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Introduccién

La presencia de residuos de antibidticos y pesticidas en alimentos de origen animal, representa en la
actualidad una de las problematicas ampliamente reportadas por la comunidad cientifica a nivel mundial,
gue afecta tanto a paises en via de desarrollo como Colombia, hasta potencias econémicas como la Unién
Europea y los Estados Unidos [1]. Esta problematica es considerada como de injerencia en salud publica,
al alterar la inocuidad alimentaria y repercutir negativamente la salud del consumidor frecuente.

Investigaciones previas, realizadas por el Grupo de Investigacion, demostraron que algunos medicamentos
de uso veterinario promueven la oxidacion irreversible de proteinas constitutivas de alimentos como el
musculo bovino, evidenciado con el aumento del grado de carbonilacién proteica [2,3].

La carbonilacion de proteinas induce la formacion de agregados, asociandose a pérdida de la solubilidad,
cambio en la composicién de aminoacidos y aumento de la susceptibilidad proteolitica. Considerando la
importancia nutricional de los alimenticios de origen animal, cifrados en su alto contenido proteico [4]; y el
elevado empleo de antibiéticos en medicina veterinaria para la cria intensiva de animales, resulta de interés
investigar la capacidad de la oxitetraciclina para promover la oxidacién de proteinas de la leche bovina y
su efecto sobre la digestibilidad de las mismas.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de residuos de oxitetraciclina sobre la
carbonilacién de las fracciones proteicas de leche bovina y su efecto sobre digestibilidad in vitro de las
fracciones mediante ensayos bioquimicos.

Metodologia

Asépticamente se seleccioné una muestra de leche cruda, proveniente de una vaca de ordefio libre de la
administracién de oxitetraciclina. La muestra obtenida se separd en tubos falcon, y se identific6 como
control de los experimentos (blancos). A partir de muestras blanco se prepar6 muestras enriquecidas
individualmente con oxitetraciclina a 100 y 150 pg.L-1. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
Posterior a la contaminacion, las muestras se incubaron a temperatura ambiente por espacio de una hora,
se extrajeron las fracciones de proteinas del lactosuero y caseinas, y se cuantificd el contenido proteico
por fraccion, empleando el método de Bradford. Para verificar su integridad y el perfil electroforético
obtenido por fraccion, se realizaron electroforesis en SDS PAGE al 15%. El dafio oxidativo proteico causado
por la presencia de oxitetraciclina se midi6 en términos de indice de carbonilos, empleando en su
determinacién el método alcalino del 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) [5].

Paralelamente, fracciones de proteina aisladas a partir de muestras contaminadas, se sometieron a un
ensayo de digestibilidad gastrointestinal simulada in-vitro, de acuerdo con las metodologias descritas por
Feng y col. y Scheidegger y col. [6, 7].

La digestibilidad gastrica in-vitro se determind mediante la reaccién de la enzima pepsina bovina. Para ello,
inicialmente se prepararon disoluciones de las fracciones proteicas carboniladas por los contaminantes y
de las muestras control negativo; de estas se tomo una alicuota y se depositd en tubos Eppendorf cargados
previamente con una solucion de simulacion géastrica (NaCl 0.15 M pH: 2.5, ajustada con HCI 1 M) y de una
disolucion de pepsina bovina. La mezcla resultante se incubé a 37°C, recogiéndose alicuotas a tiempo 1y
5 minutos, para su posterior andlisis por SDS-PAGE.
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Una vez culminado el tiempo de reaccién se detuvo la digestion gastrica para comenzar la digestion
duodenal, ajustando el pH de la mezcla a 6.5. A la mezcla resultante se le adicioné una disolucién de
tripsina porcina y a-quimotripsina bovina (0.05 y 0.1%, p/v respectivamente). Finalmente, las muestras se
incubaron a 37°C, recogiéndose alicuotas a tiempo 1 y 5 min para su posterior analisis por SDS-PAGE
[6,7]. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Resultados y discusion

La evaluacién del efecto inducido por la presencia de oxitetraciclina a concentraciones de 100 y 150 ug.L"
1(1 y 1.5LMR) permitieron establecer que las mismas promueven carbonilacién en ambas fracciones
proteicas: caseinas y proteinas del lactosuero. La carbonilacion observada en ambos casos fue
significativamente superior en todos los niveles ensayados, con respecto a la observada en los blancos.
La Unica excepcion la constituyé la fraccion del lactosuero expuesta a 1.5LMR, cuya carbonilacién sélo
lleg6 a ser 1.17 veces la observada en las muestras blanco.

De acuerdo con la Tabla 1, también se establece que las proteinas del lactosuero son méas sensibles a la
presencia del contaminante, que las caseinas, aungque estas Ultimas alcanzaron carbonilaciones 1,36 y
2,11 veces superiores al blanco. Estos resultados sugieren que la presencia de oxitetraciclina al LMR tiene
el potencial para inducir dafio oxidativo irreversible sobre las principales fracciones proteicas de la leche,
comprometiendo su inocuidad y la calidad funcional de las mismas.

Tabla 1. Valores de carbonilacion y relacion IC/IC Basal (blanco) en las diferentes fracciones de proteinas
de leche bovina contaminada con oxitetraciclina

Caseinas Lactosuero
Nivel de 3 3
Contaminacién* IC/IC nmol/mg de proteina (Icnc nmol/mg de proteina
Basal media(RSD) Basal) Media(RSD)
LMR (100) 1.36 5.81 (1.37) 1.37 14.52 (+ 5.43)
1.5 LMR (150) 2.11 8.98 (1.25) 1.17 12.39 (+ 2.69)
BASAL 4.26 (3.70) 10.58 (2.51)

*En paréntesis se indican concentraciones en pg.L™.

Estos hallazgos se confirmaron con los ensayos de digestibilidad proteica, cuyos resultados revelaron
pérdidas de digestibilidad de las principales bandas proteicas del lactosuero: B-lactoglobulina y a-
lactoalbimina, tanto en fase gastrica como duodenal. En el primer caso, tras 5 minutos de exposicion a la
accion enzimatica, el 84% de la banda de -lactoglobulina y el 72% de a-lactoalbimina, permanecié sin
digerir. En la fase duodenal estos porcentajes pasaron a 83 y 70%, respectivamente.

Estos resultados evidencian la capacidad de la concentracion equivalente al LMR para inducir cambios
tecno-funcionales en las proteinas expuestas, cuestionando la inocuidad de dicha concentracion.

Conclusiones

Niveles de oxitetraciclina al 1,0 y 1,5 veces su LMR en leche bovina, inducen dafio oxidativo sobre
fracciones proteicas tipo caseinas y lactosuero.

Las caseinas son mas sensibles al efecto de exposicién al contaminante.

La oxidacion inducida por oxitetraciclina al LMR sobre el lactosuero, afecto la digestion de B-lactoglobulina
y a-lactoalbumina presentes en dicha fraccion.
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