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RESUMEN

La produccion de animales de laboratorio trae aparejado el manejo de dietas para obtener el mejor
desempefio metabdlico en investigacion. Estas dietas deben cumplir cuatro requisitos: ajustarse a las
necesidades nutricionales de la especie y edad de los sujetos y ser agradables, permitir su conducta
caracteristica de alimentacion y estar libres de contaminantes. OBJETIVO: Seleccionar los tratamientos
tecnolégicos mas convenientes para el procesamiento y conservacion de cada ingrediente y su mezcla final, en
el desarrollo de un alimento rico en &cidos grasos esenciales para ratones de laboratorio. METODOLOGIA: Se
definié una dieta téorica para ratones adultos del Bioterio de la Facultad de Medicina (BBM) mediante tablas de
requerimientos nutricionales y composicion de alimentos. Se formuld una dieta utilizando ingredientes naturales
como fuente de nutrientes especificos. Estos fueron preparados segln tratamiento adecuado al material:
esterilizacion por calor seco (80°C-120")/microondas (100g-1'-1425 MHz)/irradiacion UV (254 nm-15") para
harina de pescado y alimento final, coccion (100°C-60)/autoclavado (121°C-10’) para inactivacion de
antinutrientes en caupi, molienda/humidificacion para solubilizacion de compuestos bioactivos de semillas. Se
elaboré el alimento artesanalmente en forma de pellets, almacenandose hasta su uso. Se analizaron
composicion centesimal, perfil lipidico y cantidad de antinutrientes. Se realizé el estudio experimental en
muestras de ratones Balb/c, contrastando la formulacion con dos dietas comerciales para murinos utilizadas
habitualmente en el BBM, evaluandose aceptabilidad y desarrollo de los animales por consumo de dieta. Se
valoré el crecimiento de los ratones durante 6 semanas, por medicion del peso cada siete dias. Se pesaron los
alimentos ofrecidos al comienzo de la experiencia y una vez por semana para estimar aceptabilidad. Para
evaluacion del perfil nutricional de los animales se realizaron extracciones de sangre y tejidos. RESULTADOS Y
DISCUSION: Se concluye que el método tecnolégico mas adecuado para la preparacion y esterilizacion de los
pellets es la irradiacion UV con envasado al vacio, evitando reacciones de Maillard derivadas de tratamientos
con calor seco y microondas. En cuanto al valor nutricional se verifico que el aporte de los distintos nutrientes en
el alimento soporté adecuadamente la nutricién de los animales.
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ABSTRACT

The production of laboratory animals comes with the diet management, to obtain the best metabolic
performance in research. These diets must meet four requirements: adjust to the nutritional needs of the species,
the age of the subjects, and be pleasant, allow their normal eating behavior and be contaminant free.
OBJECTIVE: Select the most convenient technological treatments for the processing and conservation of each
ingredient and its final mixture, in the development of a food rich in essential fatty acids for laboratory mice.
METHODOLOGY: A theoretical diet was defined for adult mice of the Bioterium of the Faculty of Medicine
(BBM), through tables of nutritional requirements and food composition. A diet was formulated using natural
ingredients as a source of specific nutrients. These were prepared according to the appropriate treatment to the
material: dry heat sterilization (80 ° C-120 ') / microwave (100g-1'-1425 MHz) / UV irradiation (254 nm-15") for fish
meal and final feed, cooking (100 ° C-60 ") / autoclaving (121 ° C-10" for inactivation of antinutrients in cowpea,
milling / humidification for solubilization of bioactive seed compounds. The food was elaborated in the form of
pellets, stored until its use. Centesimal composition, lipid profile and amount of antinutrients were analyzed. The
experimental study was performed on samples of Balb / ¢ mice, contrasting the formulation with two commercial
diets for murines habitually used in the BBM, evaluating acceptability and development of the animals by diet
consumption. The growth of the mice was assessed for 6 weeks, by measuring the weight every seven days.
The food offered was weighed at the beginning of the experience and once a week to estimate acceptability. For
the evaluation of the nutritional profile of the animals, blood and tissue extractions were performed. RESULTS
AND DISCUSSION: The most suitable technological method for preparation and sterilization of pellets is UV
irradiation with vacuum packaging, avoiding Maillard reactions derived from treatments with dry heat and
microwaves. Regarding the nutritional value, it was verified that the contribution of different nutrients in the food,
support adequately the animal nutrition.
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INTRODUCCION

La produccion de animales de laboratorio trae aparejado el manejo de dietas completas y
complejas, tanto en calidad como en cantidad, con el fin de obtener el mejor desempefio metabdlico
en el trabajo de investigaci()n.(l) Un correcto estado nutricional permite que el animal alcance todo el
potencial genético en fases claves, como el crecimiento y la reproduccién, y en su longevidad.
También le permite presentar respuestas mas favorables a factores de estrés ambiental, como
pueden ser las situaciones durante un proceso experimental.(z)

Se deben tener en cuenta cuatro requisitos basicos que deben cumplir las dietas para animales
de bioterio: a) deben ajustarse a las necesidades nutricionales de la especie y edad de los sujetos
experimentales, b) permitir la manifestacién de la conducta caracteristica de alimentacién del
organismo, c) ser agradables al animal y d) estar libres de contaminantes y toxinas naturales.®
La formulacion de dietas tiene como objetivo fundamental alcanzar las concentraciones ideales de
nutrientes -teniendo en cuenta las pérdidas debidas a los procesos tecnoldgicos de produccion y al
almacenamiento- las que deben evaluarse mediante el andlisis bromatologico del alimento.®

Los resultados de los analisis de calidad de la dieta -tanto los que involucran caracteristicas del
alimento, como los requerimientos de los animales y sus capacidades digestivas vy fisiolégicas para
aprovechar los recursos- permitirian determinar si es necesario adjuntar o disminuir algdn nutriente.
Igualmente, para que los alimentos puedan certificarse como inocuos, al mismo tiempo de no perder
componentes nutricionales esenciales, es necesario realizar distintos tratamientos de esterilizacion
tanto de los ingredientes como de la mezcla elaborada.

Existen varios tipos de dietas que satisfacen los requisitos basicos de alimentacion de ratones de
laboratorio, las que pueden clasificarse de acuerdo al grado de refinamiento de sus ingredientes. La
elaboracion de dietas de ingredientes naturales es compleja, ya que se parte de sustancias
(alimentarias) con cantidades diferentes de nutrientes.

En su evolucién las formulas se han solucionado basicamente con dos ingredientes: la harina de
maiz y de soja. La harina de pescado permanece como la fuente de proteina mas importante, pero
se han intensificado las investigaciones para reducir su contribucion, aprovechando un mayor
namero de fuentes vegetales.(") Asi, la utilizacion de leguminosas regionales de alto contenido
proteico, como los porotos de caupi (Vigna unguiculata) variedad colorado, representa una
alternativa innovadora en la formulacion de un alimento de éptima calidad nutricional.

Las semillas en general, son fuente de compuestos lipidicos. En particular, las semillas de linaza
(Linum usitatissimum) y chia (Salvia hispanica), se caracterizan por un alto contenido de acido
linolénico en su composicion.®

Sin embargo, la chia, el lino y los porotos de caupi requieren tratamientos tecnolégicos previos a
su incorporacién al alimento, ya sea para aumentar la biodisponibilidad de los componentes
bioactivos o para inactivar distintos constituyentes antinutricionales.

Por lo tanto, en el presente estudio se desarrollé6 un alimento formulado (AF) para ratones de la
cepa Balb/c en el Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas de la Facultad de Medicina, UNNE
(LIBiM), se evaluaron las caracteristicas organolépticas y nutricionales de este AF y sus ingredientes
luego de realizar los tratamientos tecnoldgicos adecuados, y se contrastaron estos resultados con los
de dos dietas comerciales para ratas y ratones, utilizadas en forma diaria en el Bioterio de la
Facultad de Medicina (BBM).

OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo fue seleccionar el tratamiento tecnolégico mas conveniente para el
procesamiento y conservacién de cada ingrediente y su mezcla final, en el desarrollo de un alimento
rico en &cidos grasos esenciales de composicién controlada para ratones de laboratorio.

Objetivos especificos:

Identificar, a partir de la investigacion bibliografica, las necesidades nutricionales de los ratones
albinos.

Determinar el tipo y cantidad de los ingredientes que van a formar el alimento, capaces de ser
procesados de manera conveniente y con las proporciones adecuadas de nutrientes, para el
crecimiento, reproduccion y salud de los ratones del LIBIM.
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Lograr el procesado mas conveniente de estos ingredientes y la mezcla mas eficiente en cantidad
y calidad.

Comparar la aceptabilidad y adecuacion del alimento formulado con dos dietas comerciales para
ratas y ratones.

MATERIAL Y METODOS

Para formular el AF se utilizaron distintos ingredientes naturales, cada uno como fuente de
nutrientes especificos: Como fuente de lipidos: Grasa animal*, aceite de girasol*. Acidos grasos
esenciales y fibras: Semillas de chia* y lino* provenientes de Cdérdoba. Proteinas, minerales vy fibras:
Harina de pescado de rio (Frigorifico Puerto Las Palmas SA), porotos de caupi cultivados en
Formosa (Instituto de Tecnologia Agropecuaria-INTA), leche descremada en polvo*. Carbohidratos:
Almidén de maiz*. *comercial

La secuencia de obtencion del alimento fue la siguiente: Se definié una dieta téorica para ratones
adultos del BBM, mediante tablas de requerimientos nutricionales y composicion quimica de los
ingredientes. Se prepararon y molieron los ingredientes, segln tratamiento mas conveniente.
Seguidamente se pesaron y se mezclaron manualmente con agua (25°C) en cantidades adecuadas,
hasta mezcla homogénea. La masa obtenida se porcioné manualmente en forma de pellets de
aproximadamente 1 cm de diametro y 4 cm de largo. Se realiz6 el secado de los pellets en equipo
deshidratador de alimentos (Blanik, 250W) a 55°C durante 20 hs. y se esterilizaron. Se almacenaron
hasta su uso en bolsas de plastico selladas, de 0,5 kg. c/u.

Analisis quimicos: Se realizaron analisis de composicion centesimal en el LIBIM vy
complementariamente en el Laboratorio de la Direccién de Bromatologia del Chaco. El perfil lipidico
se analiz6 por cromatografia gaseosa en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos de la Facultad
de Cs. Veterinarias-UNNE, luego de la extraccion lipidica segun el método Black and Drier y
metilacion. La cantidad de antinutrientes de los porotos fue relevada de M.Avanza et al™, Laboratorio
de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-UNNE.

Tratamientos tecnolégicos utilizados: Esterilizacion de harina de pescado y AF: Se utilizaron 3
métodos: a) Estufa 80°C-120 min, b) Microondas, 100 g en vaso de precipitado (frecuencia de onda:
1425 MHZz) llegando a una temperatura de 95°C en el centro geométrico(e) y ¢) Irradiacién UV (254
nm) rotando el material cada 15 min para que la luz acceda a toda la superficie. Preparacion de
semillas de chia y lino: Se compararon 2 métodos: a) sumersion de las semillas en agua 1:2 (P/V),
hasta formacion del gel mucilaginoso (30 min) y b) molienda de 10 g de semilla seca en molinillo de
café eléctrico (Peabody Pe-mc9100-180W) durante 2 min. b) molienda anterior sumada a una
hidratacion en agua 1:10 (P/V) hasta lograr mezcla homogenea. Inactivacion de antinutrientes del
caupi: Datos recavados de M.Avanza et al.® a) Autoclavado de los porotos 121°-10 min 1:10 (P/V),
b) Cocimiento en agua hirviendo (100°C) por 60 min 1:10 (P/V), seguido en ambos casos por un
secado en deshidratador de alimentos a 55°C por 20 hs.

Estudio experimental: Se realizé el estudio experimental en distintas pruebas de comparacion de
formulaciones, en muestras de ratones del BBM, en los que se evaluaron aceptabilidad y desarrollo
de los animales por consumo del AF, comparado con dos alimentos comerciales (marcas:
Cooperacion y Ganave), consumidos diariamente en el Bioterio. De acuerdo a los resultados de cada
prueba se realizaron modificaciones en la composicion de la dieta, ya sea para aumentar la
nutritividad o mejorar la aceptabilidad. El muestreo de los animales se realiz6 a través de
conglomerados por sexo, seleccionando los sujetos al azar simple. Se incluyeron ratones sanos de
28 dias que no recibieron ningln tipo de tratamiento o intervencién. Los ratones fueron alojados
colectivamente en cajas de plastico (n=4/caja) durante el ciclo dia/noche, y fueron alimentados ad
libitum con el AF y los comerciales. La provisién de agua, previamente autoclavada, se realizé con el
mismo regimen. Se evalud el desarrollo de los ratones durante 6 semanas en cada prueba, por
medicion del peso una vez por semana. Se pesaron los alimentos ofrecidos al comienzo de la
experiencia y luego cada 7 dias (aproximacion a la centésima de gramo) para, de acuerdo a la
cantidad consumida diariamente, estimar aceptabilidad en comparacion con las dietas comerciales.
Para evaluacién del perfil nutricional de los animales se realizaron extracciones de sangre y tejidos.
Se analizaron, en laboratorios de la Facultad de Veterinaria: glucemia, colesterol, triglicéridos, HDL,
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histopatolégicos en muestras de higado, rifién, estdmago e intestino.

RESULTADOS

leucocitos y uremia, y se realizaron estudios

De acuerdo a la penetracién del sistema esterilizante, la irradiacion UV no serviria para el caso de
la harina de pescado. Sin embargo, para el AF la presentacion de reacciones de Maillard tanto en
estufa como en microondas la hace el método mas eficiente. Asi también, para la harina de pescado
lo es el calentamiento en microondas.

Tabla 1: Esterilizacién de harina de pescado y AF.

ESTERILIZACION PARCIAL (HARINA DE PESCADO) Y FINAL DE LADIET A
Estufa Microondas uv
80°C-120 min 1425 Hz-1 min 254 nm-15 min
Penetracion de la Volumen Volumen Monocapa
esterilizacion
Reaccion de Maillard Si Aparicion tardia No
Figura 1 : Preparacion de semillas de chia y lino.
Aporte ligazén Facilidad amasado
Sumersion = Molienda seca Molienda + hidratacién
Tabla 2: Inactivacion de antinutrientes del caupi.
TRATAMIENTO DE LEGUMBRES (CAUPI)
Autoclave Coccion
121°C-10 min 100°C-60 min
Desprendimiento de cascara 50% 25%
Solubilizacién de componentes 30% 10%

A pesar de que ambos procedimientos lograron disminuir significativamente los antinutrientes y la
conservacion de proteinas fue similar, las pérdidas de fibras y carbohidratos por el autoclavado fue

mayor mayor.

Tabla 3: Crecimiento de los animales.

PESO PROMEDIO SEMANAL DE LOS ANIMALES EN LOS TRATAMIENTOS
Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4 Sem 5 Sem 6
Com1 24.7 25.4 27.0 28.0 28.1 28.7
Com 2 29.4 30.8 315 32.8 33.6 334
Dieta 26.5 27.0 27.7 28.0 28.7 29.1
Tabla 4: Aceptacion y adecuacion del alimento formulado.
ACEPTACION Y ADECUACION DEL ALIMENTO

Dieta (g) Com 1 (g) Com 2 (g)
Consumo semanal 112.7 £15.6 104.7 £14.1 146.2 £38.6
Aumento de peso 28.0£0.9 27.0x2.1 33.2+10
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El consumo de alimento fue similar entre el alimento desarrollado y el comercial 1. Al igual que los
andlisis bioquimicos e histopatologicos de los ratones, los que indicaron adecuacion al crecimiento
de los animales. Sin embargo, el alimento comercial 2 fue consumido en mayor cantidad y desarrollo
obesidad en los ratones.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Tomando como base las Disposiciones para la Alimentacién de Animales de la Red Colombiana
de CICUALes, y de acuerdo al tipo y cantidad de ingredientes naturales elegidos para la formulacion,
el alimento desarrollado cubre los requerimientos nutricionales del ratén Balb/c de manera adecuada
y suficiente.

Como expusieron Grau y col. y Avanza y col. en sus investigaciones, luego de realizar diversos
tratamientos de esterilizacién y eliminacion de antinutrientes, se tomaron como fuente de proteinas y
minerales a la harina de pescado y al caupi para la formulacion de este alimento.

Luego de establecer los limites de temperatura admisibles por el material de acuerdo a un trabajo
realizado en la Un. Politécnica de Valencia, se destaca la eficiencia de los tratamientos tecnol6gicos
de esterilizacién por microondas (100g-1 min) para la harina de pescado, de irradiacion UV para el
alimento elaborado, de molienda + hidratacién para las semillas y de cocimiento del caupi (100°C-60
min), lo que resulta en la seleccién de los mismos para el desarrollo y formulacién de esta dieta
formulada para murinos de laboratorio.

El alimento desarrollado fue aceptado por los ratones en forma similar a los alimentos comerciales
y fue adecuado para mantener su tasa de crecimiento.
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