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1. Introduccién

Los animales de compafiia son, en muchas ocasiones, considerados miembros de la
familia y se les trata como tales. Ello implica que su alimentacion, ademéas de
suministrar una cantidad de nutrientes correcta, equilibrada y disponible, debe
permitirles optimizar su salud, actividad y longevidad. Ademas y dado que el sobrepeso
y la obesidad, son problemas frecuentes en perros y gatos y que existen enfermedades
que incluyen un tratamiento nutricional, la alimentacién debe promover una correcta
condicién corporal y reducir el riesgo al padecimiento de determinadas patologias o
acelerar la recuperacion de los animales enfermos.

El valor del mercado de alimento para mascotas en México se estima en siete mil
millones de pesos, que en términos de volumen equivale a 600 mil toneladas anuales
donde el 89% representa el mercado canino, nicho con amplio potencial de crecimiento
considerando que 48% de los duefios aun alimenta a sus mascotas con comida para
humanos.

Los horarios de trabajo, la integracion de la mujer al mundo laboral y el incremento de
hogares de una sola persona hacen que la gente disponga de menos tiempo para su
mascota, creando una mayor demanda de animales faciles de mantener y que
requieran pocas atenciones, incluyendo la alimentacién.

Por lo anterior, garantizar la inocuidad y calidad del alimento durante el proceso y
almacenamiento del producto, tiene fundamental importancia tanto para quien lo
produce como para el consumidor y conocer los mecanismos mediante los cuales se
presentan los principales cambios quimicos permite controlar la estabilidad y la
estimacion de su vida util.

Cambios quimicos en los principales ingredientes pueden repercutir en la pérdida del
valor nutritivo y aceptabilidad por parte del animal. De estos cambios se pueden derivar
las reacciones que sufren principalmente los lipidos por oxidacién y las consecuentes

pérdidas de valor nutritivo en proteinas o microcomponentes como las vitaminas.



2. Objetivos

2.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer el tiempo de vida util de dos formulaciones distintas de alimento seco para

mascota, a través del estudio de la cinética de deterioro quimico de sus componentes.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

o Establecer la cinética de deterioro de los lipidos mediante la evolucién de los
productos primarios y secundarios de la oxidacion para hacer posible la

extrapolacion a cualquier tiempo y temperatura.

o Determinar las cinéticas de deterioro quimico de vitaminas liposolubles (A, D y E) asi
como de las del Complejo B (B;, B2 y Bg) para hacer posible la prediccion del tiempo
en el que su concentracion alcanza el minimo recomendado a cualquier

temperatura.

o Estimar la pérdida de digestibilidad y solubilidad proteinica para establecer la

cinética de reaccion y extrapolarla a cualquier temperatura.

o Detectar mediante estudio electroforético cambios en los pesos moleculares de las

proteinas a fin de relacionarlo con cambios en su solubilidad.

o Evaluar cambio en el color para establecer el efecto de la temperatura durante el

almacenamiento.

o Identificar cual de los componentes del alimento es el mas susceptible a deterioro
por efecto de la temperatura para calcular con base en éste la vida Gtil de cada

producto.



1. Generalidades

3.1 ELABORACION DE ALIMENTO PARA MASCOTA

El alimento para mascota que se fabrica comercialmente puede ser de tres tipos de
acuerdo a su textura: humedo, semi-seco 0 seco. En lineas generales, el mercado esta
dominado por los alimentos secos.

La mayor parte de los alimentos secos preparados comercialmente se elaboran
utilizando un sistema de lotes que muele y mezcla los ingredientes crudos en
cantidades predeterminadas que oscilan de 1,000 a 5,000 kg, dependiendo de su
capacidad, luego la matriz resultante se coloca dentro de un preacondicionador que
contiene paletas mezcladoras/transportadoras y que homogenizan la mezcla seca
mientras se agregan liquidos como grasa, carne molida, etc, junto con agua y vapor
para aumentar la humedad. En general la mezcla seca y cualquier liquido agregado son
retenidos en el preacondicionador durante cerca de 45 segundos, lo que permite la
gelatinizacion de los almidones.

Una vez que la mezcla ha sido acondicionada, es transferida al extrusor, donde se
cocina y se forman las croquetas. Después de la extrusion, son secadas hasta una
humedad determinada y luego son trasportadas por aire o por cintas transportadoras o
vibratorias a los compartimentos donde se rocian o espolvorean con grasas Yy
saborizantes. El producto terminado es enviado a las maquinas envasadoras que las
colocan en contenedores adecuados para el transporte y distribucion (Hand y Thatcher,
2000). En la Figura 3.1.1 se muestra un esquema del sistema de elaboracion de
alimento para mascota por extrusion.

El 90% de los fabricantes de alimentos para mascotas utilizan extrusores de tornillo
Unico que operan sobre el principio de friccién, donde la coccidon de la masa se lleva a
cabo cuando el material se pone en contacto con la pared del barril. El tiempo de
coccion o de residencia puede variar de 10 a 270 segundos con temperaturas que

oscilan entre los 80 a 200°C.



En general se prefiere corto tiempo y alta temperatura de tratamiento ya que
proporciona coccién completa, destrucciébn de microorganismos y desnaturalizacién de
factores antinutricionales tales como el inhibidor de tripsina y enzimas hidroliticas (Hand

y Thatcher, 2000).

Figura 3.1.1 Diagrama de flujo tipico de una planta para fabricacién de alimento para mascota utilizando
un sistema de cocido por extrusién (Fuente: Horn y Bronikowski, 1979).

3.2 CAMBIOS QUIMICOS QUE OCURREN EN LOS COMPONENTES DEL ALIMENTO
Ademas de los cambios ocurridos en la matriz alimentaria durante la elaboracién del
producto, otros tantos acontecen durante su almacenamiento y distribucién debido a la
variedad de sus componentes internos y factores ambientales a los que son expuestos.
Estos cambios causan el deterioro del producto reduciendo su vida de anaquel (Man y

Jones, 1994).



3.2.1 Cambios quimicos que ocurren en los macrocomponentes
Los cambios quimicos mas importantes se asocian a la accion enzimatica y reacciones
de oxidacion, particularmente las de los lipidos que promueven el desarrollo de sabores
y olores objetables, alteracién en el color y degradacion proteinica, asi como el
oscurecimiento no enzimatico que provoca cambios en la apariencia del alimento
ademas de ser el principal responsable de la degradacién nutricional por la pérdida de
solubilidad de las proteinas, oscurecimiento y desarrollo de sabores amargos
(Charalambous, 1993).

I) Oxidacion de lipidos

La rancidez de lipidos se divide en hidrolitica o lipdlisis y rancidez oxidativa. La primera
ocurre a través de lipasas o cuando los acidos grasos son expuestos a temperaturas
muy altas en presencia de agua, como en la fritura de alimentos con alto contenido de
humedad. La rancidez oxidativa se divide en foto-oxidacion, auto-oxidacion y rancidez
por via enzimatica por accion de lipoxigenasas. De las formas de rancidez oxidativa
mencionadas, la auto-oxidacion es la causa principal de deterioro en los alimentos
(Badui, 2006).

l.I. Auto-oxidacion

Tiene lugar por mecanismos tipicos de radicales libres y estd mediada por la presencia
de oxigeno molecular o triplete™.

La rapidez de reaccién depende de la composicién de acidos grasos observandose
mayor rapidez mientras mayor sea la proporcion de insaturados, la concentracion y
actividad de pro y antioxidantes presentes en la vecindad de los triacilgliceroles, la
presion parcial de oxigeno, la presencia de metales de transicidn considerados como
pro-oxidantes y las condiciones de almacenamiento tales como temperatura, exposicion
a la luz y contenido de humedad (Fennema, 1996).

La rancidez oxidativa es un proceso complejo que para su estudio se ha simplificado al

dividirlo en tres etapas o fases:

"El°0, u oxigeno triplete o en estado basal, presenta los electrones en orbitales diferentes con spines
paralelos, a diferencia del estado excitado u oxigeno singulete '0, donde ambos electrones T estan
apareados con spin opuesto en un solo orbital (Coultate, 1984).



12 Etapa: Iniciacion
La cadena de reacciones es iniciada por la formacién de un radical en alguno de los
carbonos que forma parte del acido graso por sustraccion de un radical hidrogeno de la

cadena lipidica:

--CH;--CH:CH--CHZ--—-—L» ~CH=CH--*CH-CHz- (1)

Distintos procesos de iniciacion (por ejemplo fotélisis, radiacibon gamma, oxigeno
singulete), producen diferentes radicales iniciadores. El evento de iniciacion tiene un
efecto en la quimica subsecuente, pues en la medida en que esta ocurre es en la que
se extiende la cadena de reacciones.

Durante esta etapa de iniciacion los productos que se obtienen son radicales libres
como grupos R’, radicales peréxidos ROO" e hidroperoxidos ROOH.

En la etapa de iniciacidbn se puede presentar un periodo de induccidon con baja
concentracion de los primeros productos de oxidacion cuando en el alimento se ha

adicionado algun tipo de antioxidante.

22 Etapa: Propagacion
Los radicales generados en el proceso de iniciacion bajo sistemas de arreglos
estructurales de dienos interrumpidos por metilenos a dienos conjugados reactivos en
presencia de oxigeno triplete atmosférico, producen radicales peroxi en la cadena

lipidica que a su vez pueden sustraer mas hidroégenos de las cadenas adyacentes.

RH R*

| 30, | ! ﬁ |
HC* HC--0O--O* HC--O--OH
| I | (2)

La peroxidacion ocurre predominantemente en el carbono « con respecto a una

instauracion y se obtienen radicales hidroxi HO™ y alcoxi RO’ mas reactivos que los

radicales peroxi ROO":
CH=CH--CH--CHj~- g --CH=CH--CH--CHj3--
(‘3--014 00" (3)
~CH=CH-CH-CHz~ o ~CH=CH--CH-CHy--

| —_—
0--OH o (4)

Los principales productos de esta etapa de oxidacién son dienos conjugados, aldehidos

alifaticos (como pentanal o hexanal) y oxoésteres o semialdehidos en la primera



generacion u oxidacion y aldehidos insaturados en posicion 2 y 4, asi como cetoacidos,
epoxidos y moléculas dicarbonilicas como malonaldehido en la segunda generacién u
oxidacion.

A este nivel, los productos aldéhicos pueden reaccionar con el grupo tiol del aminoacido
cisteina de las proteinas en el orden de nmol/mg, afectando su solubilidad y por ende
su digestibilidad:

RSH RL.CH-CH=CH-O L CH-CH-CH=0
i (M - CH = O SR ECH - CH =CH - OH N ?I‘i “H - CH
RS RS (5)

La concentracion de los productos de la cadena de reaccion son indicadores utiles del

deterioro oxidativo ya que es posible detectarlos por métodos analiticos.

32 Etapa: Terminacion

La cadena termina por reacciones entre radicales, produciendo asi dimeros y polimeros
de cada vez mayor peso molecular.

A presiones de oxigeno bajas, la formacion de enlaces carbono-carbono entre dos
grupos acil tiene lugar en varias etapas por medio de una reaccion de tipo Diles-Alder
entre un doble enlace y un dieno conjugado para producir un ciclohexeno
tetrasustituido. Otros productos por la combinacion de radicales libres son los dimeros
no ciclicos. Por adicién de un radical libre a un doble enlace se obtienen dienos

aciclicos, monoenos aciclicos y monociclicos saturados:
--CH=CH--CH--CH3--

2 —-CH=CH--+CH--CHpor —8 —
--CH=CH--CH--CHy-- (6)

En presencia de un exceso de oxigeno, la combinacién entre radicales libres alquilo,
alcoxi y peréxido dan lugar a una gran variedad de acidos diméricos y poliméricos y
acilgliceroles con enlaces carbono-oxigeno-carbono 0 carbono-oxigeno-oxigeno-

carbono:

--CH=CH--CH--CH3--

2 --CH=CH--CH--CH2-- O+ -
—_—
<

0-0° f—CH:(‘.H—fC{‘H——CHz—— (7)
La adicién de un radical libre a un doble enlace puede producirse en la misma molécula
dando lugar a monémeros ciclicos, misma que se produce mas facilmente en acidos

poliinsaturados de cadena larga tales como el acido araquidonico (Wheatley, 2000).



II) Efecto del procesado y almacenamiento sobre las proteinas
El cambio en la solubilidad de las proteinas se relaciona estrechamente con la pérdida
de la calidad nutricional, es decir, conforme se pierde la solubilidad, se considera que la
proteina se encuentra menos disponible para su aprovechamiento por el organismo
debido a que la aglomeracion dificulta el encuentro de las enzimas proteoliticas con los
sitios especificos de corte (Ledesma, 2008).
Los tratamientos térmicos en alimentos con alto contenido de este nutrimento, pueden
tener como consecuencia desulfuraciones, desaminaciones, isomerizaciones u otras
modificaciones quimicas de los amino&cidos que a veces van seguidas de la formacion
de sustancias toxicas.
Las reacciones de desaminacion se producen durante el calentamiento a las proteinas
por arriba de 100°C. El amoniaco liberado proviene fundamentalmente de los grupos
amida de la glutamina y la asparagina. La desaminacion no afecta el valor nutritivo de
las proteinas pero puede ir seguida de la formacion de nuevos enlaces covalentes entre
restos aminoacidos.
Tratamientos térmicos a temperaturas superiores a 200°C isomerizan los restos
aminoacidos a las formas D o L al azar, y como la mayoria de los D amino&cidos
carecen de valor nutritivo, la racemizacion total de un aminoacido esencial reduce asi el
valor nutritivo al 50%, afectando ademas a la digestibilidad por los enlaces peptidicos
en los que participan restos D.
Los tratamientos térmicos en presencia de oxigeno causan la destruccion parcial de los
restos de triptéfano.
Muchas de las reacciones quimicas que afectan a los restos de aminoacidos suelen ir
acompafiadas de reacciones proteina-proteina favorecidas por los tratamientos
térmicos intensos que conducen a la formacion de enlaces cruzados covalentes
isopeptidicos entre los restos de lisina y glutamina o de lisina y asparagina que llegan a
afectar al 15% de los restos de lisina en una proteina. Desde el punto de vista
nutricional, la formacién de estos enlaces lleva a un descenso en la digestibilidad del
nitrdgeno, el coeficiente de eficacia proteica y el valor biolégico de la proteina afectada.

AUn mas, puede reducir la disponibilidad nutritiva de otros aminoacidos ademas de la



lisina al impedir a las proteasas alcanzar los puntos de hidrélisis por impedimento
estérico de los enlaces cruzados frenando la digestion in vivo de toda la proteina.

En la formacion de enlaces covalentes durante la polimerizacion entre los lipidos en
proceso de oxidacion y las proteinas, parecen participar dos tipos de mecanismos:
reaccion radical libre, mediante el cual los radicales libres de los lipidos se unen a las
proteinas para dar un complejo radical libre lipido-proteina o la formacién de un radical
libre proteico que se puede formar sobre atomos de carbono « y sobre atomos de
azufre de los restos de cisteina, lo que puede ir seguido de la polimerizacion directa de
las proteinas (Damodaran y Paraf, 1997).

El otro mecanismo ocurre mediante reacciones carbonilamina, y en €l los derivados
aldéhicos como el malonaldehido proveniente de la oxidacién de &cidos grasos no
saturados se unen a los grupos amino de las proteinas a través de reacciones tipo base
de Shiff estableciendo enlaces covalentes del tipo 1-amino-3-iminopropeno que afectan
las propiedades funcionales de las proteinas como su solubilidad o capacidad de
retencion de agua y dificultan en gran medida la hidrélisis enzimatica.

Las reacciones lipido-proteina pueden tener efectos nutricionales adversos, aunque
desde un punto de vista practico, es probable que los alimentos proteicos que sufren
oxidacion lipidica se tornen sensorialmente inaceptables antes de que el valor nutritivo

de la proteina se afecte (Fennema, 1996).

3.2.2 Deterioro quimico de los microcomponentes

Las vitaminas son componentes de la dieta necesarios para el crecimiento y la
conservacion de la vida, aunque no son utilizados por el organismo como fuente de
energia ni se incorporan como parte de la estructura tisular (Case, 2001). En general,
las vitaminas se agrupan en hidrosolubles y liposolubles por su capacidad para
solubilizarse en medios de naturaleza distinta.

Las vitaminas hidrosolubles de importancia para perros son las pertenecientes al
Complejo B, éstas actuan como coenzimas involucradas en el metabolismo energético
y en la sintesis tisular. Son pequefias moléculas organicas sin cuya existencia la
enzima jamas podria llevar a cabo la reaccién especifica. Las vitaminas tiamina,

riboflavina, niacina, piridoxina, acido pantoténico y biotina participan en la utilizacion de



la energia de los alimentos. El &cido fdlico, la cobalamina y la colina son importantes
para la conservacion y el crecimiento celular y/o en la sintesis de células sanguineas
(Case, 2001).

El método de fabricacion por extrusion produce pérdida de nutrientes debido sobre todo
a las altas temperaturas y a las fuerzas de deslizamiento. Puede ocurrir una pérdida de
Vitaminas A, E y tiamina del 21, 26 y 12% respectivamente. El agregado de niveles més
altos de estas vitaminas compensa las pérdidas ocurridas durante el proceso de
extrusion (Hand y Thatcher, 2000).

3.2.2.1 Vitaminas hidrosolubles
Las vitaminas del Complejo B que fueron estudiadas en esta investigaciéon son la

Tiamina (Vitamina B;), Riboflavina (B,) y Piridoxina (Bs).

l. Tiamina (Vitamina B;)

Tiene importancia en el metabolismo de los a-cetoacidos y de los carbohidratos, por lo
que las necesidades de esta vitamina en el animal dependen de la proporcion de los
azucares en la dieta. La deficiencia de tiamina puede alterar significativamente el
funcionamiento del sistema nervioso central (Case, 2001).

Se caracteriza por mostrar fuertes bandas de absorcion en la region ultravioleta (UV)
cuyo maximo ocurre cuando se encuentra suspendida en medio acido a 247 nm de
longitud de onda, su analisis es eficiente por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

Aungue la B; existe en una gran cantidad de alimentos, es una de las vitaminas mas
labiles, pues su estabilidad depende de la temperatura, el pH, la fuerza i6nica, el tipo de
buffer y otros agentes reactivos. La estabilidad de la tiamina esta tan influida por la
naturaleza y estado en que se encuentra que es dificil extrapolar las pérdidas

observadas en un sistema a las que pueden ocurrir en otro (Fennema, 1996).



I. Riboflavina (Vitamina By)

Esta vitamina debe su nombre a su color amarillo (flavina) y a que contiene el aztcar D-
ribosa en su estructura. Es relativamente estable ante el calor e insensible al oxigeno
atmosférico y estable en soluciones acidas pero inestable en alcali. Se descompone
rapidamente con la exposicion a la luz, su degradacion produce una molécula con alto
poder oxidante denominado lumiflavina capaz de catalizar la destruccion de otras
vitaminas, en especial el acido ascoérbico. La vitamina B, es estable a casi todas las
condiciones de procesado o cocinado (Badui, 2006).

La riboflavina tiene importancia al actuar como componente de dos coenzimas (FMN o
flavina mononucleétido y FAD o flavina adenina dinucleétido), que son necesarias en
los sistemas enziméaticos oxidativos que liberan la energia de carbohidratos, grasas y
proteinas (Case, 2001).

Esta vitamina se determina habitualmente por fluorometria, midiendo la tipica

fluorescencia verde-amarillenta tras una purificacion por HPLC.

Il Piridoxina (Vitamina Bg)

Esta vitamina engloba tres compuestos: piridoxina, piridoxamina y piridoxal; esta Ultima
es la forma biolégicamente activa y la coenzima de la que forma parte (piridoxal
5’fosfato), interviene en muchas de las reacciones del metabolismo de los aminoacidos
(por ejemplo transaminacién, recemizacion y descarboxilacion) y en menor medida en
el metabolismo de glucosa y acidos grasos. Esta misma molécula es necesaria en la
sintesis de hemoglobina y la sintesis de niacina a partir de triptéfano. Las necesidades
de piridoxina de un animal dependen de la proporcién de proteinas en la dieta (Case,
2001).

Las tres formas de la Vitamina Bg son termoestables, pero se descomponen por la
accion de élcalis. El piridoxal es la forma méas estable y es la que se utiliza en la
fortificacion de los alimentos. Las tres formas por irradiacion con luz UV y en presencia
de oxigeno se transforman en sustancias biolégicamente inactivas, como el acido 4-
piridéxico. La reaccion del piridoxal con los grupos sulfhidrilos de las proteinas
caracteristicos del aminoacido cisteina puede repercutir de modo importante en la

estabilidad de esta vitamina en los alimentos tratados térmicamente (Fennema, 1996).



Todas las formas de la Vitamina Bg pueden analizarse simultdineamente por HPLC.
Dada la abundancia actual de alimentos bien formulados y equilibrados, las deficiencias
de vitaminas del Complejo B son extremadamente raras en animales de compafia
(Case, 2001).

3.2.2.2 Vitaminas liposolubles
El otro gran grupo de vitaminas es el de las liposolubles, en el que se incluyen la A, D,
E y K. En la parte experimental de este trabajo, se han evaluado las concentraciones de

las tres primeras.

l. Retinol (Vitamina A)
Todos los animales requieren fisiolégicamente de Vitamina A activa que puede
presentarse como alcohol libre o retinol, como aldehido o retinal y como &cido retinoico,
sin embargo, la mayoria de los mamiferos entre ellos el perro, aunque no el gato,
pueden convertir precursores tales como el p-—caroteno en Vitamina A activa. Las
formas més habituales de esta vitamina preformada en los alimentos son los derivados
de retinol, como palmitato de retinil y acetato de retinil.
Los requerimientos nutricionales de la Vitamina A y su contenido en los alimentos
comerciales se expresan en unidades internacionles (Ul) o equivalentes de retinol,
donde una Ul de Vitamina A equivale a 0.3 microgramos (ug) de retinol 6 0.6 pug de p—
caroteno (Hand, Thatcher, 2000).
Los perfiles nutricionales de la Asociacion Americana de Oficiales de Control de
Alimentos (AAFCO) recomiendan que los alimentos caninos cuya densidad energética
sea de 3.5 kcal/g de materia seca, deben incluir un minimo de 5,000 Ul/kg de masa
seca de alimento tanto para estados de crecimiento y reproducciébn como de
mantenimiento.
En animales jovenes la deficiencia de Vitamina A provoca trastornos de crecimiento
0seo y alteraciones neurolbgicas, en perros adultos afecta la reproduccién, visién y

funcionamiento epitelial.



La intoxicacion por Vitamina A es rara en el reino animal debido a que su precursor, el
p-caroteno, no es toxico y la mucosa intestinal regula su hidrolisis y la posterior
absorcién por el organismo (Case, 2001).

Al igual que la oxidacién lipidica, la velocidad de la desactivacion de la Vitamina A
depende de enzimas, actividad de agua, atmoésfera de almacenamiento y de la

temperatura (Fennema, 1996).

Il. Colecalciferol (Vitamina D3)
Muchos animales poseen la capacidad de sintetizar Vitamina D a partir de 7-
dehidrocolesterol cuando la piel recibe radiacién UV. A continuacién la forma inactiva de
la vitamina se almacena en el higado donde ocurre la primera conversién bioquimica
que la transforma a su forma activa, la segunda conversion ocurre en rifion.
Los requerimientos dietéticos de esta vitamina sensible al oxigeno, dependen de la
cantidad de calcio y fésforo en la dieta y de la edad del animal. Dada la capacidad de la
piel para producir la vitamina, los animales adultos cuya dieta contiene suficiente aporte
de calcio y fésforo presentan unos requerimientos de colecalciferol muy bajos. Durante
el crecimiento, la Vitamina D es muy importante para el desarrollo normal y la
mineralizacion del hueso. En cualquier caso, a pesar de esta necesidad adicional, los
animales de compafiia parecen requerir escasa cantidad en la dieta siempre que
contengan suficiente calcio y fésforo.
La deficiencia de esta vitamina liposoluble provoca raquitismo en los animales en
crecimiento que se caracteriza por malformaciones 6seas secundarias por depdsito
insuficiente de calcio y fésforo argueando las extremidades y engrosando las
articulaciones; y osteomalacia en animales adultos que se debe a una descalcificacién
Osea por lo que aumenta la tendencia de los huesos largos a fracturarse.
En el otro extremo, el exceso de Vitamina D puede ser toxico para perros y gatos
provocando calcificacion excesiva de los tejidos blandos del organismo. ElI consumo
cronico de niveles elevados de Vitamina D puede eventualmente conducir a
alteraciones esqueléticas y deformidades de dientes y mandibulas en animales de
compafia en crecimiento. La suplementacién excesiva es la causa mas frecuente de

intoxicacion por Vitamina D en perros y gatos.



El limite maximo establecido por la AAFCO para la Vitamina D es de 5,000 Ul/kg de
alimento seco, donde 40 Ul de Vitamina D3, equivalen a 1 pg de colecalciferol (Case,
2001).

[l. a-tocoferol (Vitamina E)

La Vitamina E actia como antioxidante biolégico que neutraliza radicales libres
previniendo asi la peroxidacion del material lipidico. Los requerimientos de esta
vitamina en un animal dependen de la cantidad de &cidos grasos polinsaturados (AGPI)
y selenio en la dieta, puesto que el a-tocoferol y el selenio actian sinérgicamente. La
Vitamina E se oxida con caracter preferente antes que los acidos grasos insaturados,
protegiéndolos asi del enranciamiento.

La deficiencia de a-tocoferol se ha asociado en perros con la degeneracion del musculo
esquelético, alteraciones de la reproduccion, degeneracion retiniana y trastornos de la
respuesta inmunoldgica asi como ciertos trastornos de la piel.

La AFFCO recomienda un minimo de 50 Ul/kg de Vitamina E por cada kilogramo de
masa seca de alimento para cualquier etapa de desarrollo, donde 1 Ul equivale a 1 mg
de acetato de «-tocoferol, y 1.49 Ul son equivalentes a 1 mg de RRR-a-tocoferol que es

el mas abundante en los alimentos y el méas activo biologicamente (Case, 2001).

3.3 CINETICA DE DETERIORO QUIMICO Y CALCULO DE VIDA UTIL

Existen dos procedimientos generales para predecir el tiempo de vida util de un
producto: el método mas comun es elegir una situacién desfavorable aislada a la que se
somete el alimento, realizar dos o tres ensayos durante un periodo determinado y
generalmente, por métodos sensoriales, extrapolar los resultados (lo que
frecuentemente es una especulacion légica) a las condiciones de almacenamiento
normal. Otro proceder es suponer que determinados principios de cinética quimica son
aplicables en lo que se refiere a la dependencia de la temperatura, tales como la
ecuacion de Arrhenius, y recurrir a este disefio que aunque mas complejo y costoso,
probablemente da mejores resultados. La clave de la cinética quimica es que ciertos

principios se cumplen con caracter general (Fennema, 1996).



Los productos usualmente se degradan a mayor rapidez cuando son expuestos a
condiciones elevadas de estrés tales como temperatura, humedad, radiacion, etc. El
efecto de la temperatura en la rapidez de degradacion se explica mediante la ecuacion
de Arrhenius y es probablemente la mas usada en las pruebas de estabilidad de

alimentos (Socarras y Magari, 2008).

3.3.1. Rapidez de una reaccion
La rapidez de una reaccion se expresa como el cambio de concentracién de cualquiera
de las especies en el tiempo para una reaccion tal que:
A—->B+C (8)
Durante el transcurso de la reaccién, la concentracion de A decrece mientras que las
concentraciones de B y C aumentan. La rapidez de esta reaccién esta dada por la
pendiente de la curva tipica de concentracion de A en funcion del tiempo:
Rapidez = -d[A]/dt = d[B]/dt = d[C]/dt (9)
donde las expresiones entre corchetes se refieren a las concentraciones de los
reactivos y de los productos después de que se ha iniciado la reaccion (Chang, 2008).
La rapidez que es inicialmente maxima, decrece a medida que transcurre la reaccion.
Se ha encontrado que la rapidez de una reaccion depende de la concentracion de los
reactivos, de modo que mientras que la concentracion de A en la reaccién decrece,
también lo hace la rapidez de la reaccion. De esta forma:
Rapidez = o[A]" (10)
donde n es una constante conocida como orden de reaccion. La relacion entre la
rapidez y la concentracion se denomina ecuacién de rapidez y toma la forma
-d[A]/dt = k[A]" (12)
donde k es una constante de proporcionalidad para cada reaccion a cada temperatura y
se denomina constante de rapidez (Avery, 1982).
El orden de reaccién especifica la dependencia empirica de la rapidez de las
concentraciones. Puede ser cero, un namero entero o un numero fraccionario. Se
puede usar la ecuacion de rapidez para determinar las concentraciones de los reactivos

en cualquier momento durante el transcurso de la reaccion (Chang, 2008).



3.3.2. Orden de una reaccién
l. Reacciones de orden cero
La ecuacion de rapidez de una reaccion de orden cero del tipo:
A — producto (12)
Esta dada por:
Rapidez = -d[A)/dt = k[A]° =k (13)
La k (en unidades de concentracion sobre tiempo) es la constante de rapidez de orden
cero. Como puede verse, la rapidez de la reaccion es independiente de la
concentracion del reactivo.
Al reorganizar la ecuacion anterior e integrarla entre t=0 y t=t y entre las
concentraciones [A]o Y [A] correspondientes obtenemos que:
[A]=[A]o —kt (14)
Donde se observa la dependencia de A con respecto al tiempo. La ecuacion 14
demuestra que un gréafico de la concentracion del reactivo A contra el tiempo arroja una
linea recta de pendiente negativa -k y que tiene como ordenada al origen la

concentracion inicial del reactivo.

Il. Reacciones de primer orden

Una reaccion de primer orden es aquella en la que la rapidez de la reaccion depende
solo de la concentracion del reactivo:

Rapidez = -d[A)/dt = k[A]* (15)
Donde k (en unidades de tiempo™) es la constante de rapidez de primer orden. Al
reorganizar la ecuacion e integrarla entre t=0 y t=t y entre las concentraciones [A]o Yy [A]
correspondientes obtenemos que:

[AI=[A]o &™ (16)

Un grafico de In([A])/[A]o) contra el tiempo produce una linea recta cuya pendiente
negativa esta dada por —k, la ecuacion 16 muestra que en las reacciones de primer

orden, la disminucion de la concentracion del reactivo con el tiempo, es exponencial.



M. Reacciones de segundo orden

En una reaccion con un solo reactivo, las reacciones de segundo orden se caracterizan
porque la rapidez es proporcional a la concentracion de A elevada a la segunda
potencia:

Rapidez = -d[A]/dt = k[A]? (17)
y k (en unidades de concentracién™tiempo™) es la constante de rapidez de segundo
orden. Si separamos las variables e integramos, obtenemos:

1/[A]=kt + (1/[A]o) (18)

Al graficar el inverso de la concentracion del reactivo A con respecto al tiempo, se
observa una gréfica de pendiente k y con ordenada al origen del inverso de la
concentracion inicial (Chang, 2008).
La mayor parte de los datos de cinética de deterioro para el cambio de una
caracteristica de calidad en un alimento, basados en alguna reaccién quimica o
crecimiento bacteriano, siguen un modelo de orden cero (n=0) o primer orden (n=1). Si
los datos son de orden cero, se obtiene un gréfica lineal usando coordenadas lineales,
mientras que si son de primer orden se necesitan coordenadas semilogaritmicas (log A
0 log B) para obtener una representacion lineal. En el caso de que los datos sean de
segundo orden la representacion gréafica de A* 6 B frente al tiempo, produce una

relacion lineal (Fennema, 1996).

3.3.3. Efecto de la temperatura en la rapidez de reaccion
En 1889, Arrhenius descubrié que la dependencia de muchas reacciones como funcion
de la temperatura se podia describir mediante la siguiente ecuacion:
k=A eE¥RD (19)

Donde k = constante de rapidez

A = factor preexponencial de Arrhenius con las mismas unidades que la
constante de velocidad

e = 2.718 (base de los logaritmos naturales)

R = 8.314X10° kJmol*K™ (constante universal de los gases)

T = temperatura absoluta en Kelvin

Ea = energia de activacién en kJmol™



La idea de energia de activacion se basa en el modelo de que la reaccién quimica es el
resultado de un encuentro entre particulas y que tal encuentro sera efectivo si se
produce con una energia adecuada, el factor preexponencial tiene las mismas
dimensiones que la constante de rapidez, estd relacionado con las colisiones
moleculares y depende de la temperatura.
En realidad, las moléculas no siempre se aproximan entre si en la forma adecuada para
gue suceda una reaccion incluso a pesar de que dispongan de mucha energia. Para
corregir esas discrepancias, la teoria de colisiones considera que A=Pz, donde P se
denomina factor de probabilidad o factor estérico y toma en cuenta que, en una
reaccion compleja, las moléculas deben tener la orientacién adecuada para que suceda
una reaccion, y z es el niamero de colisiones entre los reactivos adecuados. Esta
modificacion es de gran ayuda, pero la evaluacion de P resulta dificil (Chang, 2008).
En primera aproximacion, la energia de activacion correspondera al suplemento de
energia que necesitan adquirir las moléculas reaccionantes para que el encuentro
conduzca a la formacion de productos; el aumento de temperatura aumentara el
namero de moléculas activadas y en consecuencia la probabilidad de que el choque
sea efectivo, o que se manifestara en un aumento de la rapidez de reaccion y el
incremento de la constante de rapidez.
La integracion de la ecuacion (19) permite establecer que:

In(k) = In(A) — Ea/RT (20)
La determinacion experimental de Ea y el factor A puede hacerse a partir de la
representacion grafica de In(k) contra 1/T, puesto que si se cumple la Ecuacion de
Arrhenius, aquello sera una linea recta de pendiente —(Ea/R) y ordenada al origen In(A).
Cuando esta representacion no es lineal, la causa puede estar en que Ea y A no sean
independientes de la temperatura 0 que la reaccion transcurra por un mecanismo
complejo o en un cambio de mecanismo dentro del margen de temperatura estudiado
(Pedrero, 1992).
Las reacciones con energia de activaciéon alta son muy dependientes de la temperatura.
Para una reaccion con Ea alta, la reaccién se lleva a cabo lentamente a la temperatura

dada y a la inversa para una Ea pequefia (Badui, 2006).



La caracteristica puede medirse como un cambio quimico, fisico, microbiolégico o
sensorial, y los parametros k y n se obtienen del ajuste de las ecuaciones por regresion
lineal o no lineal, de manera que es posible obtener los valores de las constantes

cinéticas para cada caracteristica (Salinas et al; 2007).

3.3.4. Prediccion de la vida util
La prediccién de vida util se realiza a una temperatura especifica o bien, en condiciones
variables de temperatura. El valor limite de cada caracteristica puede establecerse a
priori como un valor limite ya sea maximo o minimo permitido de acuerdo a los
estandares publicados.
Si el fin de la vida util se establece con base en el nivel de un atributo en particular, se
tiene que:

Ci = Co —kt, (21)
donde Co es la concentracion inicial del nutriente evaluado; Ci es la concentracion
alcanzada al tiempo t,; t, es el tiempo final de la vida Gtil del producto k corresponde a
la constante aparente de reaccion determinada por regresion lineal o no lineal segun
haya sido establecido el orden de la reaccion.

Para la cinética de orden cero la vida Gtil puede obtenerse como sigue:

t, = (Co-Ci)/k (22)
En reacciones de primer orden, el final de la vida util se expresa mediante la ecuacion:
tu, = In(Ci/Co)/k (23)

se puede obtener el valor de k a cualquier temperatura interpolando en el grafico de
Arrhenius.

Para calcular el tiempo ti;, en el que la especie de interés ha desaparecido en un 50%,
es decir a la mitad de su concentracion inicial se calcula In(0.5)/k; y para el tiempo en el
que la pérdida es del 90% se estima In(0.1)/k. Asi sucesivamente es posible estimar
cualquier tiempo una vez que se establece la fraccion de pérdida de modo tal que
tuy=In(f)/k, donde f es la fraccién de pérdida de reactivo con respecto a la concentracion

inicial.



Asi mismo, puede utilizarse el coeficiente de temperatura Q109 que considera la rapidez
de reaccion con un cambio de 10°C en la temperatura,

Q10 =kl/k2-= tu,T/ tu,T+10 (24)
donde T es la temperatura de referencia; T+10°C es la temperatura de referencia T mas
10°C; k; es la constante de rapidez de reaccién a la temperatura (T+10°C) y k, es la
constante de rapidez a la temperatura T. En la Ultima parte de la igualdad t, 1 es el
tiempo de vida util calculado a la temperatura Ty t, 1410 €S el tiempo de vida util
calculado a la temperatura T+10°C.
Conociendo la vida util de un alimento a una temperatura y su valor Q1o es posible
calcular la vida util a cualquier otra temperatura con intervalo de 10°C.
Aunqgue diversos estudios se han realizado en alimentos en relacion con la modelacién
del deterioro aplicando estos criterios, es necesario considerar que los modelos de
deterioro de la calidad desarrollados para un caso en particular, tienen un uso limitado
en el alimento para el que fueron generados. Esto debido a que un cambio en la
composicién del sistema tiene efecto en las constantes cinéticas de las reacciones
involucradas en las pérdidas de calidad, efecto que no puede predecirse. Por lo tanto, la
extrapolacion de resultados a matrices similares no es recomendable, a menos que se
lleve a cabo un estudio cinético profundo del efecto de los cambios en la composicion
sobre las reacciones relacionadas con la calidad (Salinas et al; 2007).



4. Metodologia

Se recibieron 50 bolsas (de cada una de las formulaciones de alimento para mascota)
de polipropileno de doble capa coextruida (presentando polipropileno de alta densidad
en el exterior y de baja densidad en el interior con un recubrimiento en la luz de la bolsa
color blanco de policloruro de vinilideno (PVDC) o polialcohol vinilico (EVOH)) de tres

soldaduras donde la soldadura puede ser también polipropileno.

El polipropileno es totalmente permeable a gases como N, CO, y O, por lo que las
propiedades de impermeabilidad estan dadas por el revestimiento de PVDC o EVOH
gue proporciona barrera alta a estos mismos gases (Bureau y Multon, 1995).

Cada bolsa contenia 2 kg de alimento para mascota formulacion de adulto o cachorro
segun el caso. Las bolsas fueron entregadas en el laboratorio donde se desarrollé este
trabajo el mismo dia de la elaboracion del producto, es decir que no hubo
almacenamiento previo al que se reporta en esta seccion. Todas las bolsas de cada
formulacion correspondieron al mismo lote respectivo que reportaban en el empaque
fecha de caducidad febrero de 2010, es decir, 12 meses, asi como la leyenda

“Consérvese en lugar fresco y seco” como condiciones de almacenamiento.

Cabe mencionar que se observé una marcada diferencia en los espacios de cabeza de

las bolsas selladas al momento de la recepcion.

En ambos casos, las 50 bolsas fueron divididas en tres lotes de 16 bolsas cada uno y

cada lote fue almacenado a las diferentes temperaturas de trabajo:

o Refrigeracién 5°C+1°C;

o Incubacion a 45°Ct1°Cy

o Almacenamiento en temperatura controlada a 22°C+1°C al abrigo de la luz.
En cada monitoreo se abrié una nueva bolsa sellada.

Una muestra de cada formulacion fue envasada al vacio y almacenada como respaldo
de tiempo cero en congelacion a —18°C+1°C para el caso de que fuera necesario repetir

alguna determinacion.

A ambas formulaciones se les realiz6 analisis quimico proximal (AQP) en la recepcion.



EVALUACION DE LA CALIDAD QUIMICA Y NUTRICIONAL

Al tiempo cero se realizaron las determinaciones de concentracion inicial de tres
vitaminas del Complejo B (riboflavina, tiamina y piridoxina), asi como las
concentraciones iniciales de las vitaminas liposolubles retinol, «-tocoferol vy
colecalciferol; ademas se evalu6 la calidad del material lipidico mediante la
determinacion del Indice de peroxidos e indice de Kreis, y se determiné el porcentaje de
proteina soluble asi como el de digestibilidad in vitro.

También en este tiempo fue llevado a cabo un estudio electroforético para conocer el
perfil de los pesos moleculares de las proteinas solubilizadas y se hizo la evaluacién
instrumental de color.

En los siguientes monitoreos se evalud el cambio en la concentracion de vitaminas del
Complejo B vy liposolubles, y se determiné indice de peréxidos e indice de Kreis, asi
como el porcentaje de proteina soluble y de digestibilidad in vitro.

Las muestras pertenecientes al lote almacenado a 45+1°C fueron monitoreadas cada
semana, las del lote a 22+1°C se monitorearon cada dos semanas y finalmente para
aquellas muestras que se mantuvieron en refrigeracién a 5+1°C el monitoreo se realizo
cada tres semanas. A continuacion en la Tabla 4.1 se desglosa el plan de muestreo
para las 16 semanas de almacenamiento donde las muestras son en todos los casos

alimento para cachorro y alimento para adulto.

Semana 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Plan de
muestreo
t=0 t=1 t=2 t=3 t=4 =3 t=06 t=F t=8 t=09 t=10 t=11 t=12 t=13 t=14 t=15 t=16
4500 45°C 45°C 45°C 45°C 45°C 45°C  45°C 45°C  45°C 450C  458C  450C 45°C
2200 2200 2200 2200 220C 220C 220C 220C
50C 5°C 30C 30C 30C FC

Determinacion

Color Color
Electroforesis Electroforesis
S-3l|L|IJ_|!|-.‘|ac| Solubilidad proteinas Sgll"'ti'!'da'j
proteinas proteinas
Dlgestlb_ll_ldad de Digestibilidad de proteinas Dlgestltil!ldad de
proteinas proteinas
Oxidacidn lipidos e e o Oxidacidn lipidos|
(IP/IK) Oxidacidn lipidos (Indice de Perdxidos/Indice de Kreis) (1P/IK)
Vitaminas vitarminas hidracalihles Vitaminas
hidrosolubles vitaminas hidrosolubles hidrosolubles
Vitaminas i Vitaminas
liposolubles Vitaminas liposolubles liposolubles

Tabla 4.1. Plan de muestreo para las 16 semanas de almacenamiento. El tiempo t=8 corresponde a la semana del 6
al 12 de abril de semana santa, y los tiempos 11y 12 son las dos semanas declaradas como de contingencia con la
medida de suspension obligatoria de labores.



Al final del tiempo de almacenamiento, se realizé para cada temperatura, la evaluacion
instrumental de color y se llevd a cabo otro estudio electroforético.

Las metodologias completas se encuentran en el Anexo 1.
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5. Resultados y discusion

5.1 CARACTERISTICAS DE LA MATERIA PRIMA

A continuacion se presenta la lista de ingredientes reportados en las etiquetas asi como
los valores del AQP tedricos y los obtenidos experimentalmente en el laboratorio como

resultado del promedio de tres determinaciones en las Tablas 5.1.1y 5.1.2:

Valor teérico Valor experimental

Componente (%) (%)
Proteina cruda (min) 27.00 23.96+0.79
Grasa cruda (min) 10.00 10.87+0.09

Fibra cruda (méax) 3.00 ND
Humedad (max) 12.00 5.70+0.45
Cenizas NR 11.17+0.29

Tabla 5.1.1. Analisis de garantia de alimento para cachorro y AQP determinado experimentalmente.
NR: No reportado en la etiqueta. ND: No determinado experimentalmente.

Valor teérico

Componente o Valor experimental
(%) (%)
Proteina cruda (min) 21.00 20.45+1.18
Grasa cruda (min) 9.00 8.34+0.35
Fibra cruda (max) 4.00 ND
Humedad (méx) 12.00 4.51+0.44
Cenizas NR 7.09+0.33

Tabla 5.1.2. Analisis de garantia de alimento para adulto y AQP determinado experimentalmente.
NR: No reportado en la etiqueta. ND: No determinado experimentalmente.

Ingredientes:

Granos molidos (maiz, trigo y sorgo), harina de subproducto de pollo, harina de carne y
hueso de cerdo, pasta de soya, gluten de maiz, grasa de res conservada con
antioxidantes, sabor natural de pollo, carbonato de calcio, fosfato de calcio, sal,
aminodcidos, cloruro de potasio, cloruro de colina, DHA como fuente de acidos grasos
Omega 3, suplemento de vitamina E y vitamina C como antioxidantes, suplemento de
vitamina A, Pantotenato de calcio, Biotina, mononitrato de tiamina (Vitamina B1),
suplemento de riboflavina (Vitamina B2) suplemento de piridoxina (Vitamina B6),
suplemento de cianocobalamina (Vitamina B12), suplemento de Vitamina D3 y Vitamina

K, sulfato de zinc, sulfato de cobre, ioduro de potasio, minerales quelados y colorantes.

La lista de ingredientes es exactamente la misma tanto en alimento para adulto como

para cachorro, es decir, la Unica variante son las proporciones de sus componentes.



En la formulacién para cachorro se observa que los niveles de proteina reportados
experimentalmente se encuentran por debajo del minimo reportado en la etiqueta, lo
mismo para grasa cruda en la formulacion para adulto. Estas son ligeras discrepancias

detectadas al inicio del trabajo experimental.



5.2. DETERIORO DEL MATERIAL LIPIDICO
El seguimiento del deterioro del material lipidico se llevd a cabo por medio del
monitoreo de la concentracion de peréxidos, es decir el indice de peroxidos (IP) y por la

presencia de productos secundarios de la oxidacion mediante el indice de Kreis (IK).

5.2.1. Anédlisis del indice de peroxidos (IP)
El indice de peroxidos cuyo monitoreo se encuentra en las tablas del Anexo 2, es un
testigo de la calidad de la grasa en el alimento, puesto que el incremento en su
concentracion explica el avance del enranciamiento por auto-oxidacion. A este respecto
cabe mencionar que en el tiempo cero, la formulacion de alimento para cachorro inicia
con un indice de peréxidos de cero, (la concentracion de peroxidos no es detectable por
el método utilizado) y que la formulacion de alimento para adulto, inicia con un valor de
0.58 meq/kg de grasa.
A 45°C, la etapa de iniciacion de la auto-oxidacion es mas corta, ya que después de
nueve semanas existe un marcado incremento de la concentracion de peréxidos en
ambas formulaciones. A temperatura de refrigeracion, hasta tiempo t=16 el indice de
peréxidos permanece casi sin cambios, y a temperatura ambiente en ese tiempo
todavia no se observa un cambio drastico de acuerdo a los datos que se encuentran en
el Anexo 2.
El orden de reaccién ha sido determinado por método grafico de acuerdo al ajuste de
regresion lineal como se menciona en la seccion de generalidades. Las constantes de
rapidez corresponden a la pendiente de cada curva de acuerdo a la ecuacion 16.
A la temperatura mas alta de almacenamiento (45°C), es a la que se define el orden de
la reaccion (primer orden), pues a esta temperatura se presenta en el menor tiempo la
ruptura de la fase de iniciacién de la oxidacion, lo que da paso a la fase de propagacion
donde el incremento en la concentracion de perdxidos ocurre de manera exponencial.
Auln cuando a las temperaturas bajas la cinética pareciera de orden cero, esto no indica
gue no tenga en un momento dado que dispararse la fase de propagacion.
En los Gréficos 5.2.1 y 5.2.2 se observa la cinética de deterioro de primer orden para el

monitoreo de IP.



Los valores de las pendientes obtenidos a partir de las regresiones lineales aplicadas a
estas curvas se encuentran en la Tabla 5.2.1.

Gréfico 5.2.1. Cinética de primer orden del indice de Grafico 5.2.2. Cinética de primer orden del indice de
peréxidos en alimento para cachorro. perdxidos en alimento para perro adulto.
Temperatura k

(°C) (semanas™)
5 0.1637
Cachorro 22 0.2747
45 0.2875
5 0.0774
Adulto 22 0.1830
45 0.2612

Tabla 5.2.1. Valores de pendiente (constante de rapidez k) para la cinética de primer orden del indice de peroxidos
en alimento para cachorro y para perro adulto.

En ambas formulaciones se observa la tendencia de que el valor de las constantes de
rapidez va en aumento de acuerdo a la temperatura, lo cual es perfectamente logico, es
decir que a mayor temperatura las reacciones implicadas en la generacion de peroxidos
ocurren a mayor rapidez. Esto acorde a lo publicado por Salinas et al en 2007.

De acuerdo al analisis estadistico basado en pruebas de hipétesis que se desarrolla en
el Anexo 3, al comparar las constantes de rapidez a las diferentes temperaturas de
trabajo, se encuentra que para ambas formulaciones, las constantes de rapidez son
estadisticamente distintas, es decir, que de acuerdo con la tendencia observada en la
Tabla 5.2.1, el deterioro del material lipidico evaluado mediante indice de Kreis, sufre
un incremento en la rapidez conforme aumenta la temperatura de almacenamiento.
Como se conocen los valores de las constantes de rapidez a las tres temperaturas, es
posible trazar el grafico de logaritmo natural del valor absoluto de la constante contra el

inverso de la temperatura en unidades absolutas (Kelvin) de acuerdo a la ecuacion 20.



Con esto se obtiene la representacion de tres puntos que se muestra en el Grafico 5.2.3
para ambas formulaciones de alimento para mascota.

En la Tabla 5.2.2 se encuentran los datos de energia de activacion y factor
preexponencial obtenidos a partir de las regresiones lineales correspondientes a cada

una de las curvas.

Gréafico 5.2.3. Tratamiento de Arrhenius del Indice de perdxidos en alimento para mascota.

Ea/R Ea A . Coeficiente de
(kJ/mol) (semanas™) correlacioén lineal R
Cachorro -1,341.3 11.15 22.20 0.9138
Adulto -2,653.5 22.06 1,199.91 0.9601

Tabla 5.2.2. Resultados de la aplicacion de regresion lineal a la recta obtenida a partir del tratamiento de Arrhenius
para el Indice de perdxidos de alimento para mascota.

Los valores de energia de activacion difieren entre las formulaciones, pues de acuerdo
a lo calculado, en el alimento para adulto es necesario el doble de energia para que los
reactivos alcancen el estado activado que en el alimento para cachorro. Esto puede
deberse al mayor contenido de material lipidico en al alimento para cachorro
(determinado en el AQP contenido en la Tabla 5.1.1), lo que podria implicar mayor
cantidad de acidos grasos susceptibles a oxidacion.

Lo anterior puede sumarse a un exceso de promotores que influyan en la formacion de
radicales libres durante la oxidacion tales como la alta temperatura a la que se lleva a
cabo el proceso de extrusion, la presencia de metales traza de transicion, asi como una
alta presion parcial de oxigeno en el envase, ya que como se menciond en la seccién

de metodologia, el espacio de cabeza no fue controlado en el momento del empacar.



5.2.2. Andlisis del indice de Kreis (IK)

El indice de Kreis al igual que el IP, es un indicativo de la evolucién de la auto-oxidacion
gue se basa en la deteccion de los productos secundarios de la misma, es decir detecta
el deterioro del material lipidico con base en la aparicion de productos aldehidicos mas
estables que los peroxidos.

A temperatura alta de trabajo (45°C), se observa el comportamiento cinético de primer
orden, que aunque no es notorio a bajas temperaturas de almacenamiento, se
considera que todas las reacciones obedecen un comportamiento del mismo orden para
que pueda ser valida la extrapolacion tal y como se realiz6 en el caso de IP en la
seccién anterior. Los Graficos 5.2.4 y 5.2.5 ilustran las cinéticas de deterioro de ambas

formulaciones de alimento para mascota.

Gréfico 5.2.4. Cinética de primer orden del indice de Gréfico 5.2.5. Cinética de primer orden del indice de
Kreis en alimento para cachorro. Kreis en alimento para perro adulto.
Temperatura k

(°C) (semanas™)
5 0.0909
Cachorro 22 0.1406
45 0.1993
5 0.0743
Adulto 22 0.1247
45 0.1736

Tabla 5.2.4. Valores de pendiente (constante de rapidez k) para las cinéticas de primer orden de la evolucion del
Indice de Kreis en alimento para cachorro y para perro adulto.

La formacion de productos secundarios ocurre a rapideces similares en ambas
formulaciones a temperaturas analogas, presentando a 5°C la menor rapidez y
aumentando progresivamente con la temperatura.

Sin embargo, el andlisis estadistico del Anexo 3 indica que, para ambas formulaciones,

no existe diferencia significativa para los valores de constante de rapidez calculados a



las temperaturas de trabajo de 5 y 22°C y entre 22 y 45°C, pero que si la hay al
comparar 5 y 45°C. Es decir que debe presentarse un aumento de alrededor de 40°C
en la temperatura de almacenamiento para que exista un efecto notorio sobre el
incremento en el valor de la constante de rapidez-

El Grafico 5.2.6 permite el célculo de la energia de activacion, con los valores de k

calculados.
Gréfico 5.2.6. Tratamiento de Arrhenius del Indice de Kreis en alimento para mascota.
Ea/R Ea A Coeficiente de
(kJ/mol) (semanas'l) correlacion lineal R
Cachorro -2,590.3 21.54 1,339.93 0.8202
Adulto -2,746.3 22.83 1,998.20 0.9143

Tabla 5.2.5. Resultados de la aplicacion de regresion lineal a la recta obtenida a partir del tratamiento de Arrhenius
para el Indice de Kreis de ambas formulaciones de alimento para mascota.

En este caso ambas energias de activacion son muy parecidas entre las formulaciones.
Es decir, que aun cuando en la formulacion de alimento para cachorro se encuentra
facilitada la aparicion de los productos primarios de la oxidacion (IP), nada promueve o
facilita la generacion de productos secundarios o aldéhicos.

Por otro lado, cabe hacer notar que durante todo el monitoreo y a las tres temperaturas,
los valores de IK son mas altos en alimento para cachorro que en la formulacién de
adulto tal como se aprecia en los gréaficos 5.2.4 y 5.2.5. Esto es congruente con la

facilidad de generacion de hidroperédxidos en el primer alimento.



5.3 DETERIORO DE LAS PROTEINAS

5.3.1 Cambio en la solubilidad de las proteinas (%PS)

En la evolucion del cambio de solubilidad de las proteinas en el alimento para mascota
se observa una disminucion general en el porcentaje de proteina soluble que se
acentta conforme al aumento de temperatura de acuerdo a los datos contenidos en el
Anexo 1.

La pérdida de solubilidad de las proteinas ocurre siguiendo una cinética de primer orden
cuyo mecanismo se relaciona con la desnaturalizacion de las proteinas y la formacion
de agregados que merman en la solubilidad.

Los Graficos 5.3.1 y 5.3.2 representan la cinética de primer orden para el deterioro de la
proteina soluble, y en la Tabla 5.3.1 se encuentran los valores obtenidos para las

constantes de rapidez.

Gréfico 5.3.1. Cinética de primer orden del deterioro de 5.3.2 Cinética de primer orden del deterioro de
proteina soluble en alimento para cachorro. proteina soluble en alimento para perro adulto.
Temperatura k
(°C) (semanas™)

5 0.0355

22 0.0371

Cachorro 2E 5.0430

5 0.0331

Adulto 22 0.0403

45 0.0451

Tabla 5.3.1 Valores de pendiente (constante de rapidez k) para la cinética de primer orden del cambio de porcentaje
de proteina soluble en alimento para mascota.

Se observa que la rapidez de la pérdida de solubilidad aumenta con la temperatura,
esto se puede explicar argumentando que el aumento de la temperatura induce la

desnaturalizacion de las proteinas, de modo que podrian desdoblarse estructuras



cuaternarias y/o terciarias (sin ruptura de enlaces peptidicos ni de puentes disulfuro),
Unicamente cambios conformacionales producto de la ruptura de interacciones débiles
(tales como puentes de hidrogeno, interacciones entre moléculas hidréfobas, de
naturaleza ionica o fuerzas de Van der Waals), que estabilizan la estructura nativa.

Esta desnaturalizacion puede llevar a la exposicion de parches hidrofébicos
responsables de la formacion de agregados de proteinas que merman en su
solubilidad, aunado a las reacciones de entrecruzamiento con compuestos carbonilicos
procedentes de la oxidacién de lipidos cuya reactividad también aumenta con la
temperatura.

El analisis estadistico del Anexo 3 concluye que las constantes de rapidez calculadas
para el almacenamiento a 5°C son iguales a las calculadas a 22°C, y que a su vez, esta
tltima es estadisticamente similar a la calculada para 45°C. Por ultimo las constantes
calculadas a temperatura de refrigeracion son distintas estadisticamente a las
correspondientes a T = 45°C en ambos alimentos.

Lo observado indica que la constante de rapidez presenta cambio significativo en tanto
mayor es la diferencia de temperaturas. Entonces, serd preferentemente a altas
temperaturas de almacenamiento que observemos un efecto neto negativo en la
estabilidad de la proteina soluble.

La premisa anterior se ve respaldada por los resultados obtenidos en el estudio
electroforético que se discuten en la siguiente seccion.

Si con las constantes de rapidez estimadas se realiza el tratamiento de Arrhenius, se

obtiene el Gréfico 5.3.3.

Gréfico 5.3.3. Tratamiento de Arrhenius para la pérdida de solubilidad de las proteinas en alimento para mascota.



‘Ea/R Ea A ) Coeficiente de
(kJ/mol) (semanas™) correlacion lineal R
Cachorro -429.42 3.57 6.11 0.9679
Adulto -677.59 5.63 2.58 0.9792

Tabla 5.3.2. Resultados de la aplicacién de regresién lineal a las recta obtenidas a partir del tratamiento de Arrhenius
para el cambio en la proteina soluble de ambas formulaciones cachorro y adulto.

Como se observa en la Tabla 5.3.2, para este mecanismo, las energias de activacion
son pequefas, es decir que la pérdida de solubilidad de las proteinas ocurre con un
requerimiento de energia relativamente bajo.

Es decir que en términos de solubilidad, la proteina es uno de los componentes cuya

estabilidad se afecta con gran facilidad durante el almacenamiento.

5.3.2 Evaluacién de la Digestibilidad in vitro
A las temperaturas de almacenamiento a las que ha sido expuesta la muestra, la
proteina sufre una pérdida importante de solubilidad, por lo que resulta de suma
importancia evaluar como es que se ve afectada la digestibilidad y por ende la calidad
nutricional del alimento.
Cabe mencionar que la digestibilidad in vitro fue evaluada en la proteina total del
alimento, tal y como se detalla en el Anexo 1.
En los Graficos 5.3.4 y 5.3.5 se expresa la pérdida de digestibilidad en el tiempo a las
tres temperaturas de trabajo y se observa que todos los datos caen practicamente en el
mismo intervalo, por lo que es imposible diferenciar una tendencia en funcion del tiempo
o de la temperatura de almacenamiento.
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Gréfico 5.3.4. Evolucion del porcentaje de digestibilidad  Grafico5.3.5.Evolucidn del porcentaje de digestibilidad
en alimento para cachorro. en alimento para perro adulto.



Estadisticamente no existe correlacion lineal entre la variable % de digestibilidad in vitro
y tiempo para este sistema de acuerdo al tratamiento que se detalla en el Anexo 3.

En la formulacién de alimento para cachorro, el porcentaje de digestibilidad in vitro se
mantiene en un intervalo de valores que va desde 74.11-85.39%, donde el valor mas
bajo no corresponde a tiempo final y el mas alto no corresponde a tiempo cero. Lo
mismo ocurre en la formulacién para adulto, donde los valores fluctian entre 73.44-
81.78% durante todo el monitoreo.

De acuerdo al estudio publicado por el lams Technical Center en Lewisburg, Ohio
realizado en 1993, donde se compar6 la variabilidad de la digestibilidad de tres
alimentos secos para perro, se reporta un porcentaje de digestibilidad de la proteina de
70.25, 80.99 y 85.86 para tres dietas A, B y C respectivamente (Case, 2001). Los datos
encontrados con el método descrito son muy parecidos a estos durante todo el
monitoreo como se puede corroborar con los datos globales del Anexo 2.

No ha sido posible observar una tendencia clara en el cambio de la digestibilidad in vitro
debido posiblemente a que este parametro fue evaluado en la proteina total (soluble+no
soluble), por lo que el cambio, de existir, pudo no haber resultado significativo en el

tiempo que durd el monitoreo y a las temperaturas de trabajo.

5.3.3 Estudio electroforético

En ambas formulaciones de alimento para mascota se incluyen proteinas de origen
vegetal afadidas como parte de los granos molidos de maiz, trigo y sorgo, en la pasta
de soya y el gluten de maiz; asi como proteinas de origen animal contenidas en harina
subproducto de pollo y en harina de carne y hueso de cerdo. En esta mezcla compleja
de proteinas, se plantea evaluar el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre
el perfil de pesos moleculares.

Para este fin se elaboraron geles al 15% de acrilamida para separar preferentemente
proteinas de bajo peso molecular en las que se supuso se evidenciaria con mayor
claridad cualquier cambio en el perfil de pesos moleculares.

En la Figura 5.3.1 se observa que a tiempo cero, el perfil de pesos moleculares de las
proteinas para cachorro se basa en cuatro péptidos de bajo peso molecular que van de
2.60 a 24.20 kDa (2.62, 9.71, 12.42, y 24.03, en promedio de los dos carriles); y un



péptido de alrededor de 45.2 kDa que aparece en la Figura 5.3.2, donde el péptido de
alrededor de 22 kDa es el mismo que aparece en el primer gel.

En el caso de alimento para adulto el perfil cambia ligeramente, pues aparecen en la
Figura 5.3.1 bandas desde 2.60 hasta alrededor de 24.16, contando en total seis
bandas de bajo peso molecular (2.70, 2.81, 5.40, 6.43, 13.86 y 23.67 en promedio del
duplicado) y una banda de peso molecular superior que se observa en el segundo gel
(Figura 5.3.2) en 46.5 kDa.

Estas diferencias en los pesos moleculares a tiempo cero, implican que posiblemente
en alimento para adulto esté ocurriendo mayor dafio en las proteinas, posiblemente
ocasionado por el proceso de obtencién de harinas y/o durante la elaboracion del

alimento, lo que explicaria el mayor nimero de bandas.

Figura 5.3.1. Electroforesis tiempo cero. Figura 5.3.2. Electroforesis tiempo cero.

Gel de poliacrilamida al 15% de acrilamida con Gel de poliacrilamida al 15% de acrilamida con marcador
marcador de ultra bajo peso molecular (mPM) y las de alto peso molecular (mPM) y las muestras inyectadas
muestras inyectadas por duplicado. Método de tincién por duplicado. Método de tincion con plata.

con plata.

En el carril central del marcador en la Figura 5.3.1, se observa que la ultima banda tiene
un peso molecular de 1.42 kDa, cuando el péptido de menor peso molecular en el
marcador es de 0.6 kDa. Es decir que en esta electroforesis no ha sido posible separar
los dos ultimos marcadores y por ésta razon la banda se ha tefido intensamente. Lo
anterior no parece tener implicaciones en la lectura de los pesos moleculares de las
muestras puesto que la ultima banda aparece en 2.64 kDa pero nada a la altura de 1.5
kDa.

El perfil cambia bastante al tiempo final del monitoreo como se muestra en la Figura

5.3.3, pues a todas las temperaturas desaparecen las bandas de mas bajo peso



molecular, es decir que no hay péptidos de peso inferior a 14.9 kDa, ademas de que en

todos los carriles aparecen siete bandas cuyo méaximo peso molecular es de 51.8 kDa.

Figura 5.3.3. Electroforesis tiempo final.
Gel de poliacrilamida al 15% de acrilamida con marcador de amplio peso molecular (mPM).
Tincion con azul de Coomasie al 0.025%.

En ambas formulaciones, se observa con respecto al tiempo cero, un aumento general
en el peso molecular a todas las temperaturas al final del almacenamiento que se
acentua en el lote a 45°C.

En todos los casos se podria decir que hay un grupo muy claro de cuatro proteinas
cuyo peso molecular oscila entre 30-50 kDa; otro grupo de dos proteinas entre 23-27
kDa y por ultimo proteinas de peso menor a 18 kDa.

El contraste esta en que a tiempo cero en el primer grupo (30-50kDa), hay sélo una
proteina en ambas formulaciones; en el segundo grupo (23-27kDa), hay nuevamente
una sola proteina y es en el tercer grupo (<18kDa) donde se encuentran las tres
proteinas restantes en formulacién para cachorro y cinco en formulacion para adulto.

A tiempo final de almacenamiento en ambos alimentos, la distribucion de pesos
moleculares en los grupos cambia notoriamente de modo que en el primer intervalo, se
detectan cuatro proteinas, en el segundo sélo dos y en de menor peso se observa un

solo péptido tal y como lo muestra la Tabla 5.3.3.1.



A tiempo final se ha calculado el promedio de las bandas analogas de cada una de las
temperaturas de trabajo para facilitar la clasificacion propuesta.

tiempo Formulacién <18 kDa 23-27 kDa 30-50 kDa
2.62
Cachorro 9.71 24.03 45.20
12.42
2.70
Cero 6.43
Adulto 2.81 23.67 46.50
13.86
5.40
33.104+1.25
24.70+1.02 40.40+1.72
Cachorro 16.37£1.09 26.50+0.85 44.30+0.16
Final 49,37+ 0.54
32.50+1.31
24.00+1.28 39.23+2.25
Adulto 16.67+0.95 26.13+0.74 43.67+0.47
50.13+1.22

Tabla 5.3.3.1. Relacion de cambio en los pesos moleculares a tiempo cero y final.

En general, con el almacenamiento aumenta el peso molecular de las proteinas ain en
refrigeracion, lo que sustenta la disminucion en la proteina soluble de las muestras a
todas las temperaturas de trabajo con efecto significativo a 45°C.

Todo esto indica un reacomodo de los pesos moleculares por la formacion de
aglomerados de las proteinas de mas bajo peso molecular con las de alto (o0 con otras
de bajo peso), por interacciones que se establecen después de posibles cambios
conformacionales o rearreglos tridimensionales para dar un nuevo perfil de proteinas

afectando en gran medida a la solubilidad.



5.4. DETERIORO DE LOS MICRONUTRIENTES

El alimento para mascota marca comercial que ha sido objeto de este estudio, reporta
en el empaque de sus dos presentaciones, cachorro y adulto, la siguiente leyenda:

Este producto es un alimento que cumple satisfactoriamente con los niveles de todos
los nutrientes recomendados por la AAFCO (Asociacion Americana de Oficiales de
Control de Alimentos) para la nutricion de perros de todas las edades.

Por lo que el analisis se baso en las tablas que publica esta asociacion para establecer
los intervalos de concentraciones minimas y maximas de vitaminas tanto hidrosolubles

como liposolubles.

5.4.1 Vitaminas hidrosolubles
De acuerdo a las tablas de perfiles nutricionales de la AAFCO del afio 2000 de
alimentos para perros (publicadas por Case en el 2001), los niveles minimos de las

vitaminas hidrosolubles de nuestro interés son los que se han trascrito en la Tabla 5.4.1.

Vitamina Cualquier edad Cachorro Adulto
(mag/kg) ¢ (mg/100g) % (mg/100g) a

Tiamina 1.0 0.095 0.096

Piridoxina 1.0 0.095 0.096

Riboflavina 2.2 0.208 0.210

Tabla 5.4.1. Perfiles nutricionales de la AAFCO de alimentos para perros. La tabla supone una densidad energética
de 3.5-4.0 kcal de energia metabolizable/g de materia seca (Case 2001).

¢ Las unidades estan dadas por kg de alimento en peso seco.

« Conversion a mg/100g de alimento en base humeda considerando 5.70% de humedad de acuerdo a la Tabla 5.1.1.
a Conversién a mg/100g de alimento en base hiimeda considerando 4.51% de humedad de acuerdo a la Tabla 5.1.2.

La AAFCO no reporta valores maximos de estas vitaminas puesto que el exceso
ingerido es eliminado facilmente por orina.

Los valores de las tablas se estiman para una densidad energética en el alimento de
3.5-4.0 kcal de energia metabolizable/g de materia seca. La energia metabolizable (EM)
de las muestras se calculé de acuerdo a los valores obtenidos en el AQP y de acuerdo
al aporte teérico de proteinas y carbohidratos de 4kcal/g y de lipidos de 9kcal/g
(Fennema, 1996).



Para la formulacion de adulto, la EM es de 3.97 kcal/g de alimento en peso seco, y para
la formulacion de cachorro es de 3.98 kcal/g de alimento seco, por lo que las tablas son

perfectamente aplicables a las muestras sin necesidad de hacer ajustes adicionales.

5.4.1.1 Vitaminas hidrosolubles en alimento para cachorro

La pérdida de todas las vitaminas hidrosolubles sigue una cinética de primer orden
determinado por método grafico con base en los datos del Anexo 2; lo que indica que
su desaparicion en el tiempo depende de la concentracién de reactivo presente en el
medio.

En el caso de la tiamina, la concentracion correspondiente al tiempo cero es de 3.29
mg/100 g de alimento en base humeda, esto es casi 35 veces la minima cantidad
recomendada, sin embargo, en el tiempo de monitoreo de 16 semanas, el Gltimo punto
a 45°C (0.16 mg/100 g) es de menos del doble del minimo.

La cinética de primer orden que se expresa en el Gréafico 5.4.1 describe el deterioro de
esta vitamina y en él se logran diferenciar las tres temperaturas. El minimo
recomendado por la AAFCO se encuentra marcado por una linea horizontal de color

azul.

Gréfico 5.4.1. Cinética de primer orden del deterioro de tiamina en alimento para cachorro.

Analizando los datos obtenidos para piridoxina, es notable que a partir del tiempo ocho
a 45°C, la vitamina ya no es detectable por el método utilizado en el desarrollo
experimental de este trabajo (mismo que se describe en el Anexo 1), por esta razon, en
el gréfico de cinética, la curva a 45°C se conforma Unicamente por ocho puntos, aun
cuando a tiempo cero, su concentracibn es 79 veces mayor que el minimo

recomendado.



Es posible que la pérdida de esta vitamina sea resultado de interacciones con otros
componentes del alimento como por ejemplo algunos aminoacidos (acidos aspartico y
glutdmico y los azufrados) o péptidos que induzcan reacciones que destruyen su
actividad biologica (Badui, 2006).

La cinética de deterioro de la Vitamina B¢ se encuentra en el Gréafico 5.4.2.

Gréfico 5.4.2. Cinética de primer orden del deterioro de piridoxina en alimento para cachorro.

Por ultimo la riboflavina, parece ser una de las vitaminas mas estables, cuya
concentracion inicial es menos de cuatro veces la minima, pero durante el monitoreo,
aun a la temperatura mas alta de almacenamiento (45°C), existe una cantidad suficiente
de la misma. Su cinética se encuentra en el Grafico 5.4.3, y los valores de las
pendientes (constantes de rapidez), de cada una de las curvas para cada vitamina se

encuentran en la Tabla 5.4.2.

Gréfico 5.4.3. Cinética de primer orden de pérdida de riboflavina en alimento para cachorro.



Vitamina Temperatura k .
(°C) (semanas™)
5 0.1378
. . 22 0.1469
Tiamina 45 0.1570
5 0.0358
Piridoxina 22 0.1080
45 0.1943
5 0.0185
Riboflavina 22 0.0308
45 0.0351

Tabla 5.4.2 Valores de pendiente (constante de rapidez k) para la cinética de deterioro de primer orden de vitaminas
hidrosolubles en alimento para cachorro.

La tendencia de las constantes k, indica en todos los casos un aumento de la rapidez
de pérdida de las vitaminas con la temperatura.

El analisis estadistico desarrollado con la finalidad de comparar las constantes indica
gue no existe diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de deterioro de
tiamina a un nivel de significancia del 5% cuando se compara 5°C vs 22°C y 22°C vs
45°C. Solo existe diferencia significativa entre los valores de constante a 5y 45°C.

Para los casos de piridoxina y riboflavina, el mismo analisis puntualiza que si existe
diferencia significativa entre las constantes de rapidez calculadas a cada temperatura
de trabajo.

Es decir, que en esta formulacién, la pérdida de tiamina se ve afectada por la
temperatura sélo por arriba de 22°C, pero que en general, las reacciones involucradas
en su deterioro no incrementan en gran medida su rapidez cuando el almacenamiento
es a temperaturas inferiores a la ambiente.

El tratamiento de Arrhenius del Grafico 5.4.4 nos permitird tener una idea de la
susceptibilidad de los componentes a sufrir descomposicion y esclarecera la

interpretacion del andlisis estadistico.

Grafico 5.4.4. Tratamiento de Arrhenius para la pérdida de vitaminas hidrosolubles en alimento para cachorro.



Vitamina Ea/R Ea A . Coefic_:i,ent_e de
(kJ/mol) (semanas™) | correlacion lineal R
Tiamina -257.79 2.14 0.35 0.9946
Piridoxina -3,270.40 27.19 5,486.25 0.9583
Riboflavina -1,214.10 10.09 1.62 0.9029

Tabla 5.4.3. Resultados de la aplicacién de regresion lineal a las recta obtenidas a partir del tratamiento de Arrhenius
para el deterioro de vitaminas hidrosolubles en la formulacién de alimento para cachorro.

De acuerdo con los datos obtenidos en la Tabla 5.4.3, la reaccion que involucra la
pérdida de tiamina presenta una barrera energética muy pequefia a vencer, mismo que
se traduce en su susceptibilidad a desaparecer. Esto es congruente con la literatura que
reporta a tiamina como una vitamina termosensible y con la discusion del parrafo
anterior.

En cuanto a piridoxina y de acuerdo a Badui (2006), la energia de activacion para llevar
a cabo su destruccion es de 114 kcal/mol 0 480 kJ. En este alimento la Ea se encuentra
muy por debajo de ese valor lo que indica que en esta matriz alimentaria su pérdida
estd facilitada por alguna razén que podria estar ligada a su interaccibn con
componentes del alimento como ya se ha mencionado con anterioridad.

Aungue piridoxina parece ser de las tres, la vitamina mas afectada por la temperatura,
al mismo tiempo es para la que se ha calculado la energia de activacion mas alta, es
decir, la menos susceptible a pérdida o en otras palabras, la mas estable a las
condiciones de almacenamiento. Cabe mencionar que es la vitamina con concentracion
inicial més alta.

En la formulacion de alimento para cachorro, es clara la evidencia de desaparicion
excesiva de la vitamina en cuestién después de 8 semanas a 45°C, pero al momento de
integrar los resultados con el resto de las temperaturas de trabajo en el tratamiento de
Arrhenius, resulta ser la que requiere vencer la mayor barrera energética para que
ocurra la reaccién. Esto sélo refuerza la idea de que a mayor temperatura, el efecto
negativo sobre la estabilidad de los componentes es mas claro.

Finalmente riboflavina presenta una Ea intermedia con respecto al resto de las

vitaminas y valores bajos en sus constantes de rapidez.



5.4.1.2. Vitaminas hidrosolubles en alimento para perro adulto.
En esta formulacién, la tiamina en tiempo cero tiene casi 25 veces mayor cantidad que
el minimo recomendado. Esta vitamina se pierde rapidamente en las primeras semanas
de monitoreo a todas las temperaturas de trabajo de acuerdo a lo que se observa en las
tablas del Anexo 1. A la temperatura mas alta y después de dieciséis semanas de
almacenamiento, la concentracion de tiamina cae por debajo del minimo recomendado
por la AAFCO (Asociacion Americana de Oficiales de Control de Alimentos),
representado en el Grafico 5.4.5 como una linea continua color azul. La cinética se

ajusta a un modelo de primer orden.

Gréfico 5.4.5. Cinética del deterioro de primer orden de tiamina en alimento para perro adulto.

En el caso de la Vitamina Bg, el alimento contenia en tiempo cero mas de 80 veces el
minimo recomendado en las tablas de la AAFCO. Alun asi, para la semana 15 de
almacenamiento a 45°C la pérdida de la vitamina fue tal que los valores caen por
debajo de 0.096 mg/100g de alimento (concentracion minima recomendada de
piridoxina). A diferencia del alimento para cachorro, en este caso, la piridoxina fue
cuantificable durante casi el doble de tiempo de monitoreo a 45°C. La cinética de

deterioro de esta vitamina se encuentra en el Grafico 5.4.6.

Gréfico 5.4.6. Cinética de primer orden de deterioro de piridoxina en alimento para perro adulto.



La riboflavina en esta formulacion parece nuevamente ser la mas estable, pues su
degradacion no presenta la marcada pérdida en las primeras semanas como ocurre con
las otras dos vitaminas a 45°C de almacenamiento. La concentracion inicial de la
riboflavina fue de 0.79 mg/100g de alimento, so6lo 3.7 veces mayor al minimo. Esta es la
Unica vitamina hidrosoluble que no present6 pérdida menor al minimo en las dieciséis

semanas de monitoreo tal y como lo muestra el Grafico 5.4.7.

Los valores de las constantes de rapidez se encuentran integrados en la Tabla 5.4.4.

Grafico 5.4.7. Cinética de primer orden de la pérdida de riboflavina en alimento para perro adulto.

Vitamina Temperatura k )
(°C) (semanas™)
5 0.1384
. . 22 0.1623
Tiamina 45 0.1875
5 0.0592
Piridoxina 22 0.1082
45 0.1585
5 0.0216
Riboflavina 22 0.0316
45 0.0343

Tabla 5.4.4 Valores de pendiente (constante de rapidez k) para la cinética de deterioro de primer orden de vitaminas
hidrosolubles en alimento para perro adulto.

El analisis estadistico del Anexo 3 revela que no existe diferencia significativa entre las
constantes k de las curvas trazadas al comparar 5°C vs 22°C y 22°C vs 45°C, en el
caso de tiamina y piridoxina, cuyo valor de constante a 5 y 45°C si son distintos
estadisticamente hablando.

En el caso de riboflavina, en esta formulacién el mismo analisis revela que no existe
diferencia significativa entre las constantes de rapidez estimadas a las temperaturas de
trabajo de 22 y 45°C, so6lo es distinta de estas dos la constante calculada a 5°C
evaluado con un nivel de significancia del 5%. Es decir que en este alimento, esta

vitamina tiene gran estabilidad a temperatura de refrigeracion, pero que a mas de 22°C



el aumento de la misma no le afecta tan notoriamente como en la formulacion para
cachorro.
Con estas constantes de rapidez, se efectua el tratamiento de Arrhenius para calcular

las energias de activacion. En el Grafico 5.4.8 sen encuentran las curvas obtenidas.

Gréfico 5.4.8. Tratamiento de Arrhenius para la pérdida de vitaminas hidrosolubles en alimento para perro adulto.

Vitamina Ea/R Ea A . Coefic':i,ent'e de
(kJ/mol) (semanas™) | correlacién lineal R
Tiamina -597.30 4.97 1.21 0.9897
Piridoxina -1,914.60 15.92 63.43 0.9704
Riboflavina -873.46 7.26 0.54 0.8908

Tabla 5.4.5. Resultados de la aplicacion de regresion lineal a las recta obtenidas a partir del tratamiento de Arrhenius
para el deterioro de vitaminas hidrosolubles en la formulacion de alimento para perro adulto.

Como se observa en la Tabla 5.4.5, la energia de activacion de tiamina es a simple
vista, de mayor magnitud con respecto a la formulacion de cachorro (aproximadamente
del doble), es decir que esta formulaciébn es menos susceptible a su pérdida. Este
hecho, puede deberse a que en el caso de alimento para adulto, el mayor contenido de
fibra cruda (Tablas 5.1.1 y 5.1.2), proteja hasta cierto punto a la Vitamina B; de la
descomposicion por ocupacién de los grupos funcionales reactivos en la interaccién con
el mismo. También pueden presentarse interacciones con otros polimeros como
almidon que repercutan sobre la estabilidad de las vitaminas.

El caso contrario se observa para piridoxina, pues la formulacién para cachorro
presenta a simple vista mayor Ea y por ende, menor susceptibilidad de deterioro. Es de
llamar la atencion que en alimento para adulto, el monitoreo de esta vitamina a 45°C
haya arrojado valores por debajo del minimo recomendado hasta la semana 15, a
comparacion del alimento para cachorro cuyo minimo se alcanza desde la semana 8, lo
cual es congruente con el hecho de que se haya detectado diferencia significativa entre

las constantes de rapidez a distintas temperaturas en la segunda formulacion mas no



en la primera. La diferencia significativa entre las temperaturas de estudio indica que la
elevacion de la temperatura es suficiente para acelerar el deterioro en alimento para
cachorro.

Por altimo riboflavina es un caso especial en esta formulacion, pues el hecho de que no
exista diferencia significativa entre las temperaturas ambiente y 45°C de
almacenamiento habla de su termoestabilidad.

5.4.2 Vitaminas liposolubles
De acuerdo a las tablas de perfiles nutricionales de la AAFCO (Asociacion Americana
de Oficiales de Control de Alimentos) de alimentos para perros establecidos en el afio
2000 y publicadas por Case en 2001, los niveles minimos y maximos de vitaminas

liposolubles de nuestro interés son los que se han trascrito en la Tabla 5.4.6.

Cualquier edad * Cachorro * Adulto *
Vitamina Unidad Minimo Maximo Minimo Méaximo Minimo Maximo
Retinol ug 1,500 75,000 141.91 7,095.5 143.53 7,176.5
Colecalciferol ng 12.5 125 1.18 11.82 1.20 11.96
o-tocoferol mg 33.55 671 3.17 63.48 3.21 64.20

Tabla 5.4.6. Perfiles nutricionales de la AAFCO de alimentos para perros. La tabla supone una densidad energética
de 3.5-4.0 kcal de energia metabolizable/g de materia seca (Case,2001).

+Las unidades estan dadas por la AAFCO por kg de alimento en peso seco.

«Conversion por cada 100g de alimento base hiumeda considerando 5.70% de humedad de acuerdo a la Tabla 5.1.1.
aConversion por cada 100g de alimento base humeda considerando 4.51% de humedad de acuerdo a la Tabla 5.1.2.

Lo primero es determinar si los valores a tiempo cero se encuentran dentro del intervalo
de concentraciones recomendado ya que para vitaminas liposolubles se establece nivel

maximo.

5.4.2.1 Vitaminas liposolubles en alimento para cachorro
La concentracion inicial de Vitamina A en el alimento para cachorro de acuerdo a los
datos que se encuentran en el Anexo 2, es casi 30 veces mayor que el minimo y no
alcanza a rebasar el limite maximo, por lo que se dice que esta vitamina se encuentra
dentro de las especificaciones.
Su deterioro sigue una cinética de primer orden y las constantes de rapidez se calculan

a partir del Gréfico 5.4.9.



Gréfico 5.4.9. Cinética de primer orden de la pérdida de Vitamina A en alimento para cachorro.

Caso contrario el de la Vitamina D, que se encuentra muy por arriba del maximo
recomendado por la AAFCO en alimento para perros, pues el valor inicial en esta
formulacién es de 315.86 ng/100g de alimento, es decir, excede al maximo casi 27
veces, Yy la concentracion no logra entrar al limite ain después de dieciséis semanas de
almacenamiento a 45°C como se observa en el Grafico 5.4.10.

Se debe recordar que el consumo crénico de niveles elevados de Vitamina D en
animales de compafiia en crecimiento, puede eventualmente conducir a alteraciones
esqueléticas y deformidades de dientes y mandibulas. La suplementacién excesiva es
la causa mas frecuente de intoxicaciéon por Vitamina D en perros y gatos (Case, 2001).
Como el perro es capaz de producir colecalciferol en la piel por exposicion a luz UV, sus
requerimientos de esta vitamina son realmente bajos cuando la dieta contiene suficiente
calcio y fosforo, y la lista de ingredientes incluye carbonato de calcio y fosfato de calcio,

por lo que la adicidon exagerada de suplemento de esta vitamina no estd justificada.

Gréfico 5.4.10. Cinética de primer orden de deterioro de colecalciferol en alimento para cachorro.

Por ultimo la Vitamina E si se apega a las recomendaciones de la AFFCO puesto que la
concentracion inicial es de 11.43 mg/100g de alimento para cachorro, excediendo al

minimo 3.6 veces y manteniéndose por debajo del maximo.



Esta vitamina tiene importancia por la funciéon que ejerce como antioxidante retrasando
la oxidacion del material lipidico por via de auto-oxidacion mediante la captacion de
radicales libres. EI comportamiento de la evolucion de su deterioro puede explicarse
con base en la participacion de la Vitamina C, otro antioxidante que interviene en la

regeneracion del a-tocoferol tal y como lo muestra la Figura 5.4.1.

HO.

o CH; CH; CH; CH,

Alfa tocoferol CH_OH
HCOH MMonodehidroascorbato
| =
ROO » H
oe OH Monodehidroascorbato
reductasa
CH_,OH
ROOH |
HCOH
| —o
H Acido ascérbico
Radical alfa tocoferoxil OFL OH

Figura 5.4.1. Regeneracion del o—tocoferol por &cido ascorbico (Fuente: Pita, 1997)
Si faltara la enzima responsable de transformar el monodehidroascorbato en acido
ascorbico capaz de captar otro radical libre, entonces la Vitamina C puede seguir el

mecanismo de descomposicion se ilustra en la Figura 5.4.2:

c1.‘.Hon cl:uzou CHZOH CH,OH
HOCH
MOGH o & _g~f.y+ HOCH 0. .0 +e- HOCH o o +H,0 M O
" —_— ne —_— " ——= HOCH
+of+H* —" -
o OM o’ [+} o o o o
Ascorbato Radical ascorbil Dehidroascorbato 2,3-Dicetogulonato

Figura 5.4.2. Descomposicién del ascorbato a 2,3-Dicetogulonato (Fuente: Pita, 1997).

La regeneracion de la Vitamina E a expensas de la descomposiciéon del 4cido ascorbico
explica que sea esta vitamina la que presenta las constantes de rapidez a simple vista
mas bajas. En el Gréfico 5.4.11 se presenta la cinética de primer orden de la reaccion
de descomposicion de la Vitamina E, y en la Tabla 5.4.7, los valores de las constantes k

para todas las temperaturas y todas las vitaminas liposolubles.



Grafico 5.4.11. Cinética de primer orden de la pérdida de Vitamina E en alimento para cachorro.

Vitamina Temperatura k .
(°C) (semanas™)
5 0.0555
. 22 0.0819
Retinol 5 0.1026
5 0.0833
Colecalciferol 22 0.1062
45 0.1340
5 0.0146
a-tocoferol 22 0.0245
45 0.0311

Tabla 5.4.7 Valores de pendiente (constante de rapidez k) y coeficiente de correlacion lineal para todas las
temperaturas de la cinética de deterioro de vitaminas liposolubles en alimento para cachorro.

A simple vista los valores de las constantes aumentan con la temperatura lo cual resulta
l6gico. El analisis estadistico contenido en el Anexo 3 revela que para retinol, la Unica
constante de rapidez distinta es la correspondiente a 45°C.

Para Vitamina D sélo son diferentes entre ellas las kssoc ¥ Ksoc Ya que ambas son
similares cada una a la constante estimada a 22°C.

Vitamina E es la Unica en este caso cuyas constantes de rapidez difieren de manera
significativa una de otra a todas las temperaturas de trabajo.

Con los valores de constante k se realiza el tratamiento de Arrhenius del que se obtiene
la representacion del Grafico 5.4.12 a partir de cuyas pendientes se obtienen los datos

de la Tabla 5.4.8 de acuerdo a la ecuacién 20.



Gréfico 5.4.12. Tratamiento de Arrhenius para la cinética de pérdida de vitaminas liposolubles en alimento para

cachorro.
. . Ea A Coeficiente de
Vitamina “Ea/R (kJ/mol) (semanas™) | correlacién lineal R
Retinol -1,189.10 9.89 4.26 0.9641
Colecalciferol -936.91 7.79 2.48 0.9919
o-tocoferol -1,455.70 12.10 3.00 0.9477

Tabla 5.4.8. Resultados de la aplicacién de regresion lineal a las curvas obtenidas a partir del tratamiento de
Arrhenius para el deterioro de vitaminas liposolubles en la formulacion de alimento para cachorro.

A simple vista la menor energia de activacion de las vitaminas liposolubles presentes en
el alimento para cachorro corresponde a la Vitamina D que es la que se encuentra en
exceso en el alimento. Es decir que de las tres, el colecalciferol es la vitamina mas
susceptible al deterioro junto con retinol, que actia como antioxidante aungue no tan
potente como el a-tocoferol. Esta ultima es la vitamina con mayor energia de activacion
gracias probablemente al fendmeno de regeneracibn que implica un mayor
requerimiento energético para poder llevar a cabo su desaparicién, y en cuyo caso el
incremento de la temperatura de almacenamiento tiene un efecto significativo en el
aumento de la rapidez a la que ocurre su deterioro de acuerdo a lo concluido en el

analisis estadistico del Anexo 3.

5.4.2.1 Vitaminas liposolubles en alimento para perro adulto
Se seguira usando como referencia la Tabla 5.4.6 en la discusion de los resultados
obtenidos en alimento para perro adulto.
En esta formulacion, el retinol y el a-tocoferol se encuentran dentro de los limites
recomendados por la AFFCO, caso contrario para el colecalciferol, que al igual que en
la formulacion para cachorro, la concentracion inicial excede al maximo en poco mas de

27 veces.



La cinética de primer orden que describe el deterioro de la Vitamina A muestra que la
pérdida de esta vitamina (aun a la temperatura mas alta de almacenamiento), se
encuentra lejos del limite inferior recomendado. Esto es claro en el Grafico 5.4.13

construido a partir del tratamiento de los datos contenidos en el Anexo 2.

Gréfico 5.4.13. Cinética de primer orden de la pérdida de Vitamina A en alimento para perro adulto.

Como lo muestra el Gréafico 5.4.14 la concentracién de Vitamina D se encuentra fuera
de los limites recomendados aun dieciséis semanas después de almacenamiento a
45°C, puesto que ninguno de los puntos cae dentro del intervalo indicado entre las
lineas azules.

En perros adultos la ingesta crénica de exceso de Vitamina D puede causar la
sobrecalcificacion de los tejidos blandos del organismo (Case, 2001), lo cual representa
un problema grave para la salud de los animales de compafiia.

Gréfico 5.4.14. Cinética de primer orden de la pérdida de Vitamina D3 en alimento para perro adulto.

Se debe tomar en cuenta que el alimento para adulto inicia con un indice de perdxidos
mayor que la formulacion para cachorro, es decir que desde el tiempo cero, este
alimento presenté un grado mas avanzado en la oxidacion de lipidos, por lo que el

antioxidante debid ser parte importante de la reactividad antes en el alimento de adulto



gue en el de cachorro. El Grafico 5.4.15 ilustra la cinética de primer orden para ao-

tocoferol y la Tabla 5.4.9 reuine los datos de constantes de rapidez para cada vitamina.

Gréfico 5.4.15. Cinética de primer orden de la pérdida de Vitamina E en alimento para perro adulto.

Vitamina Temperatura k .
(°C) (semanas™)
5 0.0300
. 22 0.0435
Retinol 5 0.0558
5 0.0939
Colecalciferol 22 0.1149
45 0.1424
5 0.0193
a-tocoferol 22 0.0243
45 0.0394

Tabla 5.4.9 Valores de pendiente (constante de rapidez k) para todas las temperaturas de la cinética de deterioro de
vitaminas liposolubles en alimento para perro adulto.

Para vitaminas liposolubles en alimento para perro adulto, el analisis estadistico del
Anexo 3 indica con un nivel de confianza del 5%, que en el caso de retinol, la Gnica
constante k distinta al resto es la concerniente al almacenamiento a 5°C.

Vitaminas D y E, presentan diferencia significativa sélo para la constante a 45°C.

Es decir que la rapidez de pérdida de la Vitamina A disminuye de manera significativa al
almacenar a 5°C, pero a mas de 22°C, su rapidez de descomposicion practicamente no
cambia aun al elevar la temperatura hasta 45°C. Sin embargo, la rapidez de pérdida
tanto de Vitamina D como E no se ve disminuida de forma significativa al reducir la
temperatura por debajo de 22°C, pero si existe aceleracion al elevar la temperatura por
arriba de la ambiente.

Con los datos calculados de las constantes es posible hacer el tratamiento de Arrhenius

gue se muestra en el Grafico 5.4.16.



Graéfico 5.4.16. Tratamiento de Arrhenius para la cinética de pérdida de Vitaminas liposolubles en alimento para perro

adulto.
. . Ea A Coeficiente de
Vitamina “Ea/R (kd/mol) | (semanas™) | correlacién lineal R
Retinol -1,208.70 10.05 2.44 0.9740
Colecalciferol -823.54 6.85 1.84 0.9953
o-tocoferol -1,441.80 11.99 3.39 0.9962

Tabla 5.4.10. Resultados de la aplicacion de regresion lineal a las curvas obtenidas a partir del tratamiento de
Arrhenius para el deterioro de vitaminas liposolubles en la formulacién de alimento para perro adulto.

Las energias de activacion que se observan en la Tabla 5.4.10, requeridas para la
desaparicion de todas las liposolubles son muy parecidas en ambas formulaciones.

La energia de activacion mas alta en ambos alimentos es la correspondiente a la
Vitamina E gracias a la regeneracién, seguida del retinol y por altimo el colecalciferol.
Cabe mencionar que la descomposicion de las vitaminas liposolubles se liga
estrechamente al deterioro del material lipidico y a la eficiencia de los antioxidantes

naturales o anadidos.



5.5 EVALUACION INSTRUMENTAL DE COLOR

El color es el primer contacto que tiene el consumidor con el alimento y es de gran
importancia en la decision de compra y consumo de un producto. En este trabajo, la
evaluacion instrumental de color se realiza con el fin de obtener informacion sobre el

efecto de la temperatura sobre este pardmetro de calidad.

El alimento contiene croquetas color amarillo y rojo. El extracto con éter de petroleo de
aguellas color amarillo resulté traslicido y la evaluacion fue facil de realizar. Por otro
lado, fue imposible llevar a cabo la extraccion de color de las croquetas rojas con
solventes orgénicos debido a que se trata de un colorante hidrosoluble, el problema
resulté en que la extraccion acuosa o con solucién de acido tricloroacético siempre fue
turbia, por lo que se decidié trabajar Unicamente con la fraccion color amarillo.

El barrido espectrofotométrico de 200-700 nm permite identificar ademas de las
variaciones de absorcion en la fraccion visible del espectro (380-700 nm), cambios en la
regién ultravioleta (200-380nm), que permite detectar el salto de electrones de un orbital
de menor energia a uno de mayor en moléculas con dobles enlaces conjugados, por lo
que hace posible la deteccion de su formacién o desaparicion en las moléculas
reactivas del alimento (Mc Murry, 2008).

La longitud de onda de méxima absorbancia en esta fraccion colorida, tal y como lo
muestran los Gréficos 5.5.1 y 5.5.2, se encuentra a 440 nm en ambas formulaciones,
que coincide con la Amax para carotenoides' tales como el B-caroteno y la luteina
(Coultate, 1984).

Las escalas cambian de una formulacién a otra debido a que las croguetas para
cachorro contienen mayor cantidad de colorante perceptible ain a simple vista por

comparacion entre ambas muestras.

' Los pigmentos de tipo carotenoide se dividen en dos grupos principales: los carotenos como el B-
caroteno y el licopeno, que son estrictamente hidrocarburos y proporcionan coloraciéon naranja; y las
xantofilas como la luteina y la capsantina que contienen oxigeno y son los pigmentos predominantes de
los tejidos amarillos.
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Gréfico 5.5.1. Barrido espectrofotométrico de la fraccién amarilla de alimento para cachorro donde A son unidades de
absorbancia.

En el Gréfico 5.5.1 se observa como a la longitud de onda de méaxima absorcion elegida
dentro de la fraccion visible del espectro en 440 nm, practicamente se sobreponen
todas las curvas a excepcion de la correspondiente a 45°C, que presenta el menor valor
de absorbancia a esta longitud de onda.

Destaca el comportamiento de las curvas a A=500 nm en adelante donde se separan
las rectas y a mayor temperatura se observa mayor intensidad de respuesta en las
longitudes de onda caracteristicas de maxima absorbancia de los colorantes mas
comunes utilizados en alimentos responsables de dar tonalidades rojas, verdes y azules
(Madrid y Madrid, 2000). Las unicas que no logran separarse de la linea base A = 0 son
el barrido a la muestra de t=0 y el de la muestra almacenada a 5°C.

Por otro lado, en la regién de UV, por debajo de 380 nm, se observa un aumento en la
absorcion a 45°C posiblemente debido a la formacién de nuevos dobles enlaces
conjugados producto de la reactividad proveniente de la auto-oxidacién del material
lipidico. Esto tiene logica puesto que el colorante se extrajo con un disolvente organico
por lo que presenta naturaleza lipidica.

Las curvas correspondientes a tiempo cero y almacenamiento a temperatura de
refrigeracion se mantienen muy cercanas en todo el barrido, lo que indica que de las

tres, 5°C es la temperatura a la que el color se afecta en menor grado.
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Gréfico 5.5.2. Barrido espectrofotométrico de la fraccion amarilla de alimento para perro adulto donde A son unidades
de absorbancia.

En los barridos de alimento para perro adulto ilustrados en el Gréfico 5.5.2, a la Admax de
absorcién (440 nm), nuevamente es la muestra almacenada a 45°C la que presenta una
menor absorcion. Las curvas correspondientes al almacenamiento a temperatura
ambiente y refrigeracion muestran una mayor absorcion a esa misma longitud, lo que
puede deberse a un cambio en la eficiencia de la extraccion y no necesariamente a un

aumento en la intensidad del color.

De 500-700 nm, a diferencia de lo observado en alimento para cachorro, las curvas se
traslapan unas con otras, y antes de 400nm, en la regioén UV las curvas se separan de
nuevo, mostrando claramente en la regién de 250-320nm aproximadamente, una
elevada absorcion en la muestra a 45°C, seguida por la de 22°C y tiempo cero. La
muestra almacenada a 5°C presenta una absorcién menor que el resto a esta longitud
de onda, indicando una disminucion en moléculas responsables de la absorcidén a estas
longitudes tales como aquellas que poseen dobles enlaces conjugados en su
estructura.

La Tabla 5.5.1 contiene las absorbancias medidas a 440nm en cada una de las

muestras.



Temperatura Muestra Absorbancia | % Cambio
t=0 Cachorro 0.1790
Adulto 0.0344
450C Cachorro 0.1479 -17.37
Adulto 0.0291 -15.41
2900 Cachorro 0.1779 -0.61
Adulto 0.0358 4.07
50C Cachorro 0.1793 0.18
Adulto 0.0361 4.94

Tabla 5.5.1. Absorbancias a la Amax=440 nm de las muestras almacenadas a diferentes temperaturas y el porcentaje
de cambio a tiempo final.

Se considera que los porcentajes de cambio negativos corresponden a pérdida de
coloracion, y los positivos a un aumento en la intensidad del mismo, y que cuando el
porcentaje de cambio es muy pequefio (menor al 5%), ocurre debido al error por
extraccion, es decir que en estas muestras no hay cambio en la intensidad de color con
respecto a las muestras de tiempo cero. Tal es el caso de las muestras de ambos
alimentos almacenados a 5°C y a 22.

Los cambios mas notorios se dieron en los lotes almacenados a 45°C en ambas
formulaciones de alimento, cuyo porcentaje de pérdida de coloracion es mayor al 15%.
El hecho de que la estabilidad del aditivo se vea afectada con el almacenamiento a
temperaturas altas confirma la suposicibn de que se utilizan colorantes de tipo
carotenoide para conferir tonos amarillos a las croquetas.

El porcentaje de pérdida es a simple vista, mayor en cachorro que en adulto, lo que
posiblemente esté relacionado con la mayor rapidez de reaccion de formacién de
peroxidos a 45°C en la primera formulacibn con respecto a la segunda,
comprometiendo asi en mayor medida la estabilidad del carotenoide dando como
resultado su decoloracion.

No se realizé andlisis estadistico debido a que no se cuenta con triplicado de las

determinaciones.



5.6 CALCULO DE LA VIDA UTIL

Se lleva a cabo el calculo de la vida util con respecto al componente del alimento que
representa la pérdida mas importante en el tiempo de almacenamiento en funcién de la
temperatura.

El Gréfico 5.6.1 es un resumen de las constantes de rapidez que permite evaluar el
comportamiento de las cinéticas de deterioro a 22°C con el Unico fin de hacer un
comparativo de estos valores a la temperatura aproximada a la que normalmente sera
almacenado el producto, para esto se dividen los resultados en macrocomponentes y

microcomponentes hidrosolubles y liposolubles.

Grafico 5.6.1. Constantes de rapidez del deterioro de macrocomponentes a 22°C en alimento para mascota.
Prosol: % de proteina soluble, IP: Indice de peréxidos, IK: Indice de Kreis.

Es claro en esta representacion grafica, que las constantes de rapidez de mayor
magnitud son las correspondientes a la aparicibn de peréxidos, es decir que esta
reaccion ocurre rapidamente con respecto al deterioro de proteina soluble y a la
aparicién de productos secundarios de la oxidacién y que es por tanto la reaccion que
da la pauta para arrancar la cadena de reacciones responsable del deterioro del resto
de los componentes del alimento en ambas formulaciones.

Por otro lado, se observa en los Gréaficos 5.6.2 y 5.6.3 el comparativo de las constantes
de rapidez correspondientes a los microcomponentes (vitaminas liposolubles e

hidrosolubles respectivamente) en ambas formulaciones de alimento para mascota.



Grafico 5.6.2. Constantes de rapidez a 22°C del Gréfico 5.6.3. Constantes de rapidez a 22°C del
deterioro de vitaminas liposolubles en alimento para deterioro de vitaminas hidrosolubles en alimento para
mascota. mascota

En cuanto al deterioro de los microcomponentes y en el caso de las vitaminas
liposolubles, es claro que la vitamina que se pierde con mayor rapidez en ambas
formulaciones es la Vitamina D, a mayor rapidez en adulto que en cachorro.

La vitamina que le sigue es el retinol, que muestra mas estabilidad en la formulacion de
adulto que en la de cachorro lo que posiblemente esté relacionado con el hecho de que
en alimento para cachorro se encuentra facilitada la formacion de peroéxidos, (tal como
se ha hecho notar en el analisis del indice de perdxidos), lo que compromete la
estabilidad del retinol ya que tiene funcion antioxidante.

Por ultimo el a-tocoferol es la vitamina que se pierde con la menor rapidez y tiene
practicamente la misma estabilidad en ambas formulaciones.

De las vitaminas hidrosolubles, aquella que se pierde mas rapidamente es la tiamina en
ambas formulaciones, aunque en adulto la constante k es de mayor magnitud. En
estabilidad le siguen la piridoxina y al ultimo la riboflavina como la mas estable de las
tres. Para las Ultimas vitaminas, la rapidez de deterioro es muy similar en ambos
alimentos.

Las Tablas 5.5.1 y 5.5.2 contienen los tiempos de vida media y final de cada
componente e integran la informacién necesaria que permite establecer cual de ellos es
el mas labil con base en la energia de activacion, para asi evaluar el tiempo de vida util
del producto con respecto al limitante.

Con esto se entiende que las reacciones mas favorecidas seran aquellas con energia
de activacion baja, tal es el caso del deterioro de la tiamina y la pérdida de proteina

soluble en ambas formulaciones.



Los tiempos de vida media y final se calcularon con base en la ecuacion 23:
t, = In(Ci/Co)/k
Donde Co es la concentracion inicial, Ci es el minimo recomendado para cada una de

las formulaciones y k es la constante de rapidez establecida a la temperatura dada.

Temp k to t Ea
Componente 4 i i
(°C) (semanas™) (dias) (dias) (kJ/mol)
Macrocomponentes
indice de peréxidos 5 0.1637 145.44 196.92
22 0.2747 86.67 117.35 11.15
45 0.3041 78.29 106.01
indice de Kreis 5 0.0909 53.41 177.31
22 0.1406 34.51 114.66 21.54
45 0.1993 24.36 80.85
Proteina soluble 5 0.0355 136.71 454,02
22 0.0371 130.76 434.42 3.57
45 0.0430 112.84 374.85
Microcomponentes
Vitamina B 5 0.1378 35.21 116.97
(tiamina) 22 0.1469 33.04 109.69 2.14
45 0.1570 30.87 102.69
Vitamina Bg 5 0.0358 135.52 450.24
(piridoxina) 22 0.1080 44.94 149.24 27.19
45 0.1943 24.99 82.95
Vitamina B, 5 0.0185 262.29 871.22
(riboflavina) 22 0.0351 138.25 459.21 10.09
45 0.0380 127.68 424.13
Vitamina A 5 0.0555 87.43 290.43
(retinol) 22 0.0819 59.22 196.77 9.89
45 0.1026 47.32 157.08
Vitamina D 5 0.0833 58.24 193.48
(colecalciferol) 22 0.1062 45.71 151.76 7.79
45 0.1340 36.19 120.26
Vitamina E 5 0.0146 332.36 1,103.97
(a-tocoferol) 22 0.0245 198.03 657.86 12.10
45 0.0311 156.03 518.28

Tabla 5.5.1. Valores de cinéticos para el deterioro de cada uno de los componentes evaluados en alimento para
cachorro.

El t1» se calcula cuando el deterioro alcanza el 50%, y el t; cuando el deterioro es del 90%. En el caso de IP se
calcula ti» cuando este alcanza un valor de 15 meg/kg y t; cuando IP=30 meqg/kg de acuerdo con lo publicado por
Jenkins y Emmons, 1984.



Temp k tio t; Ea
Componente 4 i i
(°C) (semanas™) (dias) (dias) (kJ/mol)
Macrocomponentes
indice de peréxidos 5 0.0774 307.58 416.49
22 0.1830 130.10 176.15 22.06
45 0.2612 91.14 123.42
indice de Kreis 5 0.0743 65.31 216.93
22 0.1247 38.92 129.22 22.83
45 0.1736 27.93 92.82
Proteina soluble 5 0.0331 62.72 208.25
22 0.0403 26.53 88.06 5.63
45 0.0451 18.55 61.67
Microcomponentes
Vitamina B: 5 0.1384 35.07 116.48
(tiamina) 22 0.1623 29.89 99.33 4.97
45 0.1875 25.90 85.96
Vitamina Bg 5 0.0592 81.97 272.30
(piridoxina) 22 0.1082 44.87 148.96 15.92
45 0.1585 30.59 101.70
Vitamina B 5 0.0216 224.63 746.20
(riboflavina) 22 0.0316 153.58 510.09 7.26
45 0.0343 141.47 469.91
Vitamina A 5 0.0300 161.70 537.25
(retinol) 22 0.0435 111.51 340.51 10.05
45 0.0558 86.94 288.82
Vitamina D 5 0.0939 51.66 171.64
(colecalciferol) 22 0.1149 42.21 140.28 6.85
45 0.1424 34.09 113.19
Vitamina E 5 0.0193 251.37 835.10
(a-tocoferol) 22 0.0243 199.64 663.32 11.99
45 0.0394 123.13 409.08

Tabla 5.5.2. Valores de cinéticos para el deterioro de cada uno de los componentes evaluados en alimento para
perro adulto.

El t1» se calcula cuando el deterioro alcanza el 50%, y el t; cuando el deterioro es del 90%. En el caso de IP se
calcula ti» cuando este alcanza un valor de 15 meg/kg y t; cuando IP=30 meqg/kg de acuerdo con lo publicado por
Jenkins y Emmons, 1984.

Como se conoce el limite inferior de vitaminas permitido por la AFFCO (Asociacién

Americana de Oficiales de Control de Alimentos), es posible para estos fines establecer

el tiempo de almacenamiento en el que la vitamina mas labil (tiamina en ambos



alimentos) se pierde al punto de que es imposible garantizar el cumplimiento de lo
indicado en la etigueta mermando de este modo en la calidad de los productos.
Se realiza el calculo de vida util para ambas formulaciones con respecto a la vitamina
hidrosoluble mas inestable, con el fin de cumplir con los estandares. Como la tiamina
sigue una cinética de primer orden, la ecuacion que corresponde al calculo de la vida
atil ser& nuevamente la ecuacion 23.
A 45°C l|a constante de rapidez correspondiente al deterioro de tiamina en alimento
para cachorro es de 0.1570 semanas™, por lo que el tiempo de vida util estimado
cuando la concentracion de esta vitamina es de 0.095 mg/100g (que corresponde el
minimo recomendado por la AAFCO) sera:

ty = (INCo-InCi)/k = In(3.29)-In(0.095)/0.1570 = 22.58 semanas = 158.06 dias
Es decir que después de 158.06 dias de almacenamiento a 45°C, la concentracién de
tiamina en el alimento para cachorro alcanza el minimo recomendado.
A continuacion se calcula la vida util a 35°C con ayuda del grafico de Arrhenius para
posteriormente obtener el valor del factor Qi (Qi0 = tut/tuT+10) que facilitara la
estimacion de la vida atil a cualquier temperatura.
El valor del factor Q1o para la formulacion de alimento para cachorro es de 1.0350, y
para perro adulto es de 1.0800. Con estos valores es posible construir la Tabla 5.5.3 de

tiempo de vida uatil en funcidbn de la desaparicion de tiamina con respecto a la

temperatura.
Temperatura Vida util (dias)
(°C) Cachorro Adulto
45 158.06 119.84
35 163.59 129.43
25 169.32 139.78
15 175.24 150.97
5 181.38 163.04

Tabla 5.5.3 Vida util calculada para ambas formulaciones a distintas temperaturas con base en la pérdida de tiamina.

Los tiempos de vida media de ambas formulaciones son parecidos, pero muy bajos
también, lo que se acentla en el alimento para adulto. El acortamiento en la vida util de
esta formulacién puede asociarse a su menor concentracion inicial de Vitamina B;
(27% menos tiamina en adulto que en cachorro), lo que se relaciona, con el hecho de
que en esta formulacion a 45°C se alcanza el minimo recomendado después de 15

semanas de almacenamiento, no asi en el alimento para cachorro.



A temperatura ambiente (25°C), que es la temperatura a la que normalmente se
almacena este tipo de alimentos, la garantia de que la formulacion para cachorro
cumple con los limites inferiores de contenido vitaminico establecido por la AAFCO es
de solamente alrededor de 170 dias (aproximadamente 6 meses) y de 140 dias
(aproximadamente 5 meses) en alimento para adulto con el empaque aun sin abrir
perfectamente sellado. Se sabe que es una practica comun en los pequefios puntos de
venta de alimento para mascota a granel que los envases son abiertos y el alimento
expuesto a luz del sol y al aire, lo que acorta esta vida 0til calculada.
Los valores de Qip son también muy bajos, por lo que los tiempos de vida media
aumentan muy poco con la disminucion de temperatura, esto acorde al analisis
estadistico que revel6 la no diferencia significativa entre las constantes de rapidez a
temperaturas bajas para tiamina, por lo que el almacenamiento en refrigeracion no
representa una ventaja importante con respecto al almacenamiento a temperatura
ambiente cuya ventaja es que no requiere el gasto extra de energia que se emplea en
el equipo de enfriamiento. Sin embargo, y acorde a la leyenda impresa en el marbete
del empaque, no es recomendable mantener el producto almacenado a temperaturas
superiores a 22-25°C, pues varios componentes del alimento son susceptibles a un
incremento importante en las rapideces de reaccion de deterioro conforme aumenta la
temperatura por arriba de este intervalo.
Como se conocen las constantes del resto de las vitaminas y se cuenta con los gréaficos
de Arrhenius de todas ellas, vale la pena evaluar si es que al tiempo previsto se
encuentran presentes en las cantidades especificadas el resto de los nutrientes
reportados en la etiqueta. El objetivo es garantizar que el alimento siga cumpliendo con
los valores establecidos por la AFFCO tal y como indica la leyenda en el empaque.
En la Tabla 5.5.4 se encuentran los datos obtenidos para las dos formulaciones
evaluadas a temperatura de 25°C.
La concentracion Ci al tiempo de vida util t, cuando las reacciones de deterioro siguen
una cinética de primer orden se calcula de la siguiente manera (despejando de la
ecuacion 23):

Ci= Co e®™¥ (25)



Donde Co es la concentracion inicial, t, es el tiempo de vida atil a 25°C y k es la

constante de rapidez a la misma temperatura.

Cachorro Adulto

Componente Minimo AFFCO Calculado Minimo AFFCO Calculado
Piridoxina (mg) 0.095 0.764 0.096 4.639
Riboflavina (mg) 0.208 0.067 0.210 0.444

Retinol (ug) 141.91 629.05 143.53 1,700.00
Colecalciferol (ug) 1.18 23.68 1.20 32.11
a-tocoferol (mg) 3.17 6.60 3.21 8.12
indice de peroxidos (meq/kg) 153.99 15.25
indice de Kreis (Uabs/g) - 22.72 - 13.49
Proteina soluble (%) --- 1.14 --- 1.21

Tabla 5.5.4 Concentracién de vitaminas hidro y liposolubles por cada 100g de alimento en base humeda en el tiempo
de vida util calculado a 25°C y valores calculados para el deterioro de macrocomponentes.

Es claro que al tiempo de vida util estimado para la formulacion de adulto a 25°C
(139.79 dias), todas las vitaminas se encuentran por arriba del minimo, caso contrario
para la formulacién de cachorro donde al tiempo de vida util estimado (169.33 dias), la
riboflavina se pierde hasta quedar por debajo del minimo.

En la formulacion para cachorro, al ser la vida de anaquel estimada mas larga, se
dispara el indice de peroxidos pudiendo provocar a este tiempo olores y sabores
objetables para los animales, lo que podria ocasionar su rechazo, aunque de acuerdo a
lo publicado por Jenkins y Emmons en 1984, en un estudio realizado en leche de
reemplazo para ternera, los valores altos de indice de peréxidos en la dieta (hasta 100
meg/kg grasa), no tiene repercusiones graves en el organismo del animal siempre y
cuando no se asocie a una deficiencia de Vitamina E.

Destaca en ambos casos que la Vitamina D aun después de este tiempo de
almacenamiento se encuentra casi diez veces por arriba del maximo en ambos

alimentos.



6. CONCLUSIONES

Ha sido posible establecer el tiempo de vida util de dos formulaciones de alimento para
mascota con base en el componente més labil. Se ha hecho notar que este parametro

puede variar en funcién del indicador con base en el que se calcule.
La oxidacion lipidica es la reaccion que dispara la reactividad en el alimento.

La estabilidad de todos los componentes del alimento depende de la temperatura de
almacenamiento y en todos ellos las reacciones de deterioro evaluadas siguen una
cinética de primer orden, excepto el porcentaje de digestibilidad in vitro, para cuyo caso

no se encontrd correlacion lineal entre las variables porcentaje de digestibilidad-tiempo.

La estabilidad de las vitaminas (tanto hidrosolubles como liposolubles), manifestada en
funcién de las constantes de rapidez con respecto a la temperatura, varia en cada una
de las formulaciones. En ambas formulaciones, la tiamina es la vitamina mas

susceptible al deterioro.

La pérdida de solubilidad fue una de las reacciones mas afectadas durante el
almacenamiento, donde se involucran cambios conformacionales de las proteinas asi
como un aumento en su peso molecular a todas las temperaturas de trabajo pero de

manera mas notoria a 45°C de acuerdo a lo observado en el estudio electroforético.

La estabilidad de los carotenoides responsables de la pigmentacién en la fraccién
amarilla de alimento para mascota se vio afectada tanto por la temperatura de

almacenamiento como por la oxidacion del material lipidico.

De este trabajo se desprende la recomendacion de disminuir la concentracion de
Vitamina D en ambas formulaciones hasta los limites permitidos e incrementar la
concentracion de riboflavina en alimento para cachorro y tiamina en alimento para

adulto, asi como el controlar el especio de cabeza de las bolsas en ambos productos.
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Anexo 1 Materiales y metodologia

Al.1 Andlisis Quimico Proximal
Al.1.1. Determinacién de proteina cruda por el método de Kjeldahl
Se pesaron de 0.1-0.5 g de muestra homogeneizada en papel libre de nitrégeno y se
colocdé en un tubo para digestion de 100 mL. Se afadié una pastilla de Kjeltabs
catalizador y 5 mL de &cido sulfdarico.
* Digestion: Se coloc6 el tubo en el digestor a 420°C hasta total digestion de la materia
organica y observar coloracion azul-verdosa. Luego se dejo enfriar a temperatura
ambiente.
* Destilacion: Se conecto el tubo al equipo de destilacién y se agregaron 50 mL de una
solucion de hidroxido de sodio al 40%.
Se recolect6 un volumen de 100 mL en 50 mL de &cido bdérico al 4% con mezcla de
indicadores (fenoftaleina 3.4X107° %, verde de bromocresol 3.3X10™ % y rojo de metilo
6.6X10™ %).
Finalmente la solucién se titulé con acido clorhidrico 0.1 N valorado.
El calculo del porcentaje de proteina cruda o total se realiz6 de acuerdo a la siguiente
expresion:
%N = (Vm-Vb) X 0.014 X Ny X 100/ m
%P = %N X 6.25
Donde Vm es el volumen de HCI gastado en la muestra, Vb es el volumen empleado
para titular el blanco, 0.014 son lo miliequivalentes de NaOH, Nyc; es la normalidad del
acido y m es el peso de la muestra en gramos.
6.25 es el factor de conversién del porciento de nitrdgeno en porciento de proteina
(AOAC 1995).

Al.1.2. Determinacion de humedad por el método de secado en estufa

Se pesaron de 2-3 g de muestra homogeneizada en pesafiltro a peso constante (2
horas a 130°C). La muestra fue secada en estufa a 100-110 °C y se dejo enfriar en
desecador. Tan pronto se equilibré la temperatura, la muestra fue pesada. La operacion

de secado se repitié hasta conseguir peso constante (AOAC, 1995).



Al1.1.3. Determinacién de grasa cruda por el método de Goldfish

Se pesaron de 4-5 g de muestra homogeneizada sobre papel poroso y se formd un
paquete que se colocd dentro del cartucho de celulosa que se tapd con algodén. El
cartucho se coloc6é en un tubo con fondo perforado y fue entonces montado en el
equipo.

Se adicionaron aproximadamente 50 mL de éter etilico a un vaso Goldfish a peso
constante y se monté en el equipo mediante un anillo de hierro con empaque de hule.
Se calentd durante varias horas hasta extraccion completa del material lipidico
verificando al dejar caer una gota de la descarga sobre papel filtro que al evaporarse no
debia dejar residuo de grasa.

Al finalizar se recuper6 el solvente en un tubo sin perforaciéon y el vaso junto con el
extracto lipidico, fueron secados en estufa a 100 °C por media hora. Se dejé enfriar en
desecador y se peso (AOAC, 1995).

Al.1.4. Determinacion de cenizas totales

Se peso de 3-5 g de muestra homogeneizada en crisol a peso constante (2 horas en
mufla a 200°C).

La muestra fue calcinada con mechero en campana de extraccion hasta que ya no se
observo la emision de humos.

Los crisoles fueron colocados en la mufla durante dos horas a una temperatura maxima
de 550°C hasta la obtencién de cenizas blancas homogéneas o grises. Los crisoles se
dejaron enfriar en desecador y fueron pesados (AOAC, 1995).

Al.2 Determinaciones realizadas en cada monitoreo
Al.2.1. Determinacion de vitaminas del Complejo B
Para la extracciéon de las vitaminas, se pesaron 10 g del alimento homogeneizado y se
dispersaron en 50 mL de HCI 0.1N con agitacion en un homogeneizador a 8000 rpm por
10 min, posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min y el sobrenadante se
aforo a 50 mL seguido de una filtracion en acrodiscos con poro de 0.45 um.
La cuantificacion de piridoxina, tiamina y riboflavina se realizé simultaneamente en un

equipo Waters 515 acoplado a un detector Waters UV-Vis 2487 (. = 254 nm) y a un



detector de Fluorescencia Waters 454 (hexcitacion = 440 nm , Zemisisn = 565 nm). La
separacion se realizdé con una columna Thermo Scientific Hypersil ODS (150 x 4.6 mm),
la fase mévil fué hexansulfonato de sodio/n-metanol (85:15) y un flujo de 0.6 mL/min.
(Albala, 1997).

Al.2.2. Determinacién de vitaminas liposolubles

Para la extraccion de vitaminas liposolubles, se pesaron 10 g del alimento en un matraz
de yodo al que se afiadio 7 g de hidréxido de potasio, 30 mL de agua destilada a 45-
50°C, 60 mL de alcohol etilico absoluto y 0.5 g de acido ascorbico como antioxidante.
La mezcla se dejé reaccionar toda la noche a temperatura ambiente y al resguardo de
la luz.

La extraccion del material insaponificable se realizd con cinco lavados sucesivos de 50
mL de n-hexano en embudo de separacion y el posterior lavado del pool de fase
organica con fracciones de 100 mL de agua hasta que ésta no dio reaccion colorida con
fenoftaleina.

La solucion lavada se filtr6 con 5 g de sulfato de sodio anhidro y el embudo se lavé con
50 mL de n-hexano.

Se evaporé el disolvente a presion reducida con un rotavapor a 40°C hasta sequedad.
El residuo fue resuspendido en 3 mL de metanol grado HPLC y se hizo pasar a través
de un filtro de 0.45 um de tamafio del poro.

Las vitaminas A (retinol), D3 (colecalciferol) y E (a-tocoferol) se determinaron de manera
simultdnea por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), en Cromatégrafo
Beckman System Gold, detector UV %=325 nm, columna Thermo Scientific Hypersil
ODS (150 x 4.6 mm), fase movil metanol y flujo 1 mL/min (Qian, 1998).

A1.2.3. Determinacion del indice de Peréxidos por micrométodo

Se realizo la extraccion de la fraccion lipidica transfiriendo 50 g del alimento molido en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL y adicionando 50 mL de diclorometano. Se agitod
durante 15 minutos y se recuperd la fase organica por filtraciéon rapida. La extraccion se
repitié cuatro veces mas. Se juntaron los extractos y evaporo el disolvente en rotavapor
a 35°C.



Al extracto lipidico obtenido se le determiné la cantidad de perdxidos pesando 0.5+0.05
g de aceite en matraz Erlenmeyer de 125 mL al que se adicion6é 2.5 mL de una mezcla
de acido acético/cloruro de metileno 3:2 y 0.05 mL de solucion saturada de yoduro de
potasio. La mezcla se dejo reposar en la oscuridad por 60 segundos.

Una vez transcurrido el tiempo, se afiadié 7.5 mL de agua desionizada hervida y fria y
0.1 mL de solucién de almidon.

La solucion colorida en azul se titulo lentamente con tiosulfato de sodio 0.001N valorado
hasta desaparicion total del color.

La cuantificacion se basa en la reaccion del yoduro de potasio con los perdxidos para
liberar yodo, el cual es inmediatamente titulado con tiosulfato de sodio, empleando
almidén como indicador.

El indice de peréxidos se obtiene calculando los miliequivalentes de tiosulfato gastados
en la titulacién/kg de grasa.

IP = mL tiosulfato X Nyazs203 X 1000 / m

Donde m es el peso de la muestra en gramos y Nnazs203 €S la hormalidad del tiosulfato
valorado (Crowe, 2001).

Al1.2.4. Determinacion del indice de Kreis

Se disolvieron 0.05+0.005 g de extracto lipidico en 5 mL de cloruro de metileno y se
afiadieron 10 mL de acido tricloroacético al 30% en acido acético glacial y 1 mL de
fluoroglucinol al 1% en acido acético glacial agitando perfectamente en cada adicion.
Las muestras se incubaron durante 15 minutos en bafio maria a 45°C. Una vez
transcurrido el tiempo, se dejé enfriar y se adicionaron 4 mL de alcohol etilico al 96%.
La absorbancia fue medida a 540 nm frente a blanco de reactivos.

El método implica la formacion de un color rojo cuando el fluoroglucinol reacciona con el
epihidrin aldehido (un isémero del malonaldehido) u otros productos aldehicos de la
oxidacion en medio acido.

El indice de Kreis se reporta como unidades de absorbancia a 540 nm / gramos de

material lipidico (Gray, 1978).



Al1.2.5. Extraccion y cuantificacion de proteina soluble

Se homogeneizaron 10 g de muestra desengrasada hasta que paso por malla 40 y se
agité durante 10 min con 50 mL una solucion de cloruro de sodio 1.0 M a temperatura
ambiente. Terminado este tiempo, se ajusté el pH a 9.5 con hidréxido de sodio 1.0 M
con agitacion continua durante otros 15 min. El volumen obtenido se centrifugd a
15,000 rpm durante 20 min y el sobrendante se afor6 a 50 mL con agua destilada (Ge,
2000).

La cuantificacion de proteina soluble se realizd colocando 1 mL de muestra en un tubo
de ensaye de tamafio adecuado mas 1 mL de reactivo de cobre alcalino (50 mL de una
solucion de carbonato de sodio al 2% en hidroxido de sodio 0.1N) y 1 mL de solucion de
sulfato de cobre pentahidratado al 0.5% en tartrato doble de sodio y potasio al 1%.

La mezcla se agitd y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Una vez transcurrido ese tiempo, se adicionaron 0.5 mL de una dilucion 1:5 de reactivo
de Folin- Ciocalteau (acido fosfomolibdotlngstico), y se dejé reposar la mezcla durante
30 min.

Transcurrido este tiempo, la muestra fue leida en espectrofotometro a 750 nm frente a
blanco de reactivos (Lowry, 1951).

Para conocer la concentracion de proteina soluble en los tubos, se interpolé en curva
patron de albumina con cinco puntos que abarcaron desde 5-100 pg/mL. La muestra
fue diluida 1:100 para evitar que se saliera de los valores obtenidos en la curva.

La técnica se fundamenta en que los iones Cu®*, en medio alcalino, se unen a las
proteinas formando complejos con los &tomos de nitrdgeno de los enlaces peptidicos.
Estos complejos tienen un color azul claro y ademas, provocan el desdoblamiento de la
estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina
gue van a participar en la segunda etapa de la reaccion.

El Cu®** se mantiene en solucién alcalina en forma de su complejo con tartrato.

La reduccion en medio basico del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos fendlicos
de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las proteinas, ocurre gracias a
gue el cobre actiia como catalizador. El reactivo de Folin-Ciocalteau de color amarillo al

ser reducido por los grupos fenolicos da lugar a un complejo de color azul intenso.



Al1.2.6. Digestibilidad in vitro

*Solucion enzimética A: 227,040 unidades BAEE de tripsina pancreética con 1,860
unidades BAEE de a—quimiotripsina y 0.520 unidades L-leucin f-naftilamina de
peptidasa en 10 mL de agua destilada.

*Solucion enziméatica B: 65 unidades caseina de proteasa bacteriana en 10 mL de agua
destilada.

Se coloco la cantidad calculada de muestra homogeneizada con un contenido de 10 mg
de nitrégeno en un vaso con recirculacion de agua y agitacion constante con barra
magneética y se dejé remojar durante una hora. Lo mismo se hizo con una cantidad
apropiada de control de caseina preparado suspendiendo 10 g de caseinato de sodio
en 200 mL de agua y ajustando el a pH de 8 por mas de una hora. El control se
mantuvo almacenado en congelacion.

Una vez que transcurrié el tiempo, la muestra y el control fueron ajustados con ayuda
de un potenciémetro calibrado a pH 8+0.03 con agitacion constante y en bafio a 37°C
por adicién de &cido clorhidrico o hidréxido de sodio segun se requirio.

Alcanzado el pH deseado, se adicion6 a 37°C 1mL de solucion enzimética A ajustada a
pH 8+0.03 a 37°C y colocada después en bafio de hielo. Se dejo en agitacion la mezcla
durante 10 minutos cronometreados. Lo mismo el control y la muestra.

Una vez transcurridos 10 min exactamente, se adicion6 1 mL de solucion enzimética B
tratada de la misma forma que la otra solucién enzimética y se cambi6 el bafio maria a
55°C donde se dej6 en agitacion durante 9 minutos exactamente.

Luego de ese tiempo, se regreso el bafio a 37°C y se permitid que durante un minuto se
estabilizara la temperatura, para luego leer el pH en el minuto 20 de haber colocado la
primer soluciéon enzimatica.

El control de caseina debi6é tener una lectura de pH de 6.42+0.05 para calcular el
porcentaje de digestibilidad como sigue:

% Digestibilidad = 234.84-22.56(X)

Donde X es el pH de la muestra cuando el pH del control es de 6.42+0.05 (AOAC,
1995).

El método se fundamenta en la disminucion del pH en la muestra y el control por la

hidrolisis enzimatica (o digestion) de las proteinas presentes en la muestra.



Al1.2.7. Evaluacion instrumental de color

Para hacer la extraccion de color se trituraron y pesaron 5 g de muestra color amarillo.
Se agregaron 25 mL de éter de petrdleo y se homogeneizaron en Ultra-turrax a 8,000
rpm durante 1-2 minutos.

Se centrifugo la muestra a 10,000 rpm durante 5 minutos, se filtr6 y recuperé la fase
organica. El volumen obtenido se aforé a 25 mL con éter de petroleo.

Al extracto colorido obtenido se le realizé un barrido espectrofotométrico de 200 a 700
nm para identificar los picos de absorcion maxima. Se uso6 un espectrofotdmetro Perkin-

Elmer Lamba UV/Vis con celdas de cuarzo de un centimetro (Yizhong, 2001).

Al1.2.8 Estudio electroforético sistema Tris-tricina-SDS (TSDS-PAGE)
Soluciones utilizadas en la electroforesis:
Solucién acrilamida/bisacrilamida 30% wi/v acrilamida y 2.7% bis-acrilamida
Buffer Tris-HCI/SDS 3 M Tris-HCI, 0.3% SDS
Solucién de glicerol al 80%
Persulfato de amonio al 10% recién preparado
TEMED
Buffer de céatodo, reservorio superior (100 mM Tris-HCI, 100 mM Tricina, 0.1%
SDS)
Buffer de anodo, reservorio inferior (200 mM Tris-HCI, pH=8.9)
En la Tabla Al.1 se encuentran desglosadas las proporciones de cada reactivo con los
gue se prepara cada uno de los geles.

Gel separador Gel concentrador

15% 4%
Acrilamida 3.75mL 486 uL
Buffer Tris-HCI/SDS 2.5mL 0.93 mL
Agua 0.45 mL 2.335 mL
Glicerol 80% 0.79 mL
Persulfato de amonio 4 37.5uL 20 pL
TEMED 8ulL 8 uL

Tabla Al1.1 Gel separador y concentrador para electroforesis sistema Tris-Tricina-SDS (TSDS-PAGE).
Cantidades calculadas para la elaboracién de dos geles SDS-Laemmli Mini gel (10X8 cm).

4 Recién preparado.

Los geles se montaron en la camara MINIPROTEAN Il de Bio-Rad una vez gelificados y

con los pocillos formados. En el reservorio superior se colocé buffer de catodo hasta



inundar los pocillos y en el reservorio inferior se colocé el buffer de anodo hasta un
poco mas de cubrir 1/3 del volumen de la cAmara.

Las mezclas de péptidos empleadas como marcadores fueron los de alto peso
molecular Bio-Rad 161-0303, ultra bajo peso molecular Bio-Rad M3546 y el marcador
de amplio intervalo de peso molecular de SIGMA S8445. Los péptidos que contiene

cada uno de los marcadores son los siguientes:

Peso Alto Ultra bajo Amplio
Proteina molecular intervalo intervalo intervalo
(Da) (161-0303) (M3546) (58445)
Miosina de musculo de conejo 200,000 X X
{3-Galactosidasa de E. coli 116,250 X X
Fosforilasa b de musculo de conejo 97,000 X X
Albumina de suero bovino 66,000 X X
Glutamico deshidrogenasa de higado 55,000 X
bovino
Ovalbdmina de huevo de gallina 45,000 X X
GI[ceraIdeh|do-3-_fosfato deshidrogenasa de 36,000 X
musculo de conejo
Anhidrasa carbonica de eritrocitos bovinos 29,000 X
Triosa fosfato isomerasa 26,600 X
Tripsinogeno de pancreas bovino 24,000 X
Inhibidor de tripsina de frijol de soya 20,000 X
Mioglobina de musculo de conejo 17,000 X
«-Lactoalbumina de leche bovina 14,200 X X
Aprotinina de pulmén bovino 6,500 X X
Insulina cadena B 3,496 X
Bradiquinina 1,060 X

Tabla Al1.2. Relacion de pesos moleculares de los marcadores empleados.

La muestra se prepardé mezclando 20 uL de extracto de proteina soluble (que contiene
10 mg/mL de proteina) con 5 uL de buffer de tratamiento 4X (0.4g de SDS, 5 mL de
glicerol, 2.5 mL de buffer Tris-HC| 0.5M pH 6.8, 400 uL de azul de bromofenol al 0.5%
en etanol, se lleva a 9 mL con agua y se separa en alicuotas de 900 puL, a las que se
afaden 100 puL de B-mercaptoetanol al momento antes de usarse). Esta mezcla se
calentdé a ebullicibn durante 5 minutos para permitir que el B-mercaptoetanol actuara

reduciendo los enlaces disulfuro.

Los geles se cargaron con los 25 uL de mezcla muestra/buffer de tratamiento 4X o con
5 uL de marcador. Los marcadores que ya contenian buffer como el de amplio intervalo
no requirieron la adicion de buffer de tratamiento, a los otros dos marcadores se les

adiciono de 1 pL de buffer de tratamiento 4X por cada 5 pL de marcador.



Se corrio la electroforesis a una intensidad constante de 100 V hasta que se observo la

salida del frente colorido en el caso de los geles cargados con marcadores de amplio y

alto peso molecular y hasta que el frente recorrio ¥ de la distancia del gel para aquel

con marcador de ultra bajo peso molecular (Schagger, 1987).

Los geles de tiempo cero se desmontaron y se tifieron por la técnica de tincién con

plata siguiendo las instrucciones del kit PlusOne DNA Silver Staining (Amersham

Biosciences, 2002), pasos que a continuacion se enumeran:

1.

Fijacion. Se midieron 100 mL de etanol absoluto y se mezclaron con 25 mL de
acido acético glacial mas 125 mL de agua destilada. Los geles se dejaron en
esta solucién en agitacion suave durante 30 minutos.

Sensibilizacion. Se mezclaron 75 mL de etanol absoluto, 10 mL de tiosulfato de
sodio al 5% wl/v, 17 g de acetato de sodio y se llevé a un volumen de 250 mL con
agua. Al momento se afiadieron 1.25 mL de glutaraldehido al 25% w/v. Se
desechd la solucion de fijacién y se dejo los geles en solucién de sensibilizacién
durante otros 30 minutos.

Al término de este tiempo se realizaron tres lavados con agua destilada de cinco

minutos cada uno.

Reaccion con plata. A 250 mL de una solucion al 0.25% w/v de nitrato de plata
se le afiadio en el momento 0.1 mL de formaldehido al 37% w/v y se colocaron
los geles en esta solucién durante 20 minutos. Al término de este tiempo los
geles fueron lavados dos veces durante un minuto cada lavado.

Desarrollo. Se pesaron 6.25 g de carbonato de sodio y se disolvieron en 250 mL
de agua destilada. Al momento se adicion6 a la solucibn 0.05 mL de
formaldehido al 37 % w/v. Los geles se sumergieron en esta solucién hasta que
se observaron bandas bien definidas color café, la reaccion debi6 ser cuidada de
cerca para evitar una tincion excesiva.

Para detener. Una vez que el gel alcanzo la tincion deseada, la solucion de
desarrollo fue desechada y los geles suspendidos en una solucion que contenia

3.65 g de EDTA-Na#2H,0O en 250 mL de agua destilada durante 10 minutos.



Transcurrido este tiempo los geles se lavaron con agua destilada tres veces
durante cinco minutos cada lavado.
6. Para preservar. Se colocaron lo geles en una solucion de glicerol al 8.7 %
durante 20 minutos (Amersham Biosciences).
Los geles de tiempo final se desmontaron y se dejaron tifiendo toda la noche con una
solucion de Coomasie al 0.025% con 40% de metanol y 1% de acido acético glacial en
agua. Al dia siguiente los geles fueron destefiidos con una solucién 10% de metanol y
10% de &cido acético glacial en agua hasta que se observaron bandas claras
(Schagger, 1987).

Por dltimo se determiné el peso molecular de las bandas utilizando el densitémetro
modelo GS 700 Bio-Rad y el programa de computadora Quantity-One.



Anexo 2

Resultados globales

A2.1. Formulacién de alimento para perro adulto. Monitoreo a 45°C

Vitaminas hidrosolubles Vitaminas liposolubles
Tiempo IK Prosol |Digestibilidad
(semanas)  (MEa/kg) (abs/g) ) ) Tiamina | Piridoxina |Riboflavina Retinol Colecalciferol a-tocoferol
(mg/100g) | (Mg/100g) | (Mg/100g) (ug/100g) (ug/100g) (mg/100g)  Repeticién

0 0.53 0.19 2.65 4306.76 307.63 14.47
0 0.68 0.25 2.70 2.37 4101.85 335.01 13.14
0 0.53 0.30 2.70 2.39 3535.51 330.07 13.95

Prom| 0.58+0.07  0.25+0.04 2.68+0.02 80.20 2.38+0.01 8.05 0.79 3964.40+360.49 329.56+11.91 13.90+0.54
1 1.41 0.23 2.02 3452.28 281.75 14.08
1 0.88 0.23 2.03 3325.42 268.69 13.99
1 1.01 0.17 2.00 3302.44 279.96 13.16

Prom| 1.10+0.22 0.21+0.02 2.01+0.01 79.53 1.67 5.45 0.72 3360.04+65.89 276.80+5.78 13.74+0.41
2 2.27 0.22 1.94 2834.63 231.46 12.35
2 1.95 0.40 1.79 2808.73 176.23 12.68
2 2.44 0.16 1.84 2706.30 200.67 12.63

Prom| 2.22+0.20 0.26+0.10 1.86+0.06 81.78 1.16 4.51 0.68 2783.22+55.40 202.78+22.59 12.55+0.14
3 3.04 0.44 1.65 2627.28 142.96 11.74
3 2.85 0.42 1.48 2539.98 155.74 11.64
3 2.66 0.49 1.59 2548.76 160.15 11.56

Prom| 2.85+0.15 0.45+0.03 1.59+0.08 78.62 0.72 3.17 0.63 2557.28+46.32 152.95+7.28 11.65+0.09
4 4.65 0.71 1.49 2427.80 95.27 11.46
4 4.43 0.78 1.47 2479.73 97.49 11.36
4 4.63 0.82 1.47 2463.16 98.57 11.26

Prom| 4.57+0.10 0.77+0.04 1.48+0.01 74.56 0.54 2.98 0.60 2456.89+21.65 97.11+0.61 11.36+0.08
5 3.98 0.81 1.37 2229.86 76.05 11.14 6.00
5 4.05 0.84 1.31 0.48 2.74 0.57 2121.81 74.03 11.26 5.91
5 4.00 0.87 1.24 0.53 2.66 0.59 2352.66 72.76 10.83 6.03

Prom| 4.01+0.03 0.84+0.02 1.31+0.05 80.43 0.50+0.04 2.70+0.04 0.57+0.02 2234.78+115.50 74.28+1.35 11.07+0.18 5.98+-0.07
6 4.74 0.96 1.35 2014.73 54.75 11.00
6 5.48 0.88 1.39 0.45 2.29 0.49 2010.74 54.99 10.86
6 6.83 1.28 1.26 0.48 2.04 0.61 1968.60 53.28 10.91




Prom| 5.68+0.90 1.04+0.21 1.33+0.05 82.01 0.46+0.02 2.16+0.18 0.55+0.08 1998.02+25.56 54.34+0.93 10.92+0.05
7 6.52 1.36 1.31 2004.09 49.56 10.39
7 7.21 1.22 1.26 0.28 0.00 0.53 1969.68 50.58 10.45
7 6.98 1.37 1.28 0.29 0.00 0.52 1996.34 50.91 10.51
Prom| 6.90+0.35 1.32+0.08 1.28+0.02 82.91 0.28+0.01 0.00+0.00 0.53+0.01 1990.04+18.05 50.35+0.71 10.45+0.04
9 10.20 1.31 1.16 1843.80 45.28 10.01
9 10.08 1.33 1.22 0.23 0.00 0.49 1835.80 47.17 9.98
9 9.68 1.40 1.22 0.24 0.00 0.47 1845.36 43.41 10.22
Prom| 9.99+0.27 1.35+0.05 1.21+0.03 79.30 0.23+0.01 0.00+0.00 0.48+0.01  1841.65+5.13 45.28+1.53 10.07+-0.13
10 16.96 1.43 1725.52 44.37 9.40
10 17.10 141 0.23 0.00 0.46 1646.16 31.40 9.53
10 18.30 1.49 0.20 0.00 0.50 1821.99 56.68 9.31
Prom| 17.45+0.70 1.45+0.04 79.53 0.21+0.02 0.00+0.00 0.48+0.02 1737.89+67.72 43.48+9.91 9.41+0.09
13 35.41 2.76 1.16 1717.07 29.71 8.28
13 35.12 2.75 1.18 0.17 0.00 0.47 1641.33 33.63 8.26
13 34.29 2.79 1.22 0.18 0.00 0.45 1601.73 53.66 8.36
Prom|34.94+0.58 2.77+0.02 1.19+0.03 0.18+0.01 0.00+0.00 0.46+0.01 1653.37+47.87 39.00+-12.84 8.30+0.05
14 38.50 2.94 1.23 1537.18 37.14 7.73
14 42.76 3.13 1.14 0.17 0.87 0.50 1565.86 28.05 7.67
14 45.49 3.15 1.17 0.14 0.96 0.39 1542.75 36.10 7.80
Prom| 42.25+#3.52 3.07+0.12 1.17+0.05 74.11 0.15+0.02 0.90+0.4 0.45+0.08 1548.59+12.41 33.76+-4.97 7.73+0.05
15 57.03 3.45 1.14 1533.89 32.91 7.51
15 53.16 3.99 1.06 0.10 0.00 0.46 1481.07 26.02 7.13
15 53.71 4.01 1.10 0.10 0.00 0.43 1466.52 35.35 7.65
Prom|54.63+2.09 3.81+0.32 1.10+0.03 74.11 0.10+0.00 0.00+0.00 0.44+0.02 1493.82+28.94 31.43+-4.84 7.43+0.27
16| 47.91 411 0.92 1413.84 29.25 7.23
16 45.57 4.18 0.95 0.06 0.00 0.44 1320.74 27.98 7.14
16 48.99 4.12 0.92 0.09 0.00 0.43 1341.37 30.84 7.29
Prom| 47.49+1.75 4.14+0.04 0.93+0.01 76.82 0.07+0.02 0.00+0.00 0.44+0.01 1358.65+48.90 29.36+-1.43 7.22+0.08




A2.2. Formulacion de alimento para perro adulto. Monitoreo a 22°C

Vitaminas hidrosolubles Vitaminas liposolubles
Tiempo P IK Prosol Digestibilidad . L . ) . )

(semanas)| (MEQ/Kg) (abs/g) (%) (%) Tiamina Piridoxina | Riboflavina Retinol Colecalciferol a-tocoferol
(mg/100g) (mg/100g) | (mg/100g9) (ug/100g) (ug/100g9) (mg/100g)

0 0.53 0.19 2.65 4306.76 307.63 14.47

0 0.68 0.25 2.70 2.37 4301.85 335.01 13.14

0 0.53 0.30 2.70 2.39 3535.51 330.07 13.95
Prom| 0.58+0.07 0.25+0.04 2.68+0.02 80.20 2.38+0.013 8.05 0.79 3964.40+360.49 329.56+11.91 13.90+0.54

2 0.62 0.35 0.86 2982.77 240.72 13.81

2 0.82 0.28 0.74 2913.24 256.90 13.78

2 0.81 0.32 0.98 2953.62 213.95 13.72
Prom| 0.75+0.09 0.32+0.03  0.86+0.09 78.62 1.77 5.08 0.71 2949.87+28.55 237.19+17.71 13.77+0.05

4 1.28 0.57 1.70 2645.41 146.44 12.50

4 0.85 0.44 1.65 2613.37 149.71 12.31

4 1.03 0.55 1.59 2641.50 147.97 12.40
Prom| 1.05+0.18 0.52+0.06 1.66+0.04 79.75 0.95 3.92 0.68 2633.43+£19.89 148.04+1.33 12.40+0.09

6 2.28 0.74 1.55 2516.23 125.89 11.42

6 1.71 0.76 1.53 0.62 4.37 0.63 2303.03 124.82 11.29

6 1.97 0.62 1.53 0.59 4.84 0.63 2392.91 129.33 11.27
Prom| 1.99+0.23 0.70+0.07 1.54+0.01 79.98 0.60+0.02 4.61+0.33  0.63+0.00 2404.05+87.39 126.68+2.35 11.33+0.08

7 231 0.98 1.49 2214.36 118.62 11.14

7 2.24 0.93 1.53 0.51 2.92 0.49 2185.07 114.53 10.92

7 2.06 1.05 1.44 0.55 2.78 0.50 2266.86 116.18 11.34
Prom| 2.20+0.13  0.99+0.06  1.49+0.04 80.43 0.53+0.033 2.86+0.07 0.60+0.01 2222.09+41.44 116.44+1.68 11.13+0.17

9 3.15 1.15 1.40 2000.21 74.02 11.14

9 3.75 1.28 1.40 0.33 2.21 0.55 1967.55 90.57 10.19

9 3.66 1.36 1.43 0.27 2.19 0.57 1992.07 100.66 10.79
Prom| 3.52+0.32 1.26+0.11 1.41+0.01 79.53 0.30+0.045 2.20+0.01  0.55+0.02 1993.27+18.49 88.41+10.98 10.70+0.39

13 7.25 1.41 1.35 1911.84 54.01 10.23

13 6.14 1.27 1.36 0.27 1.67 0.52 1982.74 73.32 10.09

13 6.31 1.36 1.36 0.26 1.69 0.47 1944.87 59.23 10.38
Prom| 6.57+0.6 1.35+0.07 1.36+0.01 0.27+5E-3 1.68+0.01 0.50+0.04 1946.48+28.96 62.19+9.99 10.23+0.11

15 7.91 1.58 1.30 1979.86 59.49 9.30




15 6.88 155 1.35 0.23 151 0.47 1951.17 60.27 9.40
15 7.87 151 1.34 0.23 1.40 0.49 1856.34 56.35 9.91
Prom| 7.55+0.59 1.54+0.04  1.32+0.02 73.89 0.23+0.00 1.46+0.08  0.48+0.01 1929.12+64.65 58.70+1.69 9.53+0.26
A2.3 Formulacion de alimento para perro adulto. Monitoreo a 5°C.
_ Digestibilida Vitaminas hidrosolubles Vitaminas liposolubles
Tiempo IP IK Prosol d . o . . . .
(semanas) | (MEg/Kg) (abs/g) (%) Tiamina Piridoxina Riboflavina Retinol Colecalciferol a-tocoferol
(%) (mg/100g) | (mg/100g) (mg/100g) (ug/100g) (ug/100g) (mg/100g)
0 0.53 0.19 2.65 4306.76 307.63 14.47
0 0.68 0.25 2.70 2.37 4301.85 335.01 13.14
0 0.53 0.30 2.70 2.39 3535.51 330.07 13.95
Prom| 0.58+0.07 0.25+0.04  2.68+0.02 80.20 2.38+0.01 8.05 0.79 3964.40+360.49 329.56+11.91 13.90+0.54
3 0.20 0.36 1.90 3168.14 274.57 13.69
3 0.21 0.32 1.96 3024.13 221.19 13.86
3 0.20 0.34 1.92 3047.08 253.18 13.47
Prom| 0.20+0.00  0.34+0.02  1.92+0.03 76.37 1.88 5.82 0.76 3079.78+73.17 249.64+21.93 13.67+0.15
7 1.01 0.53 1.77 2788.70 142.52 15.06
7 0.90 0.60 1.81 1.16 3.52 0.72 2708.33 176.00 14.73
7 0.99 0.62 1.78 0.48 3.27 0.71 2681.99 112.17 14.99
Prom| 0.97+0.06 0.58+0.04 1.79+0.02 80.20 0.82+0.50 3.39+0.18 0.72+0.01 2726.27+45.41 143.56+26.06 12.93+0.17
10 1.58 0.61 1.63 2652.47 112.17 11.77
10 1.64 0.63 1.75 2639.32 100.90 11.78
10| 1.65 0.62 1.63 2665.21 99.28 11.72
Prom| 1.62+0.04 0.62+0.01 1.67+0.06 79.75 2652.33+£10.56 104.12+7.02 11.76+0.03
12
12 0.50 3.23 0.58
12 0.50 3.16 0.60
Prom 0.50+0.00 3.20+0.04 0.59+0.02
13 3.06 0.76 1.49 2543.14 82.30 12.30
13 3.08 0.77 1.58 2335.92 101.22 11.25
13 3.25 0.75 1.62 2471.14 83.82 10.76
Prom| 3.13+0.11 0.76+0.01  1.56+0.05 2450.07+105.21 89.11+10.51 11.43+0.64




16 1.79 0.79 1.46 2359.68 92.00 9.16
16 1.89 0.73 1.34 0.26 3.06 0.59 2303.18 83.36 11.47
16 1.95 0.86 1.58 0.28 3.17 0.56 2324.04 65.16 10.68
Prom| 1.88+0.08 0.80+0.06 1.46%0.10 73.44 0.27+0.02 3.12+0.07 0.58+0.02 2328.97+£28.57 80.17+£13.70 10.43+£0.95
A2.4 Formulacion de alimento para cachorro. Monitoreo a 45°C.
Tiempo IP IK Prosol Digesctjibilida Vitaminas hidrosolubles Vitaminas liposolubles
(semanas)| (mEq/Kg) (abs/g) (%) (%) Tiamina Piridoxina Riboflavina Retinol Colecalciferol a-tocoferol
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100q) (ug/100g9) (ug/100g) (mg/100g)
0 0.00 0.18 2.89 4103.92 309.74 10.59
0 0.00 0.12 2.94 4355.01 338.19 11.96
0 0.00 0.00 2.90 4169.01 293.74 11.22
Prom| 0.00+0.00 0.10+£0.07 2.91+0.02 79.08 3.29 7.55 0.80 4221.66+106.4 315.86+18.4 11.43+0.55
1 0.32 0.11 0.87 3488.42 281.75 10.58
1 0.44 0.06 0.91 3412.10 268.69 10.60
1 0.43 0.08 0.89 3366.52 279.96 10.53
Prom| 0.40+0.05 0.08+0.01 0.89+0.02 80.66 1.76 6.15 0.69 3422.35+61.59 276.80+5.78 10.57+0.04
2 1.03 0.15 2.24 3151.87 221.46 10.20
2 1.06 0.30 2.21 3067.56 180.23 9.52
2 1.09 0.20 2.27 3155.47 200.67 9.66
Prom| 1.06+0.02 0.13+0.10 2.25+0.02 83.81 1.09 4.69 0.64 3124.97+49.75 200.78+16.8 9.80+0.36
3 1.81 0.31 2.02 2853.55 162.96 9.87
3 1.52 0.23 1.93 2735.83 185.74 9.48
3 1.58 0.27 1.99 2836.54 170.15 9.48
Prom| 1.64+0.12 0.27+0.03 1.98+0.04 76.59 0.75 3.94 0.61 2808.64+63.63 172.95+16.1 9.61+0.23
4 2.62 0.55 1.93 977.62 155.27 9.31
4 2.73 0.55 191 942.38 177.49 9.35
4 2.43 0.54 1.94 1018.06 168.57 9.18
Prom| 2.59+0.12 0.55+0.01 1.93+0.01 77.95 0.48 3.67 0.60 979.35+37.87 167.11+9.12 9.28+0.07
5 3.32 0.58 1.72 31080.51 126.05 7.82
5 3.14 0.58 1.79 2.94 0.57 2493.06 130.03 8.89




5 3.06 0.72 1.74 2.96 0.58 2413.34 122.76 9.62
Prom| 3.17+0.11 0.63+0.06  1.75+0.03 79.75 0.55 2.95+0.02 0.58+0.02 2695.65+421.8 126.28+2.97 8.77+0.73
6 3.40 0.77 1.66 1282.25 125.93 8.73
6 3.25 0.75 171 0.38 2.45 0.56 1301.58 116.96 8.21
6 3.28 0.74 1.69 0.37 2.43 0.55 1292.50 115.00 8.62
Prom| 3.31+0.08 0.75+0.02  1.68+0.02 85.39 0.37+0.01 2.44+0.01 0.56+0.01 1292.11+9.67 119.30+5.83 8.52+0.22
7 4.53 0.75 1.72 1046.59 85.10 8.62
7 4.53 0.89 1.69 0.36 1.69 0.54 1030.89 83.99 8.46
7 4.30 0.81 1.67 0.39 1.77 0.52 1086.15 85.11 8.36
Prom| 4.45+0.13 0.82+0.07  1.69+0.03 80.88 0.37+0.02 1.75+0.09 0.53+0.02 1054.54+23.25 84.73+0.64 8.48+0.10
9 8.60 0.93 1.61 971.95 76.93 8.50
9 8.86 0.93 1.52 0.34 0.00 0.51 936.30 70.61 8.27
9 8.58 0.91 1.58 0.32 0.00 0.52 971.99 74.42 8.41
Prom| 8.86+0.15 0.92+0.01  1.57+0.04 80.43 0.33+0.01 0.00+0.00 0.52+0.01 960.08+20.59 73.99+3.18 8.39+0.12
10 10.82 0.99 2.05 970.78 63.74 8.14
10 10.76 0.94 2.03 0.29 0.00 0.51 936.57 50.06 7.90
10 11.19 0.93 2.12 0.32 0.00 0.51 903.74 71.69 8.73
Prom| 10.92+0.23 0.95+0.03  2.07+0.05 83.81 0.31+0.02 0.00+0.00 0.51+0.00 937.03+33.52 61.83+£10.94 8.26+0.42
13| 34.42 2.38 1.43 928.40 57.83 7.48
13| 34.50 2.50 1.46 0.23 0.00 0.46 948.56 55.50 7.10
13| 3457 2.53 1.46 0.23 0.00 0.48 935.21 42.41 7.70
Prom| 34.50+0.07 2.47+0.08  1.45+0.01 0.23+0.00 0.00+0.00 0.47+0.02 937.39+8.37 51.88+6.77 7.42+0.24
14 37.54 2.62 1.42 933.76 51.61 7.11
14 37.90 2.54 1.33 0.22 0.00 0.44 873.27 47.46 7.11
14 40.55 2.50 1.20 0.15 0.00 0.44 970.28 46.53 7.02
Prom| 38.66+1.64 2.55+0.06 1.33+0.09 73.44 0.19+0.05 0.00+0.00 0.44+0.00 925.77+48.99 48.53+2.20 7.08+0.04
15| 42.28 2.63 1.27 913.00 41.94 6.87
15| 37.69 2.57 1.29 0.19 0.00 0.41 936.73 35.51 6.60
15| 37.80 2.64 1.27 0.17 0.00 0.42 877.16 37.95 6.52
Prom| 39.26+1.62 2.61+0.04 1.28+9E-3 76.14 0.18+0.01 0.00+0.00 0.41+0.00 908.96+29.99 38.46+2.65 6.66+0.18
16/ 38.93 2.89 1.27 733.35 32.24 6.19
16| 37.81 2.65 1.25 0.14 0.00 0.40 727.87 33.17 6.23
16| 36.25 2.78 1.19 0.18 0.00 0.42 712.31 29.22 6.22
Prom| 37.67+1.34 2.77+0.12  1.24+0.03 77.05 0.16+0.02 0.00+0.00 0.41+0.01 724.51+10.92 31.54+2.06 6.21+0.02




A2.5 Formulacion de alimento para cachorro. Monitoreo a 22°C.

Vitaminas hidrosolubles

Vitaminas liposolubles

Tiempo IP IK Prosol Digestibilidad . . - ) ) .

(semanas)| (MEg/Kg) (abs/g) (%) (%) Tiamina Piridoxina | Riboflavina Retinol Colecalciferol a-tocoferol
(mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) (ug/100g) (ug/100g9) (mg/100g)

0 0.00 0.18 2.89 4103.92 309.74 10.59

0 0.00 0.12 2.94 4355.01 338.19 11.96

0 0.00 0.00 2.90 4169.01 293.74 11.22
Prom| 0.00+0.00 0.10£0.07 2.91+0.02 79.08 3.29 7.55 0.80 4221.66+106.4 315.86+18.4 11.43+0.55

2 0.11 0.49 2.37 3669.99 239.72 10.72

2 0.10 0.33 2.39 3794.58 206.90 10.75

2 0.10 0.25 2.30 3795.17 203.95 10.55
Prom| 0.10+0.01 0.36+0.09 2.34+0.04 79.30 1.83 5.55 0.74 3753.25+72.10 216.86+19.85 10.68+0.11

4 0.54 0.37 2.02 3049.05 181.89 9.98

4 0.42 0.38 2.02 3063.86 203.86 10.03

4 0.43 0.42 1.98 3031.41 154.82 10.01
Prom| 0.46+0.05 0.3940.02 2.01+0.02 79.30 1.18 4.78 0.67 3048.11+16.24  180.18+20.06 10.00+0.02

6 1.16 0.67 1.80 2262.99 172.96 9.76

6 1.63 0.66 1.82 0.64 2.88 0.63 2214.69 149.97 9.76

6 1.45 0.50 1.82 0.67 3.29 0.62 2262.64 158.89 9.71
Prom| 1.41+0.19 0.61+0.09 1.81+0.01 81.78 0.65+0.02 3.09+0.30 0.63+0.02 2246.77+27.78 161.61+11.59 9.74+0.03

7 1.90 0.77 1.80 2070.20 144.99 12.26

7 1.86 0.82 1.77 0.51 2.68 0.60 2065.93 149.68 12.10

7 1.97 0.92 1.67 0.51 2.53 0.62 2065.96 150.71 12.04
Prom| 1.91+0.06 0.83+0.08 1.75+0.06 83.14 0.51+0.00 2.61+0.10 0.61+0.01 2067.37+2.46 148.46+3.05 12.13+0.11

9 3.20 0.88 1.67 1990.04 82.68 9.43

9 3.10 0.90 1.75 0.43 2.39 0.57 2002.03 84.26 8.73

9 3.20 0.86 1.72 0.47 2.23 0.56 2019.70 83.22 9.14
Prom| 3.17+0.06 0.88+0.02 1.70+0.04 80.20 0.45+0.02 2.31+0.12 0.56+0.00 2003.92+27.62 83.89+0.80 9.10+0.28

13 4.47 0.87 1.58 940.07 66.54 8.23

13 4.85 0.99 1.68 0.28 1.67 0.52 970.65 68.39 8.39

13 4.00 0.92 1.63 0.32 1.81 0.53 924.95 79.11 8.11
Prom| 4.44+0.40 0.93+0.06 1.64+0.04 0.31+0.01 1.74+0.10 0.53+0.01  945.22+23.28 71.34+5.54 8.24+0.14

15 4.96 1.31 1.51 1218.81 85.37 8.08




15 5.92 1.44 1.53 0.23 1.51 0.51 1249.94 74.98 7.82
15 5.94 1.40 1.53 0.24 1.49 0.50 1231.13 52.76 7.39
Prom| 5.61+0.56 1.38+0.07 1.53+0.01 75.02 0.24+0.05 1.504+0.02 0.50+0.00 1233.29+12.80 71.03+13.60 7.7610.35
A2.6 Formulacién de alimento para cachorro. Monitoreo a 5°C.
Vitaminas hidrosolubles Vitaminas liposolubles
Tiempo IP IK Prosol Digestibilidad — — - - - - -
(semanas) | (MEg/Kg) (abslg) (%) (%) Tiamina Piridoxina | Riboflavina Retinol Colecalciferol a-tocoferol
(mg/100g) | (mg/100g9) (mg/100g) (ug/100g) (ug/100g) (mg/100g)
0 0.00 0.18 2.89 4103.92 309.74 10.59
0 0.00 0.12 2.94 4355.01 338.19 11.96
0 0.00 0.00 2.90 4169.01 293.74 11.22
Prom| 0.00+0.00 0.10£0.07 2.91+0.02 79.08 3.29 7.55 0.80 4221.66+£106.4 | 315.86+18.4 11.43+0.55
3 0.10 0.29 2.58 3952.23 275.09 10.67
3 0.11 0.31 2.67 4100.10 320.99 10.77
3 0.10 0.29 2.48 3606.75 285.83 10.69
Prom| 0.10+4E-3  0.30+0.01 2.53+0.04 76.59 191 6.30 0.78 3886.36+206.7  293.97+19.60 10.71+0.05
7 0.58 0.35 2.27 2940.02 174.06 10.83
7 0.39 0.42 2.26 1.01 4.77 0.73 2915.19 190.49 10.12
7 0.48 0.41 2.23 1.06 4.43 0.67 2885.29 177.45 10.65
Prom| 0.48+0.09 0.39+0.04 2.25+0.02 82.69 1.03+0.04 4.60+£0.24 0.70+0.03 2946.83+29.02 180.66+1.54 10.48+53
10 0.59 0.44 2.12 2573.43 125.59 10.71
10| 0.60 0.51 2.10 2522.95 119.34 10.25
10 0.67 0.39 2.03 2544.79 103.93 10.35
Prom| 0.62+0.04 0.44+0.06 2.08+0.05 80.20 2547.06+£25.32 116.28+9.10 10.43+0.19
12
12 0.67 4.10 0.64
12 0.68 4.69 0.63
Prom 0.68+0.01  4.40+0.30 0.63+0.00
13 1.40 0.53 1.75 1996.86 101.26 9.47
13 1.22 0.46 1.76 1982.64 108.77 9.27
13 1.47 0.48 1.75 1941.47 104.39 9.46
Prom| 1.36%0.13 0.49+0.04 1.75+4E-3 1986.43+26.99 104.80+3.08 9.40+0.11
16 0.98 0.56 1.68 1863.53 91.68 9.26




16 0.89 0.56 1.62 0.28 4.33 0.64 1845.86 115.17 8.91
16 1.09 0.56 1.64 0.35 4.18 0.59 1829.67 88.63 8.64
Prom| 0.99+0.10 0.56+9E-4 1.65+0.02 74.11 0.32+0.04  4.26+0.11 0.61+0.03 1846.35+16.93 98.49+14.52 8.94+0.31




Anexo 3. Analisis estadistico por pruebat de Student

Se busca determinar la significancia estadistica entre los valores obtenidos para las
constantes de rapidez a diferentes temperaturas (5, 22 y 45 °C) para cada presentacion
(Alimento para Cachorro —Jr—y Alimento para Adulto —Sr-), asi como para cada uno de
los parametros de calidad estudiados en el orden que se describe a continuacion en la
Tabla A3.1:

Parametro Presen- | Tempe- | /., iopje | Presen- | Tempe- |\ oble
tacion ratura tacion ratura
5°C | B1_Jr 05 5 B1_Sr 05
Vitamina B1 5
(Tiamina) Cachorro | 22°C | B1 Jr 22 | Adulto 22 B1_Sr 22
45'C | B1 Jr 45 45 | B1.Sr 45
5°C | B2_Jr 05 5 B2_Sr_05
VitaminaB2 | oo | 22°c | B2 ar 22 | Adulto 22 | B2 sSr 22
(Riboflavina)
45°C | B2 Jr 45 45 | B2_Sr 45
5°C | B6_Jr 05 5 B6_Sr_05
Vitamina B6 °
(Piridoxina) Cachorro | 22 °C B6_Jr_22 | Adulto 22 B6_Sr_22
45"C | B6_Jr 45 45 | B6_Sr 45
5°C | IK_Jr 05 5 IK_Sr_05
'”‘}i'rc:isde Cachorro | 22°C | IK Jr 22 | Adulto 22 | IK sr 22
45°C | IK Jr_45 45 IK_Sr_45
5°C | PO_Jr 05 5 PO_Sr 05
indice de o
Peroxidos Cachorro | 22°C | PO_Jr_22 | Adulto 22 PO_Sr_22
45"C | PO _Jr 45 45 | PO_Sr 45
5°C | PS_Jr 05 5 PS_Sr 05
Proteina Cachorro | 22°C | PS Jr 22 | Adulto 22 |Ps_sr 22
Soluble - = - =
45°C | PS_Jr_45 45 | PS_Sr 45
5°C | VA Jr 05 5 VA_Sr_05
Vitamina A o
(Retinol) Cachorro | 22°C | VA Jr 22| Adulto 22 | VA_Sr 22
45"C | VA Jr 45 45 | VA_Sr 45
5°C | VD_Jr 05 5 VD_Sr_05
(c\é:teélcn;m?e?ol) Cachorro | 22°C | vD_Jdr 22| Adulto 22 |vD_sr 22
45°C | VD _Jr 45 45 | VD_Sr 45
5°C | VE_Jr 05 5 VE_Sr_05
vitamina B | oo ohorro | 22°c | VE_Jr 22 | Adulto 22 |VE Sr22
(a-Tocoferol)
45"C | VE_Jr_45 45 | VE_Sr 45

Tabla A3.1. Variables a comparar por prueba t de Student.

Con ello, sera posible establecer si los cambios en los parametros de calidad son una

funcién de la temperatura de almacenamiento.



A3.1 Metodologia

Las constantes de rapidez obtenidas, fueron usadas para estimar el log natural de la
relacion (Ci/Co) para un periodo igual al del estudio -16 semanas-. Con ello se
reproducen los patrones de variacion de los parametros de calidad durante el tiempo de
almacenamiento para las diferentes temperaturas.

Obtenidos los patrones de comportamiento estimados, se procedié a realizar un
Andlisis de Varianza en un sentido (ANOVA One Way') para completar con una prueba
Tukey modificada®.

El proposito de realizar el "ANOVA One Way", es determinar si los patrones de tres
diferentes grupos (5, 22 y 45 °C) tienen una media comun. Es decir, establecer si los
grupos son realmente diferentes para el parametro de calidad considerado®.

El "ANOVA One Way" es un caso especial simple del modelo lineal, y su forma queda

representada por:

V=& +

v v

Donde:

Y;; es una matriz de observaciones (16) en la que cada columna representa un grupo
diferente (5, 22y 45 °C).

f¥ es una matriz cuyas columnas son las medias del grupo (la notacion "punto j"
significa que i« aplica a todas las hileras de la columna j. Es decir, que el valor ¥ es
el mismo para toda i).

# s una matriz de las perturbaciones aleatorias.

' Rutina "anoval.m" de Matlab R2008a.

% Rutina "multcompare" de Matlab R2008a.

3 Es comun, en los reportes de investigacion, que la determinacién de si existe o no diferencia entre las
medias no sea suficiente para el proceso de andlisis de resultados y, por tanto, sea necesario identificar
cual es la significancia entre pares de medias. Ello lleva a realizar pruebas "t" para cada par de medias, lo
que deriva en un proceso laborioso. Por ello han sido desarrollados diferentes métodos de comparacion
multiple que permiten en un solo proceso obtener el comparativo para los diferentes pares posibles de
entre los grupos estudiados. En una prueba "t", se calcula el estadistico "t" y se compara con un valor
critico. El valor critico se selecciona tal que cuando las medias son realmente las mismas (cualquier
diferencia aparente estd determinada por la probabilidad aleatoria), la probabilidad del estadistico "t"
exceda el valor critico es muy pequefia, por ejemplo 5%. Cuando las medias son diferentes, la
probabilidad de que el estadistico exceda el valor critico, es grande. (Ref: Statistics Toolbox™ 6, "User’s
Guide", Matlab).



El modelo asume que las columnas de y son una constante mas una perturbacion
aleatoria. Asi, lo que se quiere conocer es si todas las constantes son las mismas.
La ejemplificacion del procedimiento, se hace con el patron de comportamiento

estimado para Proteina Soluble, cuya estimacion se presenta en la Tabla A3.2:

Proteina Soluble : [Ln (Ci/ Co0) Jestimada

Semana Alimento para Cachorro Alimento para Adulto
PS_Jr_05 PS_Jr_22 PS_Jr_45 PS_Sr_05 PS_Sr_22 PS_Sr_45
1 -0.0469 -0.1927 -0.2419 -0.1561 -0.2508 -0.3549
2 -0.0824 -0.2298 -0.2849 -0.1892 -0.2911 -0.4000
3 -0.1179 -0.2669 -0.3279 -0.2223 -0.3314 -0.4451
4 -0.1534 -0.3040 -0.3709 -0.2554 -0.3717 -0.4902
5 -0.1889 -0.3411 -0.4139 -0.2885 -0.4120 -0.5353
6 -0.2244 -0.3782 -0.4569 -0.3216 -0.4523 -0.5804
7 -0.2599 -0.4153 -0.4999 -0.3547 -0.4926 -0.6255
8 -0.2954 -0.4524 -0.5429 -0.3878 -0.5329 -0.6706
9 -0.3309 -0.4895 -0.5859 -0.4209 -0.5732 -0.7157
10 -0.3664 -0.5266 -0.6289 -0.4540 -0.6135 -0.7608
11 -0.4019 -0.5637 -0.6719 -0.4871 -0.6538 -0.8059
12 -0.4374 -0.6008 -0.7149 -0.5202 -0.6941 -0.8510
13 -0.4729 -0.6379 -0.7579 -0.5533 -0.7344 -0.8961
14 -0.5084 -0.6750 -0.8009 -0.5864 -0.7747 -0.9412
15 -0.5439 -0.7121 -0.8439 -0.6195 -0.8150 -0.9863
16 -0.5794 -0.7492 -0.8869 -0.6526 -0.8553 -1.0314

Tabla A3.2. Valores de logaritmo natural de la concentracion entre la concentracion inicial calculados a partir de los
datos globales contenidos en el Anexo 2 para ambas formulaciones y a las tres temperaturas de trabajo.

Los resultados obtenidos para el "ANOVA One Way" de los grupos correspondientes al
Alimento para Cachorro se presentan a continuaciéon en la Tabla A3.3:

p = 0.0014

tbl = ANOVA One Way - PS Jr

'Source'’ 'SS! 'df’ 'MS' 'F! 'Prob>F"'
'Columns' [0.5161] [ 2] [0.2580] [7.6133] [0.0014]
'Error’ [1.5251] [45] [0.0339] [] []
'Total’ [2.0412] [47] [] [] []
stats =
gnames: {3x1 cell}
n: [16 16 16]
source: 'anoval'
means: [-0.3131 -0.4709 -0.5644]
df: 45
s: 0.1841

Tabla A3.3 "ANOVA One Way" para Proteina Soluble en Alimento para Cachorro.



El estadistico F se usa para aqui, para hacer la prueba de hipotesis con el fin de
conocer si los grupos (5, 22 y 45 °C) presentan el mismo patrén de evolucion de la
Proteina Soluble®. El tabular de resultados para el "ANOVA One Way", reporta el valor-p
para esta prueba de hipotesis. Para el caso ejemplificado, el valor-p es de 0.0014, un
valor pequefio. Ello, es un indicador de que los patrones de evolucion de la Proteina
Soluble para las diferentes condiciones de temperatura estudiadas, no son los mismos:
Un indicador F tan bajo como el valor de F observado, sugiere una probabilidad de 1.4
en 1000 de que los patrones de evolucion sean iguales.

El valor-p obtenido del andlisis de varianza, depende de las suposiciones acerca de las

perturbaciones aleatorias # en la ecuacion modelo. Para que el valor-p sea correcto,

las perturbaciones necesitan ser independientes, normalmente distribuidas y tener
varianza constante.

En resumen, considerando un nivel de confianza de a = 0.5, se deriva que los grupos
presentan diferencia significativa (a > p) y en consecuencia el patrén de variacion de la
Proteina Soluble durante el tiempo de almacenamiento, es dependiente de la
temperatura.

Sin embargo, los resultados obtenidos con el "ANOVA One Way" no permiten identificar
si la diferencia significativa toma lugar en todas las comparaciones posibles entre los
diferentes grupos.

Para ello, se realiza una prueba de Comparaciéon Mdltiple (basada en la prueba "t" entre

parejas de grupos) cuyos resultados se presentan en la Tabla A3.4:

1.0000 2.0000 0.0001 0.1578 0.3155

1.0000 3.0000 0.0935 0.2513 0.4090

2.0000 3.0000 -0.0643 0.0935 0.2512
m:

-0.3131 0.0460

-0.4709 0.0460

-0.5644 0.0460

Tabla A3.3. Comparacion multiple para Proteina Soluble en Alimento para Cachorro

* Hipoteisis Nula, Ho: No existe diferencia significativa.



El primer bloque de resultados (c =) que se obtiene del procedimiento de comparacién
multiple, presenta una hilera para cada par de grupos con una estimacion de la
diferencia de medias en los grupos y un intervalo de confianza para el par. Por

ejemplo, la primera hilera contiene los valores
1.0000 2.0000 0.0001 0.1578 0.3155

que indica la media del grupo 1 (5 °C) menos la media del grupo 2 (22 °C) es estimada
en 0.1578 y un intervalo de confianza al 95% para esta diferencia es [0.0001, 0.3155].
Este intervalo no contiene a 0, por tanto se puede concluir que las medias de los grupos
1 y 2 son diferentes. EI mismo analisis para la segunda hilera permite llegar a la
conclusién de que las medias de los grupos 1 (5 °C) y 3 (45 °C) son diferentes. En
cambio el andlisis de la tercera hilera lleva a la conclusién de que las medias de los
grupos 2 (22 °C) y 3 (45 °C) son parecidas.

El segundo bloque (m =) contiene la media y el error estandar para cada grupo. Por
altimo, para visualizar mas facilmente la diferencia de medias entre grupos se presenta

el Gréfico A3.1 del procedimiento de comparacién mdaltiple.

PS Jr 05 .

PS_Jr 22

PS_Jr 45

1 1 1
-065 -06 -055 05 045 -04 -035 -03 -025 0.2

Gréfico A3.1. Comparaciéon mdltiple para Proteina Soluble en Alimento para Cachorro.

En donde, con ayuda del andlisis visual, se enriquece la identificacion del nivel de
significancia para la diferencia de medias entre los diferentes pares de grupos posibles

gue se expresa en un tabular como continuacion se ejemplifica en la Tabla A3.5:



Variable Significancia* Significancia**
PS_Jr_05 a a
PS_Jr_22 b b
PS_Jr 45 b b

*\ Los valores, por componente, en la misma columna
vertical con letras diferentes indican diferencia
significativa (p < 0.05).
**\ Los valores, por componente, en la misma columna
vertical con letras iguales indican que no existe diferencia
significativa (p J 0.05).
Tabla A3.5. Diferencia de medias entre los grupos utilizando un cédigo de letras.

A3.2 Resultados
Se presenta la sintesis de acuerdo a la estructura metodoldgica antes descrita y en el

orden establecido en el tabular mostrado en el propésito de este anexo.

A3.2.1 Vitamina B1 (Tiamina) — Alimento para Cachorro.

b = 0.0060

tbl = ANOVA One Way — Bl Jr : Vitamina Bl Alimento para Cachorro

'Source'’ 'SS! 'df! 'MS' 'F!' 'Prob>F"
'Columns' [ 5.6627] [ 2] [2.8313] [5.7459] [0.0060]
'Error' [22.1739] [45] [0.4928] [] []
'Total'’ [27.8366] [47] [1] [] []

tbl = Comparacién Mualtiple - Bl _Jr : Vit Bl Alimento para Cachorro

c =
1.0000 2.0000 -0.0516 0.5498 1.1513
1.0000 3.0000 0.2249 0.8264 1.4279
2.0000 3.0000 -0.3249 0.2765 0.8780

m =

-1.2474 0.1755
-1.7973 0.1755
-2.0738 0.1755

Tabla A3.2.1. Vitamina B1 (Tiamina) en alimento para Cachorro.




B1 Jr 05}

B1 Jr 22t

B1 Jr 45}

1 1 1
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Grafico A3.2.1. Vitamina B1 (Tiamina) en alimento para Cachorro.




A3.2.2 Vitamina B1 (Tiamina) — Alimento para Adulto.

b = 0.0080

tbl = ANOVA One Way — Bl _Sr : Vitamina Bl Alimento para Adulto

'Source’ 'SS! 'df! 'MS'! 'F! 'Prob>F"
'Colunns' [ 6.5704] [ 2] [3.2852] [5.3912] [0.0080]
'Error' [27.4217] [45] [0.6094] [] []
'Total'’ [33.9921] [47] [] [] []

tbl = Comparacién Maltiple - Bl_Sr : Vit Bl Alimento para Adulto

C:
1.0000 2.0000 -0.2513 0.4176 1.0864
1.0000 3.0000 0.2365 0.9054 1.5742
2.0000 3.0000 -0.1811 0.4878 1.1567
m =
-1.1319 0.1952
-1.5495 0.1952
-2.0373 0.1952

Tabla A3.2.2 Vitamina B1 (Tiamina) — Alimento para Adulto.

et m s mie g — e g e a— a——e

B1 Sr 05+ :

B1 Sr 22 1

B1 Sr 45+ o 1

L
26 24 22 -2 -1.8 -16 -14 -12 -1 -0.8 -0.6

Gréfico A3.2.2 Vitamina B1 (Tiamina) — Alimento para Adulto.




A3.2.3 Vitamina B2 (Riboflavina) — Alimento para Cachorro.

b = 9.0875e-006

tbl = ANOVA One Way — B2 Jr

'Source’ 'SS! 'df'!' 'MS'

'"Columns' [0.5792] [ 2] [0.2896]
'Error' [0.8578] [45] [0.0191]
'Total'’ [1.4370] [47] []

'F'
[15.1922]

[]
[

Vitamina B2 Alimento para Cachorro

'Prob>F"'

[9.0875e-006]

[]
[

tbl = Comparacién Maltiple - B2 Jr

Vit B2 Alimento para Cachorro

C =
1.0000 2.0000 0.0282 0.1465 0.2649
1.0000 3.0000 0.1504 0.2687 0.3870
2.0000 3.0000 0.0038 0.1222 0.2405
m =
-0.1504 0.0345
-0.2969 0.0345
-0.4191 0.0345
Tabla A3.2.3 Vitamina B2 (Riboflavina) — Alimento para Cachorro.
B2 Jr 05f [ i
B2 Jr 22+ —_— R
B2 Jr 45f ————6——— :

-05 045 -04 -035 -03 -0.25

-0.2 015 -0.1

-0.05

Gréfico A3.2.3 Vitamina B2 (Riboflavina) — Alimento para Cachorro.




A3.2.4 Vitamina B2 (Riboflavina) — Alimento para Adulto.

p = 1.2387e-004
tbl = ANOVA One Way — B2 Sr Vitamina B2 Alimento para Adulto
'Source' 'SS! 'df’ 'MS' 'F! 'Prob>F"
'Columns' [0.4415] [ 2] [0.2208] [11.0605] [1.2387e-004]
'Error’ [0.8981] [45] [0.0200] [1 [1
'Total' [1.3397] [47] [1 [1 [1
tbl = Comparacién Maltiple - B2 Sr Vit B2 Alimento para Adulto
C =
1.0000 2.0000 0.0251 0.1462 0.2673
1.0000 3.0000 0.1113 0.2323 0.3534
2.0000 3.0000 -0.0349 0.0861 0.2072
m =
-0.1663 0.0353
-0.3125 0.0353
-0.3986 0.0353
Tabla A3.2.4 Vitamina B2 (Riboflavina) — Alimento para Adulto.
B2 Sr 05
B2 Sr 22+ .
B2 Sr 45+ g
-0.5 -0.45 -0.4 -0.35 -0.3 -0.25 -0.2 -0.15 -0.1

Gréfico A3.2.4 Vitamina B2 (Riboflavina) — Alimento para Adulto.




A3.2.5 Vitamina B6 (Piridoxina) — Alimento para Cachorro.

b = 3.0057e-006

tbl = ANOVA One Way — B6_Jr : Vitamina B6 Alimento para Cachorro

'Source’ 'SS! 'df'!' 'MS' 'F! 'Prob>F"

'"Columns' [13.0942] [ 2] [6.5471] [17.0920] [3.0057e-006]
'Error' [17.2374] [45] [0.3831] [] []
'Total'’ [30.3316] [47] [] [1] [1]

tbl = Comparacién Maltiple - B6 Jr : Vit B6 Alimento para Cachorro

C:
1.0000 2.0000 0.1151 0.6454 1.1757
1.0000 3.0000 0.7490 1.2794 1.8097
2.0000 3.0000 0.1036 0.6340 1.1643
m =
-0.3903 0.1547
-1.0357 0.1547
-1.6697 0.1547

Tabla A3.2.5 Vitamina B6 (Piridoxina) — Alimento para Cachorro.

- Voo

B6 Jr 05+ N ——

B6_Jr 22+

()

B6 Jrd4sf O .

2 1.8 -16 -14 -12 -1 08 -06 -04 -02 0

Tabla A3.2.5 Vitamina B6 (Piridoxina) — Alimento para Cachorro.




A3.2.6 Vitamina B6 (Piridoxina) — Alimento para Adulto.

p = 7.9099e-005
tbl = ANOVA One Way — B6_Sr Vitamina B6 Alimento para Adulto
'Source’ 'SS! 'df’ 'MS' 'E 'Prob>F"
'Columns' [ 7.1532] [ 2] [3.5766] [11.7362] [7.9099e-005]
'Error’ [13.7136] [45] [0.3047] [1 [1]
'Total' [20.8668] [47] [] [] []
tbl = Comparacién Maltiple - B6_Sr : Vit B6 Alimento para Adulto
C:
1.0000 2.0000 -0.0224 0.4506 0.9236
1.0000 3.0000 0.4722 0.9453 1.4183
2.0000 3.0000 0.0216 0.4947 0.9677
m =
-0.6656 0.1380
-1.1162 0.1380
-1.6109 0.1380

Tabla A3.2.6 Vitamina B6 (Piridoxina) — Alimento para Adulto.

B6_Sr 05

B6_Sr 22

B6_Sr 45

-2 -1.8 -1.6 -1.4 -1.2
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Gréfico A3.2.6 Vitamina B6 (Piridoxina) — Alimento para Adulto.




A3.2.7 indice de Kreis — Alimento para Cachorro.

b = 0.0034

tbl = ANOVA One Way — IK Jr : Indice de Kreis Alimento para Cachorro

'Source’ 'SS! 'df! 'MS'! 'F! 'Prob>F"
'Colunns' [ 7.2054] [ 2] [3.6027] [6.4573] [0.0034]
'Error' [25.1068] [45] [0.5579] [] []
'Total'’ [32.3122] [47] [] [] []

tbl = Comparacién Maltiple - IK Jr : Indice de Kreis para Cachorro

C:
1.0000 2.0000 -1.2327 -0.5927 0.0473
1.0000 3.0000 -1.5783 -0.9383 -0.2982
2.0000 3.0000 -0.9856 -0.3456 0.2945
m =
1.2224 0.1867
1.8151 0.1867

2.1606 0.1867

Tabla A3.2.7 indice de Kreis — Alimento para Cachorro.

IK_Jr 05} .

IK_Jr 22 .

IK_Jr_45 .

0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6

Gréafico A3.2.7 Indice de Kreis — Alimento para Cachorro.




A3.2.8 indice de Kreis — Alimento para Adulto.

p = 7.1724e-004

tbl = ANOVA One Way — IK Sr : Indice de Kreis Alimento para Adulto

'Source'’ 'SS! 'df! 'MS'! 'F 'Prob>F"'
'Columns' [ 6.3603] [ 2] [3.1801] [8.5407] [7.1724e-004]
'Error' [16.7558] [45] [0.3724] [] []
'Total’ [23.1161] [47] [] [] (]
tbl = Comparacién Maltiple - IK Sr : Indice de Kreis para Adulto
C =
1.0000 2.0000 -1.0134 -0.4905 0.0324
1.0000 3.0000 -1.4130 -0.8901 -0.3672
2.0000 3.0000 -0.9225 -0.3996 0.1233
m =
0.7470 0.1526
1.2375 0.1526
1.6371 0.1526

Tabla A3.2.8 Indice de Kreis — Alimento para Adulto.

IK_Sr 05 1

IK_Sr_22 i

IK_Sr_45

na NA ng 1 12 14 1R 1R 2

Gréfico A3.2.8 indice de Kreis — Alimento para Adulto.




A3.2.9 indice de Perdxidos — Alimento para Cachorro.

p = 8.5083e-008

tbl = ANOVA One Way — PO_Jr : Indice de Perdxidos Alimento p' Cachorro

'Source’ 'SS! 'df'!' 'MS' 'F! 'Prob>F"

'Colunns' [ 66.7510] [ 2] [33.3755] [23.8886] [8.5083e-008]
'Error' [ 62.8708] [45] [ 1.3971] [] []
'Total'’ [129.6218] [47] [] [] []

tbl = Comparacién Maltiple - PO_Jr : Indice de Perdxidos para Cachorro

C =
1.0000 2.0000 -2.4388 -1.4260 -0.4132
1.0000 3.0000 -3.9013 -2.8885 -1.8757
2.0000 3.0000 -2.4753 -1.4625 -0.4497
m =
-0.0469 0.2955
1.3791 0.2955
2.8415 0.2955
Tabla A3.2.9 indice de Perdxidos — Alimento para Cachorro.
PO _Jr 05 ——
PO Jr 22t o
PO _Jr 45F o
1 1 1 1 1 1

1 1
-1 -0.5 0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5

Grafico A3.2.9 indice de Perdxidos — Alimento para Cachorro.




A3.2.10 indice de Peroxidos — Alimento para Adulto.

p = 1.6828e-007

tbl = ANOVA One Way — PO_Sr : Indice de Perdxidos Alimento p' Adulto

'Source’ 'SS! 'df'!' 'MS'
'Colunns' [36.6257] [ 2] [18.3129]
'Error' [36.6198] [45] [ 0.8138]
'Total'’ [73.2455] [47]

'F'

[22.5037]

'Prob>F"'
[1.6828e-007]

tbl = Comparacién Maltiple - PO_Sr : Indice de Perdxidos para Adulto

C =
1.0000 2.0000 -1.6252 -0.8522 -0.0792
1.0000 3.0000 -2.8988 -2.1258 -1.3528
2.0000 3.0000 -2.0466 -1.2736 -0.5006
m =
0.6991 0.2255
1.5513 0.2255
2.8249 0.2255
Tabla A3.2.10 indice de Peroxidos — Alimento para Adulto.
PO_Sr_05f —o— E
PO_Sr 22+ — |
PO_Sr 45 - s |
| | | |
0 0.5 1 1.5 2.5 35

Gréafico A3.2.10 indice de Perdxidos — Alimento para Adulto.




A3.2.11 Proteina Soluble — Alimento para Cachorro.

b = 0.0014

tbl = ANOVA One Way — PS_Jr : Proteina Soluble en Alimento p' Cachorro

'Source’ 'SS! 'df! 'MS'! 'F! 'Prob>F"
'Colunns' [0.5161] [ 2] [0.2580] [7.6133] [0.0014]
'Error' [1.5251] [45] [0.0339] [] []
'Total'’ [2.0412] [47] [] [] []

tbl = Comparacién Mualtiple - PS_Jr : Proteina Soluble en A p' Cachorro

C =
1.0000 2.0000 0.0001 0.1578 0.3155
1.0000 3.0000 0.0935 0.2513 0.4090
2.0000 3.0000 -0.0643 0.0935 0.2512
m =
-0.3131 0.0460
-0.4709 0.0460
-0.5644 0.0460
Tabla A3.2.11 Proteina Soluble — Alimento para Cachorro.
PS_Jr_ 05 R
PS_Jr 22+ B
PS_Jr_ 45 ]

1
-065 06 -05 05 -045 04 -03 -03 -025 -0.2

Gréfica A3.2.11 Proteina Soluble — Alimento para Cachorro.




A3.2.12 Proteina Soluble — Alimento para Adulto.

p = 4.1891e-004

tbl = ANOVA One Way - PS_Sr

Proteina Soluble en Alimento p' Adulto

'Source' 'SS! 'df’ 'MS' 'F 'Prob>F"
'Columns' [0.6674] [ 2] [0.3337] [9.2915] [4.1891e-004]
'Error’ [1.6163] [45] [0.0359] [1 [1
'Total' [2.2837] [47] [] [] []
tbl = Comparacién Maltiple - PS_Sr Proteina Soluble en A p' Adulto
C =
1.0000 2.0000 -0.0137 0.1487 0.3111
1.0000 3.0000 0.1264 0.2888 0.4512
2.0000 3.0000 -0.0223 0.1401 0.3025
m =
-0.4043 0.0474
-0.5531 0.0474
-0.6932 0.0474
Tabla A3.2.12 Proteina Soluble — Alimento para Adulto.
PS_Sr 05t E
PS_Sr 22+ :
PS_Sr 451 .
| | | | | | | | |
-0.8 -075 -0v -065 -06 -05 -05 -045 -04 -035 -03

Gréfica A3.2.12 Proteina Soluble — Alimento para Adulto.




A3.2.13 Vitamina A (Retinol) — Alimento para Cachorro.

p = 5.3405e-005

tbl = ANOVA One Way — VA Jr : Vitamina A en Alimento para Cachorro

'Source’ 'SS! 'df'!' 'MS'

'"Columns' [ 3.7878] [ 2] [1.8939]
'Error' [ 6.9070] [45] [0.1535]
'Total'’ [10.6948] [47] []

'F'

[12.3392]
[]
[

tbl = Comparacién Maltiple - VA Jr : Vit A en Alimento para Cachorro

C =
1.0000 2.0000 -0.0337 0.3020 0.6377
1.0000 3.0000 0.3507 0.6865 1.0222
2.0000 3.0000 0.0487 0.3844 0.7202
m =
-0.4402 0.0979
-0.7423 0.0979
-1.1267 0.0979
Tabla A3.2.13 Vitamina A (Retinol) — Alimento para Cachorro.
VA _Jr 05+ —_—u
VA_Jr 22+
VA_Jr 45f — O
-1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2

Gréfico A3.2.13 Vitamina A (Retinol) — Alimento para Cachorro.

[5.3405e-005]




A3.2.14 Vitamina A (Retinol) — Alimento para Adulto.

p = 2.0171le-004

tbl = ANOVA One Way — VA Sr : Vitamina A en Alimento para Adulto

'Source'’ 'SS! 'df! 'MS'! 'F 'Prob>F"
'Columns' [0.9229] [ 2] [0.4614] [10.3411] [2.0171e-004]
'Error’ [2.0080] [45] [0.0446] [] []
'Total'’ [2.9309] [47] [] [] (]
tbl = Comparacién Maltiple — VA Sr : Vit A en Alimento para Adulto
C =
1.0000 2.0000 0.0200 0.2011 0.3821
1.0000 3.0000 0.1566 0.3376 0.5186
2.0000 3.0000 -0.0445 0.1366 0.3176
m =
-0.3514 0.0528
-0.5525 0.0528
-0.6890 0.0528

Tabla A3.2.14 Vitamina A (Retinol) — Alimento para Adulto.

VA_Sr 05 - .

VA Sr 22+ - .

VA Sr45f ————e————— ]

L
-0.8 -0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1

Gréfico A3.2.14 Vitamina A (Retinol) — Alimento para Adulto.




A3.2.15 Vitamina D (Colecalciferol) — Alimento para Cachorro.

b = 0.0069

tbl = ANOVA One Way — VD _Jr : Vitamina D en Alimento para Cachorro

'Source' 'SS! 'df’ 'MS' 'E 'Prob>F"
'Columns' [ 3.0401] [ 2] [1.5200] [5.5616] [0.0069]
'Exror’ [12.2989] [45] [0.2733] [] []
'Total' [15.3390] [47] [] [] []
tbl = Comparacién Maltiple - VD_Jr : Vit D en Alimento para Cachorro
C =
1.0000 2.0000 -0.1407 0.3073 0.7552
1.0000 3.0000 0.1685 0.6164 1.0644
2.0000 3.0000 -0.1388 0.3092 0.7572
m =
-0.6784 0.1307
-0.9856 0.1307
-1.2948 0.1307
Tabla A3.2.15 Vitamina D (Colecalciferol) — Alimento para Cachorro.
VD_Jr_ 05+ ]
VD_Jr 22+ :
VD_Jr_ 45+ .
| | | | | |
-1.6 -1.4 -1.2 -1 0.8 0.6 0.4 0.2

Gréfico A3.2.15 Vitamina D (Colecalciferol) — Alimento para Cachorro.




A3.2.16 Vitamina D (Colecalciferol) — Alimento para Adulto.

p = 0.0013
tbl = ANOVA One Way — VD_Sr Vitamina D en Alimento para Adulto
'Source'’ 'SS! 'df! 'MS' 'E 'Prob>F"
'Columns' [ 4.9648] [ 2] [2.4824] [7.7678] [0.0013]
'Error’ [14.3810] [45] [0.3196] []
'Total’ [19.3458] [47] [] []
tbl = Comparacién Maltiple - VD_Sr Vit D en Alimento para Adulto
C =
1.0000 2.0000 -0.1917 0.2927 0.7771
1.0000 3.0000 0.2953 0.7798 1.2642
2.0000 3.0000 0.0026 0.4870 0.9715
m =
-0.8606 0.1413
-1.1534 0.1413
-1.6404 0.1413
Tabla A3.2.16 Vitamina D (Colecalciferol) — Alimento para Adulto.
VD_Sr 05t
VD_Sr 22+ |
VD_Sr 45F A
L L L L L L
-2 -1.8 -1.6 -1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6

Gréfico A3.2.16 Vitamina D (Colecalciferol) — Alimento para Adulto.




A3.2.17 Vitamina E (a-Tocoferol) — Alimento para Cachorro.

b = 2.6220e-005

tbl = ANOVA One Way — VE Jr : Vitamina E en Alimento para Cachorro

'Source' 'SS! 'df’ 'MS'! 'F! 'Prob>F"
'Columns' [0.3621] [ 2] [0.1811] [13.4583] [2.6220e-005]
'Exror’ [0.6054] [45] [0.0135] [] []
'Total' [0.9675] [47] [] [] (]
tbl = Comparacién Maltiple - VE Jr : Vit E en Alimento para Cachorro
C =
1.0000 2.0000 0.0085 0.1079 0.2072
1.0000 3.0000 0.1134 0.2128 0.3121
2.0000 3.0000 0.0055 0.1049 0.2043
m =
-0.1146 0.0290
-0.2224 0.0290
-0.3274 0.0290
Tabla A3.2.17 Vitamina E (a-Tocoferol) — Alimento para Cachorro.
VE_Jr_05f A
VE_Jr_22f A
VE_Jr 45| A
| | | | | |
0.4 -0.35 0.3 -0.25 0.2 -0.15 -0.1 -0.05

Gréfico A3.2.17 Vitamina E (a-Tocoferol) — Alimento para Cachorro.




A3.2.18 Vitamina E (a-Tocoferol) — Alimento para Adulto.

p = 3.9816e-004

tbl = ANOVA One Way — VE Sr : Vitamina E en Alimento para Adulto

'Source' 'SS! 'df’ 'MS' 'F! 'Prob>F"
'Columns' [0.3559] [ 2] [0.1779] [9.3633] [3.9816e-004]
'Error’ [0.8552] [45] [0.0190] [] []
'Total' [1.2111] [47] [] [] (]
tbl = Comparacién Maltiple — VE_Sr : Vit E en Alimento para Adulto
C =
1.0000 2.0000 -0.0392 0.0789 0.1970
1.0000 3.0000 0.0907 0.2088 0.3270
2.0000 3.0000 0.0118 0.1300 0.2481
m =
-0.1410 0.0345
-0.2198 0.0345
-0.3498 0.0345
Tabla A3.2.18 Vitamina E (a-Tocoferol) — Alimento para Adulto.
VE_Sr_ 05+ .
VE_Sr 22+ .
VE_Sr 45+ ]
| | | | | | |

-0.45 -0.4 -0.35 -0.3 -0.25 -0.2 -0.15 -0.1 -0.05

Gréfico A3.2.18 Vitamina E (a-Tocoferol) — Alimento para Adulto.




A3.2.19 Digestibilidad In vitro - Alimento para Cachorro

Comparando la pendiente de la curva obtenida al graficar %Digestibilidad in vitro vs
tiempo a 45°C, contra cero se estima si existe o no correlacion lineal entre las variables

con un nivel de significancia del 5%, es decir, a=0.05 y donde Ho: 31=0 y Ha: B;#0

MSRes Sxx Itol t0a/2,n-2 Criterio de
decision

B1=-0.2630 _SYi= Z(Xi-Xprom)2 = B1 = t00.025,8= Si Itol> t0g/2,n-2
n-2 2 [(MSRes, 5xx) Ho se rechaza
n=10 270.50 2.833
8032.00 0.048

Tabla A3.2.19 Digestibilidad In vitro - Alimento para Cachorro almacenado a 45°C.

Por lo que Ho se acepta, es decir que con un nivel de significancia de 5% la pendiente
de la curva a 45°C es igual a cero, y el tiempo no tiene valor para explicar la variabilidad
de la digestibilidad in vitro en alimento para cachorro.

Comparando la pendiente de la curva a 22°C contra cero se estima si existe o no
correlacion lineal entre las variables con un nivel de significancia del 5%, es decir,
a=0.05 y donde Ho: ;=0 y Ha: 3170

MSRes Sxx Itol t0a/2,n-2 Criterio de
decision
B1=-0.2110 _3YA = | Y (Xi-Xorom)® = B = 100.025,5= Si Itol> tog2.n-2
n-2 :[(MERes /5ux) Ho se rechaza
n=7 146.86 4.773
8898.15 0.027

Tabla A3.2.20 Digestibilidad In vitro - Alimento para Cachorro almacenado a 22°C.

Por lo que Ho se acepta, es decir que con un nivel de significancia de 5% la pendiente
de la curva a 22°C es igual a cero, y el tiempo no tiene valor para explicar la variabilidad
de la digestibilidad in vitro en alimento para cachorro.

Comparando la pendiente de la curva a 5°C contra cero se estima si existe 0 no
correlacion lineal entre las variables con un nivel de significancia del 5%, es decir,
0a=0.05 y donde Ho: $,=0y Ha: 3170



MSRes Sxx Itol t0a/2,n-2 Criterio de
decision

B1=-0.1960 _SYi= Z(Xi-Xprom)2 = B = t00.025,3= Si Itol> t0g/2,n-2
n-2 2 [(MSRes, 5xx) Ho se rechaza
n=5 154.80 7.453
10170.79 0.024

Tabla A3.2.21 Digestibilidad In vitro - Alimento para Cachorro almacenado a 5°C.

Por lo que Ho se acepta, es decir que con un nivel de significancia de 5% la pendiente
de la curva a 5°C es igual a cero, y el tiempo no tiene valor para explicar la variabilidad
de la digestibilidad in vitro en alimento para cachorro.

A3.2.20 Digestibilidad In vitro - Alimento para Adulto
Comparando la pendiente de la curva obtenida al graficar %Digestibilidad in vitro vs
tiempo a 45°C, contra cero se estima si existe o no correlacion lineal entre las variables

con un nivel de significancia del 5%, es decir, a=0.05 y donde Ho: 31=0 y Ha: B;#0

MSRes SXx Itol t0ai2n-2 Criterio de
decision

Bi=0.3590 | _SYi=| F(XiXpom)'= | ___Bi = | tOoozsao= | Siltol>touzne
n-2 :[(MSRes, 5xx) Ho se rechaza
n=12 336.67 3.581
7519.56 0.076

Tabla A3.2.22 Digestibilidad In vitro - Alimento para Adulto almacenado a 45°C.

Por lo que Ho se acepta, es decir que con un nivel de significancia de 5% la pendiente
de la curva a 45°C es igual a cero, y el tiempo no tiene valor para explicar la variabilidad
de la digestibilidad in vitro en alimento para perro adulto.

Comparando la pendiente de la curva a 22°C contra cero se estima si existe 0 no
correlacién lineal entre las variables con un nivel de significancia del 5%, es decir,
0a=0.05 y donde Ho: $,=0y Ha: 170



MSRes Sxx Itol t0a/2,n-2 Criterio de

decision
B1=-0.3410 SY’ = | 3 (Xi-Xprom)” = Bs = t00.025,5= Si Itol> t0q/2,n-2
n-2 2 [(MSRes, 5xx) Ho se rechaza
n=7 146.86 4,773
8725.04 0.044

Tabla A3.2.23 Digestibilidad In vitro - Alimento para Adulto almacenado a 22°C.

Por lo que Ho se acepta, es decir que con un nivel de significancia de 5% la pendiente
de la curva a 22°C es igual a cero, y el tiempo no tiene valor para explicar la variabilidad
de la digestibilidad in vitro en alimento para perro adulto.

Comparando la pendiente de la curva a 5°C contra cero se estima si existe 0 no
correlacion lineal entre las variables con un nivel de significancia del 5%, es decir,
0a=0.05 y donde Ho: 3,=0 y Ha: 3170

MSRes SxX Itol t0a/2,n-2 Criterio de
decision
B1=-0.2880 _SYq = | S (Xi-Xprom)? = By = 100.025,3= Si Itol> t0g2,n-2
n-2 2 [[MSRes, 5xx) Ho se rechaza
n=5 154.80 7.453
10150.14 0.036

Tabla A3.2.24 Digestibilidad In vitro - Alimento para Adulto almacenado a 5°C.

Por lo que Ho se acepta, es decir que con un nivel de significancia de 5% la pendiente
de la curva a 5°C es igual a cero, y el tiempo no tiene valor para explicar la variabilidad
de la digestibilidad in vitro en alimento para perro adulto.



A3.3 Sintesis de Resultados y Conclusiones

Sintesis de Resultados:

Parametro Pt;((e:sig::— Treart]:ﬁ: Variable = f(k;)** Pt;isigrq- 1;2?:]?:' Variable = f(k;)**
5°C B1 Jr 05:a 5 B1_Sr 05:a

V”g?;'r’:]?nz)l " |cachorro| 22°C | BlLJr22:ab | Adulto 22 Bl Sr 22:ab
45"C BL Jr 45: b, 45 B1 Sr 45:b
5°C B2 Jr 05:a 5 B2_Sr 05:a
\(g?k;g;rl‘;vﬁi; Cachorro| 22°C | B2 Jr22:b | Adulto 22 B2 Sr 22:b
45"C B2 Jr 45:¢ 45 B2 Sr 45:b
5°C B6_Jr_ 05:a 5 B6_Sr 05:a

V(i}tf}ﬂ‘dig‘;’(‘ifg* Cachorro | 22°C B6_Jr 22: b Adulto 22 B6_Sr 22:a,b
45"C B6 Jr 45:¢ 45 B6_Sr 45:b
) 5°C IK Jr 05:a 5 IK_Sr 05:a
In}grigiestie Cachorro| 22°C IKJr 22:a,b Adulto 22 IK_Sr 22:a,b
45"C IK Jr 45:a 45 IK_Sr_45: b
) 5°C PO _Jr 05:a 5 PO_Sr 05:a
P'ggﬁ%gse* Cachorro | 22 °C PO Jr22:b | Adulto 22 PO _Sr 22:b
45"C PO Jr 45:c 45 PO_Sr 45:c
5°C PS Jr 05:a 5 PS Sr 05:a

Spgfjiigi Cachorro| 22°C PS Jr 22:a,b Adulto 22 PS Sr 22:a,b
45"C PS Jr 45:b 45 PS_Sr 45:b
5°C VA_Jr 05:a 5 VA_Sr 05:a
Vi}g’g&%@ " |cachorro| 22°C VA Jr22:a | Adulto 22 VA_Sr 22:b
45"C VA_Jr 45:b 45 VA_Sr 45:b
5°C VD_Jr 05:a 5 VD_Sr 05:a
(é/ciflzr;i\?cailfeDr;I) Cachorro | 22°C VD_Jr 22:a,b Adulto 22 VD_Sr 22:a
45"C VD_Jr 45:b 45 VD_Sr 45:b
5°C VE_Jr 05:a 5 VE_Sr 05:a
(\éi_t.?;“ég?eis Cachorro | 22 °C VE Jr 22:b | Adulto 22 VE_Sr 22:a
45"C VE_Jr 45: ¢ 45 VE_Sr 45:b

Tabla A3.3.1 Sintesis de resultados de pruebas “t” multiples realizadas.

*\ Prueba "F" con ANOVA en un sentido muestra la existencia de diferencia significativa, p < 0.05, lo
que sugiere dependencia de la temperatura de almacenamiento.

**\ Las variables, por componente, en la misma columna vertical con letras diferentes indican
diferencia significativa (p < 0.05).

1) La evolucion de todos los parametros estudiados, cuando se analizan con el
analisis de varianza en un sentido, resultan con diferencia significativa (p < 0.05), lo
que implica que todos ellos son dependientes de la temperatura de

almacenamiento.



2) De un analisis global de las pruebas "t" multiples realizadas, es posible deducir que
la dependencia de temperatura toma lugar por arriba de los 22 °C.

3) Del analisis estadistico de pruebas ‘t” para digestibilidad in vitro, se deduce que no
existe dependencia de la variable % de digestibilidad con el tiempo a ninguna de las

temperaturas de trabajo y en ninguna de las formulaciones.
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