUSION

En el presente trabajo las muestras analizadas presentaron caracteristicas
microbiolégicas aceptables, pero se pudo evidenciar que las caracteristicas
nutricionales y fisicoquimicas en la mayoria de las muestras analizadas no cumplen
los requerimientos.

Por lo tanto estos productos son susceptibles de contaminacion ya se por bacterias y
hongos, que afectardn por consiguiente las caracteristicas fisicoquimicas y

nutricionales, o por una mala calibracion de los componentes durante su elaboracion.

Existe una directa relacién entre el tiempo de almacenamiento y la mala rotacién de
los envases de alimento balanceado y el incremento en los niveles de contaminacion
por microorganismos, ademas de las pérdidas de nutrientes ya sea por la

degradacion causada por bacterias y hongos o por procesos de oxidacién, lo cual
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reduce significativamente el aporte nutricional e higiénico de estos alimentos a los

animales de laboratorio.

La mayoria de las muestras analizadas en este trabajo tenian mas de 6 meses de
almacenamiento y segun La Direccion General de Servicios Agricolas (ONPF -
Uruguay) y division de proteccion de alimentos, establece los siguientes plazos de

validez recomendados (maximos) para alimentos balanceados.?
e Alimentos balanceados y raciones suplementarias pelleteadas: 6 meses

Ninguna de las muestras fueron esterilizadas antes de ser administradas a los
animales de laboratorio, segun un estudio realizado para determinar el
procesamiento y presentacion de las dietas para animales de laboratorio (ratas del
genero Proechimys) ' se demuestra la efectividad de la esterilizacién del alimento
balanceado a 110 °C y 15 minutos observandose ausencia de microorganismos
tales como Aerobios mesofilos, coliformes, Salmonella, Clostridium, estafilococos,

mohos y levaduras.

En este estudio las muestras procesadas presentaron ausencia de Salmonella y
estafilococos coagulasa positiva, pero presentaron desarrollo de bacterias aerobias

mesofilas, mohos y levaduras, debido a que no se esterilizaron.

Segun un estudio realizado en alimento balanceado para rumiantes elaborado con
pollinaza (excretas de aves de corral) se determind el comportamiento de la
contaminacién microbiolgica *, encontrando casi en un 900% para el caso de los
coliformes fecales encontrados en el dia 28 de muestreo en comparacion con la
cantidad encontrada en el dia cero. En ninguna muestra analizada en este trabajo se
encontré6 Salmonella ni Shigella. Probablemente debido a que estas bacterias son

labiles a cambios de temperatura.

En este trabajo no se realiz6 los andlisis correspondientes a Escherichia coli y

enterococos, porque se considera que al investigar los coliformes
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(enterobacteriaceas lactosa +) y Salmonella (enterobacteriaceas Lactosa -) se cubre
suficientemente la deteccion de bacterias fecales.

El analisis bromatoldgico demostro la falta de homogeneidad de las muestras de un
mismo lote, respecto al contenido de los nutrientes analizados, lo cual determinaria
una disminucion en el valor nutritivo de este, estas muestras pudieron haber perdido
su contenido de nutrientes original al ser sometidas a procesos de coccion o por
accion de los microorganismos presentes.

En un estudio realizado en Lima Per( ° cuyo objetivo fue evaluar a través de pruebas
biolégicas en ratas de laboratorio el valor nutricional de los insumos proteicos
utilizados en los alimentos comerciales para perros se determind que la harina de
carne es el insumo proteico de menor calidad. Concluyeron que para evaluar la
calidad de los insumos proteicos no es suficiente determinar su contenido proteico y
digestibilidad, sino que ademas se requiere realizar las evaluaciones biolégicas. Las
muestras analizadas en este estudio contienen harina de carne por lo cual también

deberia evaluarse el aporte proteico de este componente.

Con relacion al contenido de carbohidratos no existe requisito especifico ya que esta
en funcion del aporte de energia que se desee proporcionar segun la especie y

experimento en cuestion.

Otro estudio realizado en la Universidad de Tolima — Mexico *, indica que para la
verificacion de la homogeneidad de la mezcla se utilizan como elemento diana los
cloruros analizados mediante la técnica NIR (espectroscopia de reflectancia en

infrarrojo cercano).

Las caracteristicas acidas de las muestras procesadas, se deberia a la accion de las
bacterias, mohos y levaduras sobre los componentes nutricionales, cuyo resultado es
la produccion de acidos a partir de la degradacion de dichos componentes. Puesto
que la acidificacion del interior celular conduce a la pérdida del transporte de
nutrientes, los microorganismos no pueden generar mas energia de mantenimiento y,

a una velocidad variable segun las especies, se produce la muerte celular, esto se ha
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observado en las muestras cuyo pH se encontré acido y ademas pudo influir en el

desarrollo de las bacterias en los medios de cultivo.

El valor energético recomendado para ratas y ratones es de 3,6 a 3,8 kcal/g, en las
muestras analizadas se encuentran por debajo del valor recomendado, esto se
deberia a deficiencias en el control de la cantidad de energia que aporta cada

nutriente.

El alto porcentaje de ceniza encontrado en las muestras procesadas refleja su

contenido de minerales, lo que indica su alta composicion inorgénica.
Es importante que el control se realice desde la seleccion adecuada de las materias
primas, formulacion adecuada de las dietas para animales de laboratorio segun
requerimiento especificos de especie y procesos de experimentacién a los que
sean sometidos, rotacién adecuada del alimento de modo que se reduzca el tiempo
de almacenamiento, control microbioldgico, fisicoquimico y nutricional en la fabrica
y por parte del consumidor que garantice la calidad cualitativa y cuantitativa del

producto terminado.

X. CONCLUSIONES

e La mayoria de las muestras analizadas presentaron caracteristicas
microbiolégicas dentro de los valores de referencia recomendados para
este tipo de productos.

e La mayoria de las muestras analizadas presentaron caracteristicas
bromatolégicas que no cumplen los requerimientos establecidos para
animales de laboratorio (ratas y ratones):

e Se encontr6 dos muestras (13 %) con recuentos de bacterias aerobias
mesofilas por encima de los valores de referencia microbiolégicos
recomendados <1x10 ® UFC/g para este tipo de alimentos.

e En 6 muestras (40%) se encontré recuentos de coliformes totales fuera de
los valores de referencia microbiolégicos recomendados mayores a 1 x 10 ?
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UFC/ g. Mediante pruebas bioquimicas se identific6 Escherichia coli en 4
muestras (27%) y Enterobacter cloacae en 2 muestras (14%).

En el recuento de mohos y levaduras se encontraron 6 muestras (40%)
fuera de valores de referencia microbiolégicos recomendados de < 1 x 10 2
UFC/mL,. Se identific6 Penicillum sp. en 2 muestras (13%) y Candida sp.
en 7 muestras (47%).

Ninguna de las muestras procesadas presentd desarrollo de Salmonella
sp.

No se presentd desarrollo de Staphylococcus aureus en ninguna de las 15
muestras procesadas. Sin embargo 12 muestras (80%) presentaron
desarrollo de Staphylococcus coagulasa negativa.

Con respecto a las caracteristicas  nutricionales de las muestras
procesadas, 8 (53%) presentaron un contenido de proteinas menor al
requerimiento bromatolégico requerido para alimento de roedores de
laboratorio (ratas y ratones) (19,0%) ,1 muestra (7%) cumple con el
requerimiento de proteinas y 6 (40%) muestras presentaron contenido de
proteinas mayores al requerimiento nutricional.

El contenido de grasa se encontr6 por debajo del requerimiento
bromatolégico en 9 muestras (60%) procesadas, 1 muestra (7%) cumple
con el contenido requerido (3,30 %) y 5 muestras (33%) presentaron
contenido de grasa mayor al requerimiento.

Se encontré 11 muestras (73%) con contenido de fibra por debajo del
requerimiento bromatolégico requerido para alimento de roedores de
laboratorio (4,90%), 4 muestras (27%) presentaron contenidos de fibra
mayores al requerimiento y ninguna muestra cumple con el contenido de
fibra requerido.

Ninguna muestra (0%) cumple con el requerimiento de contenido de
cenizas (6,70 %), 13 muestras (87%) presentaron contenido mayor y 2
muestras (13%) contenido menor al requerido.

El porcentaje de humedad maximo es de 12 % para este tipo de alimentos,

se encontr6 2 muestras (13%) con contenidos de humedad mayores a
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este valor, 12 muestras (80%) presentaron contenidos de humedad
menores al valor maximo y solo 1 muestra (7%) se encontré con contenido
de humedad en el limite maximo aceptable.

Los valores de acidez se encontraron por encima del valor maximo
permisible que es de 0,1% de &cido l4ctico.

El contenido de carbohidratos no se analizO debido a que este
componente no tiene un valor establecido ya que depende de la cantidad
que el investigador desee aportar a un determinado alimento para un
experimento especifico.

El valor energético de todas las muestras se encontré por debajo de los
valores recomendados para esta especie (3,6 — 3,8 kcal/kg).

XI. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos del analisis microbiologico y
bromatolégico de alimento balaceado para animales de laboratorio (ratas y
ratones) realizado en este trabajo, se puede indicar que es importante
ampliar y continuar con este tipo de estudios, para de esta manera poder
contar con mas datos acerca de la calidad microbiolégica y bromatologica
de estos productos elaborados y comercializados en nuestro medio, de tal
manera que se pueda implantar normas acordes con los requisitos que
deben cumplir al momento de ser utilizados por centros de investigacion
con animales. De tal manera que todo conlleve a mejorar el campo de la
investigacion ya que sera posible contar con animales de experimentacion
que cumplan con los requisitos biolégicos adecuados para obtener
resultados reales que evite el sacrificio inutil de individuos y una pérdida

de tiempo y de recursos en investigacion.

Es importante poner énfasis en tres factores importantes, para que el
alimento sea utilizado eficientemente por un animal, siendo estos los
siguientes: la formulacion adecuada del alimento, la manufactura del

alimento y el manejo adecuado del alimento
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e Es de gran importancia la rotacion del alimento balanceado almacenado
debido a que el tiempo 6ptimo de almacenamiento es un factor importante
gue afecta la calidad del alimento y esta influenciado por el nivel de

humedad a que se guarde el producto.

e Finalmente el control de calidad de los productos finales, como una politica
empresarial, es un area, que necesita ser desarrollada en la mayoria de las
empresas dedicadas a la elaboracion y comercializacion de alimentos

balanceados en nuestro pais.
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CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

n=3/Numero Total de Envases de Lote

n=23/70 =412

n=4

REGISTRO DE TOMA DE MUESTRA

N° de Muestra: 1

N° de Muestra: 2

N° de Muestra: 3

N° de Muestra: 4

Procedencia:
INLASA

Procedencia: INLASA

Procedencia: INLASA

Procedencia: INLASA

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Olor: Caracteristico

Olor Caracteristico

Olor Caracteristico

Olor Caracteristico

Color: Amarillo

Color: Amarillo

Color: Amarillo

Color: Amarillo

N° de Muestra: 5

N° de Muestra: 6

N° de Muestra: 7

Procedencia: FCFB

Procedencia: FCFB

Procedencia: FCFB

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Olor: Caracteristico

Olor Caracteristico

Olor Caracteristico

Color: Amarillo

Color: Amarillo

Color: Verde
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N° de Muestra: 8

N° de Muestra: 9

N° de Muestra: 10

N° de Muestra: 11

Procedencia: IBBA

Procedencia: IBBA

Procedencia: IBBA

Procedencia: IBBA

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Consistencia: Soélida

Consistencia: Soélida

Olor: Caracteristico

Olor Caracteristico

Olor Caracteristico

Olor Caracteristico

Color: Amarillo

Color: Amarillo

Color: Amarillo

Color: Amarillo

N° de Muestra: 12

N° de Muestra: 13

N° de Muestra: 14

N° de Muestra: 15

Procedencia:
SELADIS

Procedencia: SELADIS

Procedencia: SELADIS

Procedencia: SELADIS

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Cantidad: 500 g

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Aspecto: pellet

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Consistencia: Sélida

Olor: Caracteristico

Olor Caracteristico

Olor Caracteristico

Olor Caracteristico

Color: Amarillo

Color: Amarillo

Color: Amarillo

Color: Amarillo

PELLETS DE ALIMENTO BALANCEADO




