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Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

En los dltimos cincuenta anos la poblacién mundial practicamente se ha
duplicado, por lo que se han debido trazar distintas estrategias a fin de
asegurar la disponibilidad de alimentos en la mesa de cada familia. Con
este crecimiento, también aparecieron consumidores cada vez mas cons-
cientes de la importancia de la inocuidad de los alimentos disponibles en
el mercado, por lo que la produccién de alimentos ha sufrido en los tlti-
mos anos un giro importante, no solo dirigido a elevar su disponibilidad,
sino también hacia la obtencién de productos con alta calidad.

Bajo este contexto, la cria intensiva de animales nace como una de
las estrategias implementadas a nivel mundial para hacer frente a la
creciente demanda, de modo que en pequenos espacios se han confinado
grandes cantidades de cabeza de animales destinados a la produccién de
alimentos para el consumo humano.

Noobstante, esta estrategia vinoacompanada de retos que los productores
de alimentos estan experimentando:

e El mantenimiento del bienestar animal, desafiado por la propagacion
de enfermedades que pueden poner en riesgo toda la produccién,;

e La competencia por la tierra, el agua y la energia que demanda este
tipo de practica;

e La necesidad de reducir los numerosos efectos negativos que provoca
sobre el medio ambiente;

» Garantizar buen ritmo y nivel de produccion;y

e Cumplir con las exigencias regulatorias del mercado alimentario
internacional, de modo que garanticen la produccién de alimentos
inocuos al consumidor y con alto valor nutricional.

Evidentemente, estos desafios requieren cambios radicales en la forma
en que se produce, procesa, distribuye, almacena y accede a los alimen-
tos, por lo que la Seguridad Alimentaria ha llegado a convertirse en un
tema de permanente y creciente actualidad. Una amenaza a dicha seguri-
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dad proviene de la medicina veterinaria, debido a la necesidad de los pro-
ductores de mantener el bienestar animal y asegurar la produccién. Sin
embargo, el uso de medicamentos veterinarios y biocidas en la practica
ganadera puede dar lugar a la presencia de sus residuos en los alimentos
de origen animal, como consecuencia de no respetar las indicaciones de
administracion o los tiempos de retiro recomendados.

Entre los medicamentos mas utilizados en la cria intensiva se encuen-
tran los antimicrobianos, que se administran a los animales de granja
para combatir o prevenir infecciones bacterianas, e incluso para pro-
mover el crecimiento animal. Con frecuencia, estas sustancias se ana-
den al pienso o al agua de bebida, y aunque se trata de una practica
fundamental para garantizar la salud y el bienestar animal, es evidente
que su utilizacién conlleva el uso irracional. De este modo, se pone en
riesgo la inocuidad y calidad del alimento, promoviendo la aparicién
de riesgos en medicina humana, tales como pérdida de la eficacia tera-
péutica de antimicrobianos de uso comun con la medicina veterinaria,
la aparicién de bacterias multifAirmaco-resistentes y manifestaciones
alérgicas cada vez mds severas, entre otras.

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO),la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) han estudiado durante anos
los problemas de salud relacionados con el uso de antimicrobianos en
animales productores de alimentos. La situacion actual es que muchos
de los antimicrobianos de primera eleccion en clinica humana han
perdido su efecto, y la resistencia bacteriana avanza a un ritmo mayor
que aquel con el que lo hace el descubrimiento de nuevas alternativas
terapéuticas.

Esta condicion llevo a que, desde 2005, la OMS actualizara la lista de
antimicrobianos disponibles, agrupandolos en tres categorias, segiin su
importancia clinica:

14



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
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Mixima prioridad

[— ‘

Gran prioridad

| Muy importantes

| Importantes

Esta categorizacion demuestra la importancia que supone la resistencia
a los antimicrobianos para los sistemas de salud publica a nivel mundial,
y por ende para la preservacion del bienestar humano. Con ella, se busca
garantizar que estos medicamentos, y en especial los de importancia
critica se utilicen de forma prudente, a fin de preservar su eficacia en
clinica humana, dadas las consecuencias nefastas que tendria la pérdida
de eficacia de los mismos.

El temor manifiesto por los organismos internacionales no es infundado,
dado que muchos antimicrobianos autorizados para ser utilizados en
medicina veterinaria son moléculas idénticas o muy similares a las
indicadas en clinica humana, por lo que su mal manejo o uso irracional
en la cria de animales destinados al consumo humano, supone un riesgo
para la preservacion de su eficacia.

Para la ubicacién de los antimicrobianos en cada una de las categorias
anteriores, se tomé como base el cumplimiento de los criterios C1 y C2
y las priorizaciones P1, P2 y P3. Donde C1 hace referencia a las familias
de antimicrobianos considerados como la tinica o una de las pocas alter-
nativas disponibles para el tratamiento de infecciones bacterianas graves en
medicina humana; C2 a las familias de antimicrobianos utilizados para
tratar infecciones causadas por bacterias cuya fuente de transmision no es
humana, o que pueden adquirir genes de resistencia a partir de fuente dis-
tinta a la humana; y los criterios de priorizacion P1 a P3, a los antimicro-
bianos de frecuente prescripcién en pacientes con enfermedades bacte-
rianas graves en entornos de atencion sanitaria, para las que se constitu-
yen en la tinica o una de las pocas alternativas de tratamiento (P1), que su

15
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empleo podria favorecer la seleccion de resistencias (P2) o que, por el con-
trario, corresponden a alternativas terapéuticas para tratar infecciones
resistentes en humanos, cuya fuente de transmisién es no humana (P3).

De acuerdo con los criterios y priorizaciones mencionadas, la lista

publicada por la OMS, y actualizada

en 2017 referente a las exigencias

que deben cumplirse en cada categoria, son las siguientes:

Maxima prioridad

(Cumplen C1, C2;

Muy importantes
(Cumplen Clo'C2;

priorizaciones no apllcan)

Irnportantes
(No cumplen criterios;
| priorizaciones no aplican)

P1, P2 y P3)

Gran prioridad

(Cumplen C1, C2; v

una o dos de las

priorizaciones)

Los antimicrobianos disponibles para combatir infecciones en clinica
humana quedaron clasificados de la siguiente manera:

Muy lmportantes
Amidinopenicilinas, Anfenicoles,
Cefalosporinas — 1% y 2" generaci6n-,
Cefamicinas, Lincosamidas, Penicilinas —
Antiestafilocécicas, Acidos pseudoménicos,
Riminofenazinas, Antibacterianos
esteroideos, Esl:epmg_ratzﬁn'_as,
Sulfonamidas, Inhibidores de la
dihidrofolato-reductasa y Combinaciones,
Sulfonas, Tetraciclinas)
Importantes
(Aminociclitoles, Polipéptidos ciclicos,
Nitrofurantoinas, Nitroimidazoles,
Pleuromutilinas)

_=}

Mixima pl ioridad
(Cefalosporinas - -racion-
, Glicopéptidos, Macrolidos y

Cetolidos, Polimixinas, Quinolonas)
b )

Gran prioridad
(Aminoglucosidos, Ansamicinas,
Carbapenémicos y otros penémicos,
Glicilciclinas, Lipopéptidos,
Monobactamicos, Oxazolidinonas,

s — naturales,

ntipseudomonales-,

rivados del acido fosfonico,
Farmacos solo para tratar tuberculosis

u otras micobacterianas )
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Como se puede observar, el panorama del control de bacterias multifar-
maco-resistentes en medicina humana es un desafio que requiere de la
participacion y el compromiso de los distintos sectores involucrados en
su uso, incluidos el agricola y el pecuario, considerando que la cadena
alimentaria constituye una de las principales fuentes de trasmision de
bacterias y residuos de antimicrobianos.

En forma similar a los antimicrobianos, la presencia de residuos de
plaguicidas en los alimentos representa un importante riesgo para la
salud humana. Estas sustancias, frecuentemente utilizadas en el control
de plagas que atacan a los cultivos, también poseen amplia aplicacion
en la cria intensiva de animales, donde se utilizan para controlar
ectoparasitos que comprometen el bienestar animal. La exposiciéon a
estas sustancias, a través de piensos contaminados y/o soluciones topicas
(aspersion, banos y aerosoles), conduce a la presencia de sus residuos en
los alimentos. Los danos que pueden causar a la salud humana, van desde
diabetes, alteracién endocrina, trastornos neurolégicos y sensoriales,
hasta genotoxicidad y carcinogénesis.

Para proteger la salud del consumidor y garantizar la inocuidad de los
alimentos, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO),
Codex Alimentarius, Comision Europea y la Agencia de Proteccion del
Medio Ambiente (EPA), han establecido el Limite Maximo de Residuos
(LMR) permitidos segun el tipo de sustancia de uso veterinario, tipo
de animal y tejido diana; sin embargo, este valor no garantiza que la
presencia del residuo veterinario no ejerza un efecto negativo sobre el
alimento, ni cémo tal efecto pueda repercutir en la asimilacion por parte
del consumidor o en la amenaza a su salud.

Ante la problematica descrita, en los dltimos anos nuestras investiga-
ciones han tenido dos enfoques: desarrollar y validar métodos analiticos
basados en el uso de extraccion en fase solida acoplada a cromatografia
liquida (SPE-LC-DAD) para determinar residuos de fluoroquinolonas y
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plaguicidas en carne y leche bovinas; y evaluar el efecto de concentracio-
nes en torno al LMR de esas sustancias sobre la carbonilacién proteica,
valorando su capacidad para afectar la calidad de estas, y su impacto so-
bre la solubilidad y digestibilidad de las mismas.

En este sentido, en los siguientes capitulos hemos discriminado: los
retos que caracterizan el desarrollo de métodos analiticos utiles en la
determinacion de residuos de fluoroquinolonasy plaguicidas en este tipo
de matrices; los desafios en el desarrollo de modelos in vitro para evaluar
el efecto de concentraciones préximas al LMR de cada sustancia, sobre la
carbonilacién de proteinas; y la valoracion de la carbonilacion inducida,
sobre aspectos como la solubilidad y digestibilidad de las proteinas
de interés. Esto, considerando que el elevado contenido proteico de
estos alimentos y su “aporte a la nutricién humana” son pardmetros
determinantes en la decisién de compra de un consumidor.

18



Capitulo 1

Aspectos generales
relacionados con los
antibiéticos y plaguicidas

Erika Rodriguez Cavallo
Dario Méndez Cuadro







Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

1.1. Tendencias del consumo en produccion animal

Los antibidticos (o antimicrobianos, en sentido general) son sustancias
que se utilizan en el tratamiento de patologias infecciosas causadas por
microorganismos. Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexan-
der Fleming en 1928, estas sustancias han contribuido de manera nota-
ble a mejorar la salud, tanto de los seres humanos como de los animales.

Los primeros antibidticos empleados en medicina humana y veterinaria
eran de origen natural, producidos por microorganismos (hongos o
bacterias). Hoy en dia, se producen de forma sintética o semisintética
mediante modificacién quimica de aquellos de origen natural. Asi,
el término antibidtico hace referencia a cualquier sustancia quimica,
de origen natural o sintético, capaz de frenar el desarrollo de
microorganismos patdgenos por su accién bacteriostatica o de causar la
muerte de los mismos por su accién bactericida [1].

La comunidad cientifica ha manifestado en los Giltimos anos gran preocu-
pacion por el alarmante incremento de bacterias patégenas multifairma-
co-resistentes [2, 3]. A nivel global, la resistencia a los antibi6ticos se
identifica como un problema que amenaza la efectividad de tratamientos
en humanos, cria de animales, agricultura, medio ambiente, comercio vy,
en definitiva, la economia mundial. Se estima que de no tomarse medi-
das con caracter urgente, en aproximadamente 35 anos los decesos por
infecciones causadas por este tipo de bacterias pasara a ser la primera
causa de muerte, por encima del cancer [4].

A pesar de este panorama, numerosas publicaciones cientificas eviden-
cian la relacion entre el uso indiscriminado de antimicrobianos en ani-
males y la aparicidn de cepas bacterianas resistentes. No es desconocido
que desde varios anos atras, la cria intensiva de animales viene haciendo
uso de estas sustancias, no solo con el fin de mantener su bienestar, sino
también como promotores del crecimiento, especialmente en la cria de
ganado bovino, porcino y aves de corral.

21



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

Aunque existen diversas hipdtesis asociadas al efecto de los antibiéticos
sobre la promocién del crecimiento animal, que van desde la supresion de
enfermedades, supresion de bacterias comensales, promocion de la sintesis
de vitaminas y factores de crecimiento hasta reduccién de la movilidad
intestinal, atin se desconoce claramente el mecanismo por el que estas
sustancias actian cuando se administran con esta finalidad; no obstante, al
suministro de dosis subterapéuticas por largos periodos de tiempo se sigue
atribuyendo la ganancia acelerada de peso en el animal. Esta practica es
tan marcada entre los sistemas productores, que se ha llegado a establecer
que el consumo de antibio6ticos destinado a la alimentacién animal supera
significativamente al dirigido a terapia humana.

El uso de antibiéticos como promotores de crecimiento se considera ile-
gal en paises miembros de la Unién Europea, pero legal en Estados Uni-
dos y la mayoria de paises en via de desarrollo, despertando la preocu-
pacién de organismos internacionales, al punto de recomendar su vigi-
lancia y control, dada la evidente amenaza que esta practica representa
para la medicina humana. Esta situacion pone de relieve la necesidad
de armonizar las legislaciones y establecer estrategias que se adopten
a nivel mundial para reducir el uso de antimicrobianos en medicina hu-
mana, veterinaria, produccién animal y proteccion de cultivos, de modo
que pueda construirse un cerco que limite la velocidad con que aparecen
los problemas de resistencia en clinica humana, en tanto se desarrollan
nuevas alternativas terapéuticas.

En consonancia con estas intenciones, algunos autores manifiestan que
el impacto positivo de emplear antimicrobianos en la cria de animales
es tan bajo, que los beneficios marginales generados no se verian
compensados frente al costo que significaba la adquisicion de este tipo
de sustancias, ademas estos concluian que mejoras en las condiciones de
vida de los animales permitian los mismos beneficios sin incurrir en las
implicaciones del uso de antimicrobianos durante la cria [5]. Este ejercicio
ha sido realizado en paises escandinavos, donde se ha demostrado que es
posible reducir hasta en un 58% el empleo de este tipo de sustancias en
el sector pecuario, sin que se observen mermas en la produccion.
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Lamentablemente, este comportamiento no es el generalizado, pues se
estima que solo en el ano 2010, se consumieron aproximadamente 63.000
toneladas de antibiéticos, empleados en la cria de cabezas de ganado a
nivel mundial [6]. De este modo, se proyecta que para el ano 2030, cuando
el crecimiento de la poblacion mundial generara una alta demanda sobre
este tipo de productos, asegurar su disponibilidad conllevara el consumo
de al menos un 60% mas, equivalente a unas 105.000 toneladas [7].
En ese periodo de observacién, se identifica a China, Estados Unidos,
Brasil, Alemania, India, México, Indonesia, Myanmar, Nigeria, Pert y
Filipinas como los paises que seguiran destinando la mayor cantidad de
antibidticos en la cria de animales.

Ya sea que la finalidad de uso de antimicrobianos sea terapéutica,
profilactica o como promotor de crecimiento, su administraciéon en
la cria intensiva de animales de granja y acuicultura puede dar lugar a
la presencia de residuos de estas sustancias, o sus metabolitos, en los
alimentos de origen animal. El consumo de alimentos contaminados
puede desencadenar procesos alérgicos en las personas u otras patologias,
y contribuir a la seleccién de bacterias farmaco-resistentes en el
intestino humano, si no se respetan las indicaciones de administracién o
los tiempos de espera recomendados para los animales que estan siendo
medicados. Ademas, desde el punto de vista ambiental, la bioacumulacién
de antibioticos en los residuos ganaderos como estiércol, purines, etc.
puede originar problemas medioambientales de contaminacién de aguas
y suelos [8].

En 2017, en el marco de los programas de control de residuos de
medicamentos en alimentos de origen animal, llevados a cabo en la
Union Europea, se analizé en total 109.260 muestras para determinar
la presencia de residuos de antibidticos, identificandose 284 (0,26%) no
conformes [9]. En la mayoria de los casos, la aparicién de estos residuos se
atribuye al abuso, mala practica en la administracién de estas sustancias
o la no observancia de los tiempos de retiro. Por ello, la determinacién
de residuos de antimicrobianos en alimentos ha despertado un creciente
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interés entre los organismos internacionales de salud y la comunidad
cientificainternacional,quealafechahapublicado centenaresdearticulos
reportando nuevos métodos analiticos utiles para la determinacién de
estas sustancias, entre otras.

Los sistemas de salud publica mundiales, la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) reconocen que el problema de la presencia de residuos
en alimentos de origen animal se ha agravado por la globalizacion del
mercado alimentario, cuyo comercio precisa la armonizaciéon de las
leyes que controlan su venta y adquisicién, de modo que se garantice la
seguridad y calidad de los alimentos a escala mundial [10].

Lamentablemente, la flexibilidad en los sistemas regulatorios de varios
paises dificulta la esperada armonizacién, por lo que la situacion actual
muestra que muchos de los antimicrobianos de primera elecciéon en
clinica humana han perdido su efecto y la resistencia bacteriana avan-
za a un ritmo mayor que la investigacion dirigida al descubrimiento de
nuevas alternativas terapéuticas. El elevado nimero de reportes interna-
cionales permite identificar un nimero creciente de bacterias patdégenas
resistentes, evidenciando la velocidad con que pierden eficacia los anti-
microbianos disponibles para tratarlas. Infecciones frecuentes como las
urinarias y aquellas relacionadas con la enfermedad diarreica dan cuen-
ta de ello. Por ejemplo, entre los reportes de 33 paises, ciprofloxacina,
una fluoroquinolona de amplio espectro, utilizada en el tratamiento de
infecciones urinarias, mostré una tasa de resistencia que vari6 entre 8,4
y 92,9%. Este panorama es atiin mas desalentador ante las condiciones
de la actual pandemia por COVID-19, ya que se reporta un uso inade-
cuado de antimicrobianos, bien por inconvenientes relacionados con la
automedicacion, o por su prescripciéon como tratamiento o profilaxis, en
pacientes con un estado moderado de evolucién de la infeccion, opuesto
a lo sugerido por organismos internacionales [11].

24



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

Como se muestra en la Tabla 1.1, a pesar de los avances cientificos,
tecnologicos y a la mejora general de los sistemas de produccién y
de control alimentarios, la presencia de contaminantes de origen
microbiolégico o quimico en los alimentos sigue planteando numerosos
problemas sanitarios en la actualidad, tanto para paises desarrollados
como en vias de desarrollo.

Tabla 1.1 Ejemplos de algunos agentes microbioldgicos y quimicos presentes
en alimentos.

Microorganismos patégenos

Agentes zoonoticos que pueden entrar en la cadena alimentaria (Brucella,
Salmonella sp, priones)

Transmitidos por alimentos (Listeria monocytogenes, Trichinella, Toxoplasma
gondii, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, E. Coli 0157:H7, Vibrio
vulnificus)

Emergentes (Salmonella enteritidis, virus de hepatitis A, virus de Norwalk y
semejantes)

Resistentes a los antimicrobianos (Salmonella typhimurium DT104)

Contaminantes quimicos

Sustancias toxicas presentes de forma natural (biotoxinas marinas,
micotoxinas)

Ambientales o industriales (mercurio, plomo, bifenilos policlorados,
dioxinas, radionucleidos)

Residuos de plaguicidas, medicamentos veterinarios y agentes
desinfectantes

Sustancias téxicas transmitidas por contacto alimento-envase u otros
materiales

Alérgenos, disruptores endocrinos

Paralelo a los inconvenientes derivados del uso de antimicrobianos en
cria intensiva animal, se encuentran los proporcionados por el uso de
plaguicidas. Como quiera que se trata de sustancias identificadas como
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nocivas al hombre, su presencia en el alimento crea una condicién ain
mads critica que la de los antimicrobianos, haciendo atin més urgente la
necesidad de armonizar las leyes del comercio internacional alimentario
para este tipo de sustancias. Este es un interés atin mayor, si se considera
que grupos sensibles de la poblacién, como los ninos, mujeres en
embarazo y personas de la tercera edad, se identifican como los mayores
consumidores de proteinas de origen animal, dadas sus necesidades
nutricionales.

Aligual que con los antimicrobianos, la comunidad cientifica ha aportado
evidencia suficiente sobre la presencia de residuos de plaguicidas, como
los organoclorados, organofosforados y piretroides, en alimentos de
origen animal. Un andlisis de la informacién disponible permite observar
que el nivel de concentracion de estos residuos varia en funcién del
tejido animal, tipo de sustancia y lugar de procedencia del alimento,
evidenciando los problemas de la falta de armonizacion y las dificultades
para un comercio alimentario seguro.

El uso constante, excesivo e irracional de antimicrobianos y plaguicidas
ejerce un impacto en:

e Salud ptiblica, al asociarse a patologias como cancer, alteracién endo-
crina, comportamiento neurolégico deficiente en humanos y anima-
les, diabetes y enfermedades inmunologicas;

e FEconomia, al bloquear las transacciones comerciales por incumpli-
miento aduanero, limitar el comercio y la competitividad de paises
poco tecnificados, cuya condicién empeora gracias a deficientes pro-
gramas de vigilancia y control gubernamentales, e irbnicamente, pér-
didas econémicas derivadas de la aparicion de organismos resistentes
que enferman y matan a los animales, disminuyendo la productividad;

e Medio ambiente, derivado bien sea de la eliminacion de la molécula
original y/o sus metabolitos por la orina, heces o secreciones animales
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como la leche; o bien de los excesos provocados por su aplicaciéon
mediante aspersion, llegando al suelo o fuentes de agua donde
pueden persistir o degradarse afectando el ecosistema. Una practica
habitual es la compra de heces obtenidas de la ganaderia intensiva,
conocida como “gallinaza”, para ser utilizada como alimento para el
propio ganado o fertilizante de suelo, conduciendo a la contaminacién
medioambiental y el deterioro de la calidad del alimento animal para
consumo humano.

Con el objeto de preservar y garantizar la eficacia de los antimicrobianos
en medicina humana, y de controlar el uso de plaguicidas en la
produccion de alimentos, el cddex alimentario y los entes regulatorios
del comercio internacional, acordaron una concentracién maxima a la
que es permitido encontrar residuos de estas sustancias en alimentos
de origen animal destinados al consumo humano. Este valor se conoce
como el Limite Maximo de Residuo (LMR) , establecido por familia de
antimicrobianos y plaguicidas, y en funcion del tipo de animal y tejido
diana; asimismo, se establecieron los tiempos de espera que deben
observarse entre el tratamiento aplicado al animal y su sacrificio o uso de
un derivado (leche) para evitar la presencia de residuos en los alimentos,
de modo que se puedan garantizar niveles técnicamente seguros de estas
sustancias en los alimentos [12, 13].

En la actualidad, los residuos de antimicrobianos no estan regulados para
alimentos procesados, como es el caso de los alimentos infantiles. Esta
situacion es especialmente preocupante en el caso de preparados para
lactantes y ninos menores de dos anos, para los que la leche constituye
el inico o uno de los principales soportes nutricionales; por lo tanto, es
vital garantizar su inocuidad, ya que no es facil prever las consecuencias
de una exposicion cronica a un coctel de estas sustancias en una etapa
tan sensible de la vida humana.

De momento, solo se ha establecido una regulacién para residuos de pesti-
cidas y micotoxinas en leches de formula infantil y cereales infantiles [14].
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Por otra parte, la presencia de residuos de antibidticos y plaguicidas en
aguas residuales, de rios y otras corrientes superficiales, los categoriza
entre los denominados contaminantes emergentes, al ser compuestos
que se vierten en el agua y no poseen una regulacién que vigile ni controle
su presencia en este tipo de muestras ambientales, suponiendo, por
tanto, un problema sanitario y ambiental [15, 16]. Los antimicrobianos
a diferencia de otros contaminantes prioritarios, presentan efectos
farmacolégicos incluso a bajas dosis y su concentracién en los distintos
compartimentos medioambientales puede variar dependiendo de factores
como los estacionales [16]. Asi, todos los aspectos relacionados con la
presencia, transporte y degradacion de antibiéticos, o sus metabolitos en
el medioambiente, se han convertido en prioritarios para la comunidad
cientifica y las autoridades competentes.

Ante este panorama los organismos mundiales han trazado estrategias
dirigidas a racionalizar el uso de estas sustancias, tanto en medicina
humana como en veterinaria, pues de seguir al ritmo con que aparecen
las pérdidas de eficacia, en tiempos donde se han celebrado tantos
avances en medicina diagnoéstica y de tratamiento, la vida humana se
esta viendo amenazada por la presencia de microorganismos altamente
resistentes que aun pueden ser adquiridos en quiréfanos, y ante muchos
de los cuales no se cuenta ya con alternativas terapéuticas.

La implementacién de programas de vigilancia y control que regulen la
presencia de estas sustancias en los alimentos son fundamentales para
enfrentar estos inconvenientes. Estos programas requieren disponer
de metodologias analiticas sensibles, sencillas y de bajo coste (aspecto
muy importante en paises en vias de desarrollo), que permitan realizar
controles rutinarios de este tipo de sustancias, tanto en alimentos como
en el medioambiente. Por tanto, el enfoque de nuestras investigaciones
en los ultimos anos se ha dirigido tanto al desarrollo de estos métodos,
como a evaluar el impacto que la presencia de dichos residuos puede
provocar sobre la calidad de las proteinas mayoritarias de alimentos de
origen animal destinados al consumo humano.
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1.2. Caracteristicas generales de los antibioticos

El origen de la palabra antibidtico viene del griego “anti” (contra) y “bios”
(vida). Un antibidtico es una sustancia producida por un microorganismo
(hongos filamentosos, bacterias y actinomicetos), que tiene la capacidad
de inhibir el desarrollo de ciertos microorganismos patdgenos por
su accion bacteriostatica, o de causar la muerte de ellos por su accién
bactericida. En la actualidad, esta definicion se ha extendido con el
fin de incluir no solo las sustancias de origen natural sino también los
derivados semisintéticos y quimioterapicos que se obtienen por sintesis
quimica, con los que se persigue extender el espectro antimicrobiano,
reducir la toxicidad para el paciente y/o combatir la resistencia.

Normalmente, un antibiético es un agente inofensivo para el huésped,
aunque, ocasionalmente, puede producir una reacciéon adversa al me-
dicamento (alergia) o afectar la microbiota.

La disponibilidad de los antibi6ticos ha sido uno de los logros mas
importantes de la medicina moderna, si se considera su papel en la
prevencién, cura y disminucion de la transmision de determinadas
enfermedades infecciosas. Su inclusién dentro del arsenal terapéutico
consiguié una disminucion significativa de la morbilidad y mortalidad
asociadas a enfermedades devastadoras hasta hace algunos anos.

La era de los antibiéticos comenzdé en los anos 30 con la introduccién
de las sulfonamidas, y continud6 con la aplicacién de la penicilina en los
anos 40. Al éxito clinico de esta ultima, siguié una busqueda intensiva
de nuevos compuestos. Asi, durante los anos 40 y hasta comienzos de los
70, el desarrollo y la produccion de nuevos antibiéticos se increment6 de
forma exponencial. Entre los compuestos con mayor éxito antimicrobiano
destacan los B-lactamicos, glicopéptidos, aminoglucésidos, cloranfenicol,
tetraciclinas y macrélidos.

A partir de los anos 70 se produjo un declive en la busqueda de nuevos
compuestos. De esta forma, pasaron casi 30 anos hasta la aparicion de
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un nuevo grupo de antimicrobianos: las oxazolidinonas, compuestos
sintéticos que se empezaron a comercializar en el ano 2000 [17].

A modo de resumen, la Figura 1.1 muestra un diagrama con las fechas
aproximadas de la introduccién en la préctica clinica de diversos grupos
de antibidticos.

Tetraciclinas, Macralidos, Lincosamidas, Cycloserinas,
sptidos, Rifamicinas, Polipeptidos, Nitroimidazoles

@ Sulfonamidas

Figura 1.1 Linea de tiempo de los antibidticos. Se muestran las décadas en que
se introdujeron las familias de antibioticos utilizados en la practica clinica.

1.2.1. Mecanismos generales de accion antibidtica

La accion de los antibidticos afecta directamente algunos componentes
esenciales de la multiplicacion celular, o estructuras celulares necesarias
para el mantenimiento de la vida de la bacteria. Dentro del amplio
grupo de antibiéticos unos en particular inhiben transitoriamente el
crecimiento bacteriano (bacteriostaticos), mientras que otros ejercen
una accién letal para la bacteria (bactericidas), aunque los limites de
ambos conceptos se consideran en la actualidad un tanto difusos. Una
de las clasificaciones mas utilizadas se basa en la diana molecular sobre
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la que actdan. Asi, como se muestra en la Tabla 1.2, se establecen cuatro
grupos principales [18], cuyas caracteristicas se resumen a continuacién:

1. Inhibidores de la sintesis de la pared celular.

Los antibioticos de este grupo acttian interfiriendo en distintas etapas
de la biosintesis de peptidoglicanos, elementos esenciales de la pared
celular bacteriana, bien sea intracelularmente como en el caso de la
fosfomicina y la D-cicloserina, o extracelularmente como ocurre con
los B-lactdmicos, que interaccionan con las proteinas encargadas del
ensamblaje del peptidoglicano. En ultimo término, los defectos de la
pared celular provocan la lisis celular y muerte bacteriana. Por eso
los antibidticos de este grupo son considerados como bactericidas. En
la Figura 1.2 se ilustran algunas de las principales estructuras de los
B-lactdmicos mas usados.

Tabla 1.2 Clasificacion de los antibi6ticos segtin su modo de accién.

Grupo

.. . Ejemplos Diana molecular
antimicrobiano

Inhibidores de la pared celular

Penicilina G

. Ceftriaxona Proteinas de unién
B-Lactamicos . o
Imipenem a penicilinas
Aztreonam
s .. Precursores de
Glicopéptidos Vancomicina
la pared celular
Fosfonatos Fosfomicina Enolpiruvato-transferasa

Inhibidores de la sintesis proteica

Gentamicina

Aminoglucésidos Estreptomicina Subunidad ribosomal 30S

Kanamicina
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Tetraciclinas Doxiciclina Subunidad ribosomal 30S
Macrolidos Eritromicina Subunidad ribosomal 50S
Lincosamidas Clindamicina Subunidad ribosomal 50S
Anfenicoles Cloranfenicol Subunidad ribosomal 50S

Inhibidores de los acidos nucleicos

Sulfonamidas Sulfonamida Sintesis de acido f6lico
Trimetoprima Trimetoprima Sintesis de acido félico
Quinolonas Ciprofloxacina ADN-girasa,
topoisomerasas
Rifamicinas Rifampicina ARN-polimerasa

Antibidticos que afectan a la integridad de la membrana citoplasmica

Polimixinas Polimixina E (colistina) Membrana celular
Monensina
Ionéforos Lasalocida Membrana celular
Salinomicina
o)
e
HN HN
5.,
s cH, S
A B AN B/'l (o] o]
Y N Hsy o NN
o l 4
— . H'\
9] HO" -0
HO
Penicilinas _ Cefalosporinas Carbapenémicos
(Acido 6-aminopenicilanico) (Acido 7a-cefalosporinico) (Carbapenemo)

Figura 1.2 Estructuras de algunos antibiéticos B-lactdmicos. Las imagenes
muestran los sistemas biciclicos para tres tipos de antiobiéticos p-lactamicos,
con el nombre de su nicleo entre paréntesis. Note que todos contienen un anillo
heterociclico de cuatro &tomos (A), denominado B-lactam-azetidinona. El anillo
(B) fusionado al primero es propio de cada tipo de pB-lactamico.
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2. Inhibidores de la sintesis proteica.

Se trata de uno de los procesos mas frecuentemente afectados por la
accion de los antimicrobianos. La diana molecular de estos antibioticos
son los ribosomas. La inhibicion selectiva de estos macro-complejos
supramoleculares de ARN y proteinas es posible gracias a las diferencias
estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas.

La unién del antimicrobiano al ribosoma ocasiona una parada en la tra-
duccién del ARN mensajero, o inhibiciéon de la transpeptidasa, lo que
impide la sintesis de proteinas. La interferencia puede producirse con
la subunidad ribosémica 30S (aminoglucdsidos y tetraciclinas) o con la
subunidad 50S (cloranfenicol, macrélidos, axazolidinonas y lincosami-
das). La mayoria de los antibiéticos de este grupo tienen actividad bac-
teriostatica, aunque los aminoglucésidos se comportan como bacterici-
das. La Figura 1.3 muestra las estructuras quimicas de los principales
antibioticos inhibidores de la sintesis de proteinas bacterianas.

NH;

b) Tetraciclinas

il Estreptosa
We H OH OH
Ty & cl
W on O A HN\H/I\CI
OH meHN N-Metil-L-glucosamina b
HO OH 0 0
A OH a) Estreptomicina ¢) Cloranfenicol

Figura 1.3 Estructuras de algunos antibidticos inhibidores de sintesis proteica. Las
imagenes muestran la estructura de: (a) el aminoglicésido estreptomicina; (b) el
nucleo de las tetraciclinas y (c) el cloramfenicol. Aunque los tres antibi6ticos poseen
el mismo tipo de efecto sobre la sintesis proteica, su variedad estructural impone
retos analiticos al momento de su determinacion en los métodos multiclase.
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3. Inhibidores de la sintesis de dcidos nucleicos.

Los antibidticos de esta clase inhiben alguno de los componentes
esenciales que participan en la sintesis de los acidos nucleicos. Dentro
de este grupo se incluyen las rifamicinas y quinolonas, que actdan sobre
enzimas que participan en los procesos de transcripcion y replicacion,
asi como los nitroimidazoles y nitrofuranos que actdan directamente
sobre el ADN. En el caso de las quinolonas (Figura 1.4), estas inhiben la
accion de las enzimas topoisomerasas II (ADN girasa) y IV, encargadas de
controlar el superenrollamiento y desenrollamiento del ADN.

|
!
E
.
NORFLOXACIN (NOR) : CIPROFLOXACIN (CIPRO)
i ]
.
.
{
[

f : ) | cooH
F /COOH:_______"______"____________: ~ ~y
J( N N . _‘ W
N A )
H,C

DANOFLOXACIN (DANO)

Figura 1.4 Estructuras de algunos antibiéticos inhibidores de sintesis de 4cidos
nucleicos. (a) Nucleo base de las fluoroquinolonas, bactericidas con mayor
potencia y amplio espectro antimicrobiano; y la estructura de las principales
FQs utilizadas en medicina humana (CIPRO, NOR) y veterinaria (DANO, ENRO).

4. Antibidticos que afectan a la membrana citopldsmica.

La membrana citoplasmica es vital para todas las células ya que controla
la composicién del medio interno celular. Los antibidticos de este grupo
afectan a la organizacion estructural de la membrana, desorganizandola
o aumentando su permeabilidad. A este grupo pertenecen las polimixinas
y los iono6foros (Figura 1.5).
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En resumen, se consideran bactericidas los antimicrobianos que actian
inhibiendo la sintesis de la pared celular, alterando la membrana
citoplasmatica o interfiriendo en algunos aspectos del metabolismo del
ADN, y bacteriostaticos los que inhiben la sintesis proteica, excepto los
aminoglucdsidos.

HZN

f/_)LNH HN_Q Néjg 2 C
il

OH NH,

a. Monensina Ty e
b. Polimixina E (colistina)

Figura 1.5 Estructuras de algunos antibi6ticos que afectan la membrana citoplas-
mica. a. Estructura de la monensina un antibiético del grupo de los ionoforos. b.
Estructura de la polimixina E, un antibiético del grupo de las polimixinas.

1.3. Uso de antimicrobianos en medicina veterinaria

En los ultimos 50 afos la cria intensiva de animales destinados a la
produccion de alimentos para consumo humano se ha vuelto mas
eficiente, gracias a factores como la medicina veterinaria preventiva, la
seleccidon genética y las mejoras introducidas en la nutricién y la gestion
de las explotaciones ganaderas.

Este modelo de cria aplicado a numerosas explotaciones ganaderas, se
caracteriza por concentrar un gran nimero de animales en un espacio
reducido (Figura 1.6). En estas condiciones las infecciones pueden danar
seriamente la productividad de la explotacién, gracias a la velocidad
con que puede diseminarse entre los animales confinados, provocando
precarias condiciones de salud en estos.
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En este tipo de explotaciones, en las que tratar a cada individuo por
separado es practicamente imposible, gana mucha importancia la adicién
de antibioticos y otros medicamentos al pienso o al agua de bebida para
prevenir enfermedades o en caso necesario, tratar a toda la poblacion
animal. Desde el punto de vista de las “buenas practicas veterinarias”, el
uso de antimicrobianos es una cuestién importante, ya que contribuye
al bienestar animal, facilitando el control de las enfermedades y la
rentabilidad de las explotaciones ganaderas.

Figura 1.6 Modelos de cria intensiva de animales de granja.
1.3.1. Fines de su administracion

Los antibioticos se utilizan con diversos fines en medicina veterinaria.
En primer lugar, al igual que sucede en medicina humana, se utilizan
como agentes terapéuticos para el tratamiento de determinadas
enfermedades infecciosas, o también pueden ser usados con fines
profilacticos para la prevenciéon de enfermedades en animales
individuales o grupos de estos, aplicAndose dosis subterapéuticas del
agente antimicrobiano. Gracias a este tipo de practica, ha disminuido
por ejemplo, la incidencia de la mastitis en el ganado vacuno, sin
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embargo, su administracién es una de las principales causas de la
presencia de residuos antimicrobianos en la leche.

La utilizacién de antibidticos en las practicas veterinarias también
puede tener una vertiente zootécnica, directamente relacionada con la
estimulacion de la produccion animal (como el aumento del indice de
fertilidad y la tasa de reproduccién, promocién del crecimiento, etc.),
aunque el mecanismo por el cual los antibiéticos favorecen el crecimiento
no esta claramente establecido [19]. En estos casos, se administran dosis
subterapéuticas durante periodos muy prolongados de tiempo, que
pueden afectar la estructura de la poblacién de la microbiota intestinal y
provocar la ganancia de peso del animal [20].

A este respecto, y desde principios del ano 2006, la Unién Europea ha
prohibido el empleo de antimicrobianos como promotores del crecimien-
to (Reglamento 1831/2003/CE) [21]. No obstante, esta practica est4 auto-
rizada en Estados Unidos, Australia y paises en vias de desarrollo. Estas
diferencias en la normativa aplicada en los distintos paises pone de mani-
fiesto la importante controversia que gira en torno a este tipo de uso.

En cualquier caso, el empleo de estas sustancias supone un riesgo poten-
cial para la salud publica, en la medida en que pueden aparecer residuos
de antimicrobianos (o sus metabolitos) en los alimentos obtenidos de
los animales tratados, por lo que se pueden transferir bacterias farmaco-
resistentes de origen animal a través de la cadena alimentaria.

1.3.2. Consecuencias de su utilizacion

Los problemas asociados a la utilizacion de antimicrobianos en las
practicas veterinarias pueden surgir a distintos niveles:

1. Sanitarios.
Clasicamente asociados a reacciones alérgicas que afectan a individuos
sensibles. Las bajas concentraciones de antibioticos alergénicos no alcan-
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zan para sensibilizar pacientes, pero si para desencadenar reacciones
que, aunque en general no son graves, eventualmente pueden llegar a
serlo (anafilaxia).

La toxicidad de los antibiéticos es dificil de demostrar debido a las bajas
concentraciones de este tipo de sustancias. Una clara excepcion es el
cloramfenicol, que a dosis muy bajas es capaz de producir anemia aplasica
irreversible en individuos potencialmente susceptibles. Esta es la razon
por la cual el empleo de este antimicrobiano se ha prohibido en algunos
paises. Sin embargo, el riesgo sanitario mayor que implica la utilizacién
de antibioticos en animales es el desarrollo de resistencias bacterianas,
debido a la seleccion de formas resistentes en el ecosistema huésped,
que una vez transmitidas al hombre, resultan mas resistentes dado que
los humanos consumimos antibiéticos similares a los de uso veterinario.

La ruta principal de transmisién de estos microorganismos patdgenos
resistentes es el contacto directo con los animales que estan siendo
tratados (veterinarios, granjeros, etc.). No obstante, otra via alternativa
mas general es el consumo o manipulaciéon de productos de origen
animal contaminados con flora resistente a los antimicrobianos. Si
bien la antibidticorresistencia proviene principalmente del uso clinico
incorrecto, existen pruebas significativas de la diseminacién de ciertos
géneros de bacterias resistentes desde los animales a los seres humanos
(ej. Salmonella, Campilobacter, Enterococcus) [2].

2. Tecnoldgicos.

La presencia de residuos de antimicrobianos puede afectar las propie-
dades tecno-funcionales de los alimentos; asi por ejemplo, se puede in-
hibir o retardar el crecimiento de las bacterias lacticas necesarias para
la fabricacién de queso y yogur durante su proceso de fermentacion (por
ejemplo, Bifidobacterias, Lactobacillus, etc.). Ello ocasiona mayores costos
de elaboracion y una alteracion del programa de produccién, que implica
una pérdida de rentabilidad para las empresas. Las bacterias lacticas son
sensibles a los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la masti-
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tis, particularmente a la penicilina, la cual solo pierde el 8% de su activi-
dad tras la pasteurizacion de la leche y el 50% con la esterilizacion [22].

Entre los principales problemas que se presentan al procesar leche
con residuos de antimicrobianos estan: la formaciéon de una cuajada
inadecuada durante la elaboracion del queso, lo que induce una
maduracion inadecuada del mismo; la disminucién de la producciéon de
acidez durante el proceso de elaboracién de productos fermentados;y la
disminucién del crecimiento de los cultivos lacticos, cuando se propagan
en leche en polvo reconstituida [23].

3. Analiticos.

Los residuos de antibioticos pueden inhibir el desarrollo de la flora
microbiana que ha contaminado un alimento, y cuando se realiza
el andlisis bacteriologico, la presencia de patdgenos puede pasar
desapercibida. Asi, se produciria un alimento potencialmente peligroso
o de mala calidad bacterioldgica, cuyos patdgenos se desarrollaran una
vez suprimido el efecto inhibidor de los antibi6ticos.

4. Medioambientales.

Actualmente, los antimicrobianos se incluyen dentro del grupo de los
denominados “contaminantes farmacéuticos y productos de higiene
personal” o PPCPs (siglas del inglés: Pharmaceuticals and Personal Care
Pollutants) [24].

Estudios realizados en los ultimos anos en distintos paises han
confirmado la presencia de antibidticos a bajos niveles de concentracion
en el medioambiente (ng.L! - pg.L ') [25]. Su origen puede atribuirse a
distintas fuentes que incluyen:la excrecién enla orina y heces de humanos
o animales tratados; el empleo en acuicultura; el uso de estiércol de
animales tratados como fertilizantes en agricultura; el reciclaje de aguas
previamente empleadas en el riego de cultivos agricolas o la eliminacién
de medicamentos no utilizados o caducados, entre otras [8, 15, 21].
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Existen evidencias de que muchos antibiéticos no se eliminan com-
pletamente en las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR),
cuyos efluentes contaminados se descargan posteriormente a las aguas
superficiales, lo que podria dar lugar a la aparicion de residuos de an-
timicrobianos en agua potable y subterranea [26, 27]. El potencial con-
taminante de los antimicrobianos es evidente, ya que se trata de sus-
tancias concebidas para inducir efectos bioldgicos, por lo tanto, cabe
esperar que tengan algdn tipo de repercusion sobre los organismos
acuaticos, especialmente si consideramos que se trata de contami-
nantes pseudo-persistentes. De hecho, investigaciones recientes apun-
tan a los efectos de los agentes antimicrobianos sobre la eliminacion de
microorganismos beneficiosos, asi como sobre la selecciéon genética de
bacterias daninas presentes en el ambiente.

Sin embargo, a pesar de su importancia ain son muy escasos los
estudios realizados para establecer el impacto medioambiental de los
antibidticos y, en especial, su persistencia en los ecosistemas acuaticos
[28]. Si tenemos en cuenta la naturaleza polar y no volatil de muchos
de ellos (como por ejemplo, el caso de las Quinolonas), es interesante
determinar las peculiaridades de adsorcion y degradacion de cada tipo
de antibiotico para poder evaluar su persistencia en el medioambiente.

1.4. Legislacion y control de residuos de medicamentos
veterinarios en alimentos y medio ambiente

En los altimos anos se ha producido una creciente preocupacion a causa
del empleo de antimicrobianos en la cria de animales destinados a la
produccion de alimentos y su presencia continuada como contaminantes
en el medioambiente.

Tal preocupacion esta relacionada principalmente con su potencial para
favorecer la proliferacion de bacterias farmaco-resistentes. La resistencia
bacteriana es un problema muy grave y de gran interés mundial, y aunque
se produce por mdaltiples causas, algunas de ellas inevitables, se debe
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enfrentar de forma multidisciplinar con el fin de limitar su propagaciény
paliar sus efectos. Este panorama indica la necesidad de ejercer controles
sobre la presencia de residuos de este tipo de sustancias, tanto en
alimentos de origen animal como en el medioambiente.

Por este motivo, se han elaborado procedimientos para evaluar el riesgo
para la salud humana de los residuos de medicamentos veterinarios
administrados alos animales productores de alimentosy en consecuencia,
establecer normas que regulen la utilizacién de los mismos y controlen
su cumplimiento mediante los correspondientes sistemas de vigilancia.

Atal efecto, en algunos paises como Espana se desarrollé el Plan Nacional
de Investigacion de Residuos (RD 1749/1998) [29], cuyo objetivo es
controlar la presencia de residuos de productos zoosanitarios, plaguicidas
y contaminantes ambientales en los alimentos de origen animal, junto
con la verificacion de la conformidad con los niveles permitidos en la
legislacion. Los resultados de los planes son comunicados anualmente a
las autoridades de la Unién Europea por las autoridades nacionales de los
diferentes Estados Miembros.

1.4.1. Marco legal en la Union Europea

La creacién del mercado tinico europeoy la supresion de todas las barreras
comerciales han impulsado el desarrollo de una politica de Seguridad
Alimentaria mas restrictiva y de los correspondientes programas de
vigilancia.

Uno de los instrumentos mas eficaces de los que dispone la Unidon
Europea para garantizar la Seguridad Alimentaria es el sistema de alerta
rapida, de forma que cuando se produce un incidente relacionado con la
Seguridad Alimentaria, el pais afectado debe notificarlo inmediatamente
a la Comision y a los demds Estados Miembros. Ello permite tomar
medidas como la interrupcién de las exportaciones o la retirada de la
venta de los productos afectados.
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Toda la reglamentacion de la Unién Europea referente a los residuos
de medicamentos veterinarios en los alimentos de origen animal ha
sido objeto de un esfuerzo importante de armonizacion, con objeto de
asegurar un mismo nivel de proteccion de la salud en el conjunto de la
Unidén Europea y, por otra parte, eliminar los obstaculos sanitarios para
liberalizar el comercio de alimentos de origen animal.

Uno de los principales documentos legislativos con respecto al empleo
de medicamentos veterinarios es el Reglamento 726/2004/CE [30] que
establece la creacién de la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA),
cuya funcion principal es proporcionar recomendaciones cientificas en
relacién con la autorizacién y supervision de productos medicinales
para uso humano y veterinario. Especificamente, su comité sobre
medicamentos de uso veterinario es el responsable de elaborar los
documentos relativos a la evaluacién de la calidad, seguridad y eficacia
de los medicamentos veterinarios y recomendar los Limites Maximos de
Residuos de los mismos en productos alimenticios de origen animal.

Esta legislacion estd estrechamente relacionada con el Reglamento
470/2009/CE del Parlamento Europeo y del Consejo [31]“por el que se
establecen procedimientos comunitarios para la fijacién de los limites de
residuos de las sustancias farmacolégicamente activas en los alimentos
de origen animal”, derogandose el reglamento que le precedia (2377/90/
CE) y dando lugar a la creacion del Reglamento 37/2010/CE, “relativo a
las sustancias farmacolégicamente activas y su clasificacion por lo que se
refiere a los limites maximos de residuos en los productos alimenticios
de origen animal” [32] y clasifica los medicamentos de uso veterinario en
dos grupos:

e Sustancias autorizadas, que a su vez se discriminan en:
- Sustancias para las que se ha establecido un Limite Mdximo de
Residuo definitivo (Anexo I);

- Sustancias que no requieren un Limite Mdximo de Residuo, dado que
sus residuos no suponen riesgo para la salud humana (Anexo II);
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- Sustancias con un Limite Mdximo de Residuo provisional (Anexo
1D); y

» Sustancias prohibidas:

- Sustancias para las que no puede establecerse limite mdximo alguno
porque sus residuos, sea cual sea su limite, constituyen un riesgo
para la salud humana (Anexo IV).

A partir del 1 de enero de 2000, la Unién Europea prohibi6 la utilizacion
de cualquier sustancia no incluida en los Anexos I, II y III en animales
destinados al consumo humano.

Otro documento importante es el Reglamento 2017/625 “relativo a
los controles y otras actividades oficiales realizados para garantizar la
aplicacion de la legislacién sobre alimentos y piensos, y de las normas
sobre salud y bienestar de los animales, sanidad vegetal y productos
fitosanitarios” [33], cuyo objetivo principal es establecer normas sobre
la realizacion de controles oficiales y su financiacion; las condiciones
que deberdn adoptarse en la UE y que serdn mandatorias para terceros
paises que esperan comercializar alli animales y mercancias; y la
sistematizacion de la informacién que permita la gestién oportuna de
esta y de datos relacionados con los controles oficiales.

Este sistema de informacién es eficiente y su utilidad resalta para
el manejo de los siguientes aspectos, relacionados con animales y
mercancias sujetos a ciertos controles oficiales de la Union:

e Permitir que autoridades gubernamentales responsables del lugar de
expedicién y aquellas responsables de realizar controles oficiales de
animales o mercancias intercambien en tiempo real datos, informa-
cion y documentos relacionados con estos y que circulan entre los
Estados. Como se menciond antes, esto, solo para aquellos productos
cuya comercializacién dentro de la Unién estén sujetas a requisitos o
procedimientos especificos preestablecidos en sus normas.
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e Permitir que autoridades gubernamentales responsables del lugar
de expedicion y aquellas responsables de realizar controles oficiales
de animales o mercancias intercambien en tiempo real datos,
informacién, documentos relacionados con estos y resultados de
controles realizados en los animales y mercancias exportados, en los
que apliquen las normas de la Unién en relacién con expedicion de
certificado de exportacion.

e Permitir que las autoridades gubernamentales competentes, ubicadas
en puestos fronterizos y aquellas responsables de realizar controles
oficiales de animales o mercancias intercambien en tiempo real
datos, informacion, documentos relacionados con estos y resultados
de controles realizados.

e Permitir el intercambio de informacién y datos con las caracteristicas
ya mencionadas en los anteriores apartados, entre las autoridades
ubicadas en puestos fronterizos con autoridades aduaneras y aquellas
encargadas de realizar los controles de animales o mercancias que
pretenden su ingreso en la Unidn y cuyo origen son terceros paises.

Las caracteristicas y validacién de los métodos analiticos empleados en la
determinacién de residuos de medicamentos veterinarios en alimentos de
origen animal se describen en la Decisiéon 2002/657/CE [34]. Esta incluye
algunos requisitos adicionales para los métodos confirmatorios, con el
fin de obtener una identificacién inequivoca de los residuos analizados.

Ademas, la Unidén Europea tiene la responsabilidad de asegurar que los
productos alimenticios importados desde terceros paises (generalmente
la Unién Europea importa cada ano mas de un 50% de los productos
alimenticios que consume) ofrezcan las mismas garantias de seguridad
que los producidos en sus Estados Miembros. La entrada de productos
de origen animal procedentes de terceros paises dentro del territorio
comunitario, comporta entre otros, el cumplimiento de los siguientes
requisitos: que el pais figure en una lista de paises autorizados
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previamente por la Unién Europea para la importacién [35] y que los
productos provengan de un establecimiento autorizado por la Unidén
Europea en su pais de origen.

Con respecto a la legislacion disponible para el control de residuos
de contaminantes en medioambiente, desafortunadamente a dia de
hoy, no existe ninguna disponible que establezca los limites méximos
recomendables de antimicrobianos en muestras medioambientales.

Por su parte, la presencia de residuos de plaguicidas también posee una
serie de Reglamentos que regulan su presencia, no solo en alimentos de
origen animal, sino también vegetal, los cuales buscan controlar y evaluar
el grado de exposicion al que puede estar sometido un consumidor
frecuente del alimento.

Entre los principales documentos regulatorios destacan:

» Reglamento de ejecucion (UE) 2020/585 de la Comisién de 27 de abril
de 2020. Este se encuentra enfocado a la regulaciéon de un programa
plurianual coordinado de control de la Uni6n, cuya finalidad es
garantizar el cumplimiento normativo respecto a los limites maximos
de residuos permitidos en alimentos de origen animal o vegetal y
cuyo destino sea el consumo humano. Asimismo, valorar el grado de
exposicion de los consumidores a estos residuos [36].

* Reglamento de ejecuciéon (UE) 2019/533 de la Comision de 28 de
marzo de 2019, relativo a un programa dirigido a garantizar el
cumplimiento de los limites maximos de residuos de plaguicidas en'y
sobre los alimentos de origen vegetal y animal, asi como a evaluar el
grado de exposicion de los consumidores frecuentes del alimento, a
estos residuos [37].

» Reglamento Delegado (UE) 2016/127 de la Comision de 25 de septiem-
bre de 2015 cuya finalidad es complementar las directivas anteriores,
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dirigidas a establecer los requisitos especificos de composiciéon e in-
formacion dirigidos a alimentos destinados al consumo de lactantes 'y
preparados de continuacion, asi como requisitos de informacién que
deben cumplir los alimentos destinados a lactantes y ninos de corta
edad [38].

Contrario a lo que ocurre con la Regulaciéon del LMR de antimicrobianos,
para el caso de los plaguicidas, dichos valores se encuentran dispersos
en una serie de reglamentos recientemente actualizados y disponibles
en la pagina oficial de la Union, en lo referente al &mbito legislativo en
la misma.

1.4.2. Limites Maximos de Residuos (LMRs)

Con el fin de proteger a los consumidores de la amenaza que representa
el problema de la multifirmaco-resistencia bacteriana, las autoridades
sanitarias europeas han emprendido una serie de acciones que incluyen
entre otros, el establecimiento de los Limites Maximos de Residuos y el
desarrollo de planes de vigilancia en alimentos producidos en el mercado
comunitario, o aquellos importados desde terceros paises.

El Limite Maximo de Residuo es, por tanto, la concentracion maxima
de residuos que se puede aceptar en un determinado alimento, como
resultado de la administracién de un medicamento veterinario en
animales destinados a la produccién de alimentos, para que una persona
que lo consume en forma normal y abundante no supere la ingesta diaria
aceptable (IDA) para el medicamento en cuestion [39].

El establecimiento del Limite Maximo de Residuos posibilita la conse-
cucién de dos objetivos fundamentales, de cara a garantizar la salud de
los consumidores: permite la definicién de los tiempos de espera de los
distintos medicamentos de uso veterinario y la ejecucién de programas
de control que permitan comprobar que el contenido de residuos en los
productos de origen animal no supera los correspondientes Limites Maxi-
mos de Residuos.
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El establecimiento de los LMRs para las distintas especialidades veteri-
narias supone un proceso previo de evaluacion de riesgos, basado en
estudios toxicolégicos con animales de laboratorio para cada sustancia
activa. A partir de esta evaluacion se determina en primer lugar, el nivel
o dosis sin efecto (NOEL, siglas del inglés: no observed effect level) y la
IDA, correspondiente a la cantidad de residuos que puede ser consumida
diariamente por una persona sin riesgo apreciable para su salud. Dado
que se trata de experimentos que se llevan a cabo en animales, extrapo-
lar dicho valor en humanos posee algunos inconvenientes, por lo que al
valor IDA obtenido para el animal de laboratorio se le aplica un factor de
seguridad que normalmente es de 100 o 1000, si los riesgos para el ser
humano lo justifican. De este modo, se obtiene la IDA para una persona.

Paralelamente, se lleva a cabo la evaluacion de la exposicion, mediante
la que se estima cuantitativamente la ingesta de los residuos en funcién
de una dieta estandar que incluye la totalidad de los alimentos en los que
pueda aparecer el residuo de interés.

El Reglamento 2377/90/CE establece los LMRs para medicamentos
veterinarios presentes en productos alimenticios de origen animal, entre
los que se incluyen los agentes antimicrobianos [40]. En la siguiente tabla
se recogen los LMRs establecidos para los antimicrobianos de la familia
de las Fluoroquinolonas, la cual ha sido objeto de estudio en distintos
alimentos de origen animal, a través de la ejecucion de los proyectos de
investigacion financiados por la Universidad de Cartagena y Colciencias.

De acuerdo con la legislacion actual en la Unién Europea deberia
aplicarse el principio de “tolerancia cero” a aquellos medicamentos cuya
utilizacién esta prohibida en animales destinados al consumo humano,
o para los que no se ha establecido un Limite Maximo de Residuos en
un determinado producto alimenticio [41], como es el caso de muchos
alimentos procesados de origen animal, dentro de los que se incluyen los
destinados a la alimentacién infantil.
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Tabla 1.3 LMRs establecidos por la Directiva Europea para Fluoroquinolonas
de uso veterinario [28].

. . Residuo . LMR Tejidos
Sustancia activa marcador Especie animal ueKg?) diana
Todas las especies
destinadas a la 100 Miisculo®
produccion de 100 Grasa
alimentos, excepto 200 Hicado
bovinos, ovinos, 200 Rigﬁén
caprinos, porcinos,
conejos y aves
100 Musculo
Bovinos, ovinos 100 Grasa
> ’ 300 Higad
Enrofloxacina +
1 Lech
CIPRO 00 eche
100 Mdsculo
. . 100 Grasa®
Porcinos y conejos 200 Higado
300 Rinén
100 quculo
100 Piel y
Aves® 200 grasa®
Higado
300 g
Rinon
150 Musculo
50 Grasa
Bovinos 150 Higado
150 Rinoén
. 75 Leche
Marbofloxacina | MARBO
150 Musculo
Porcinos 50 Grasa®
150 Higado
150 Rinén
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Todas las especies

destinadas a la 200 Msculo
produccién de 250 Grasa
alimentos, excepto 500 Hicad
bovinos, ovinos, 1.g.a’ 0
caprinos, porcinos, 1000 Rinon
aves y peces
200 Misculo
Bovinos, porcinos 300 Grasa®
L7 S 500 Higado
Flumequina | FLUME | °©V'10S Caprinos 1500 Rifi6n
50 Leche
400 Ml'l_sculo
250 Piel y
Aves® grasa®
800 Higado
1000 2
Rinon
Pescado 600 MUS.CUIO
y piel®
Todas las especies
destinadas a la 100 Musculo®
produccion de 50 Grasa®
alimentos, excepto 200 Higado
bovinos, ovinos, 200 Rinén
caprinos y aves.
200 Mdsculo
Danofloxacina DANO Bovinos,_ ovinos, 41188 Pﬁ;i?o
caprinos 400 Rif6n
30 Leche
200 Mlj'SCUIO
100 Piel y
Aves @ grasa®
Al Higado
400 2
Rinon
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Todas las especies
destinadas a la ,
iy 300 Mdusculo ®
produccién de
alimentos, excepto 100 Grasa
bovinos ’ovinos 800 Higado
. ’ . 600 Rinon
caprinos, porcinos
y aves
400 Misculo
Bovinos, ovinos, 100 Grasa
caprinos ® 1400 Higado
Difloxacina DIFLO 800 Rinon
Misculo
400 .
Piel y
. 100 ,
Porcinos grasa @
800 ,
Higado
800 =2,
Rinon
Misculo
300 .
Piel y
4 400 ®
Aves ¢ grasa
1900 ,
Higado
600 =
Rindén
1 rasa®
LY 1000 Slia:ilo
Sarafloxacina SARA §
Salmoénidos 10 Musculo @
(1) En peces esta referido a musculo y piel; (2) En porcino esta referido a piel y grasa; (3) En aves
esta referido a piel y grasa; (4) No debe utilizarse en aves que producen huevos para consumo
humano; (5) No debe utilizarse en animales que producen leche para consumo humano.

De hecho, deberian aplicarse criterios de seguridad mas estrictos a este
tipo de alimentos, debido a la mayor sensibilidad de la poblacién infantil
frente a las sustancias toxicas y contaminantesy a la elevada relacion entre
la ingesta de alimento y el peso corporal, en comparacion con los adultos.

Un caso que puso de manifiesto la vulnerabilidad infantil ante la falta de
controles estrictos fue la alarma alimentaria producida en China en 2008
con respecto a la adulteracion de leche de formula infantil con melamina
[42]. Este hecho suscitd gran preocupacion entre las autoridades de salud
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publica acerca de la seguridad de los alimentos infantiles disponibles en
el mercado y puso de manifiesto la necesidad de establecer programas de
control y vigilancia estrictos para dichos productos.

Aunque a través de las Directivas 2006/141/CE [43] y 2005/856/CE [44] se
han establecido Limites Maximos de Residuos para ciertos contaminantes
como pesticidas y micotoxinas en leches de formula infantil y alimentos
infantiles procesados basados en frutas, vegetales y cereales, no existe
una legislacion referente a los niveles de tolerancia de antimicrobianos
en alimentos infantiles de origen animal. En consecuencia, la aplicacién
del concepto de “tolerancia cero” requiere el desarrollo de metodologias
analiticas sensibles que permitan determinar la presencia de estas
sustancias a niveles de concentracion muy bajos.

1.4.3. Situacion en paises no pertenecientes a la Union Europea

La importacién de alimentos desde terceros paises es una practica cada
vez mas frecuente en el mercado europeo. Ahora bien, la situacién en
materia de Seguridad Alimentaria en estos es significativamente distinta
y la legislacion, en muchos casos es mas permisiva.

Asi, por ejemplo, en Estados Unidos el uso de antimicrobianos como
promotores del crecimiento sigue siendo una prdactica permitida.
Actualmente estan autorizadas con este fin la penicilina, clortetraciclina,
eritromicina, estreptomicina, bacitracina, espectinomicina (todos ellos
de uso clinico), tilosina y virginiamicina (antibioticos con estructuras
similares a otros usados en humanos), entre otros.

En cuanto a los paises en vias de desarrollo, la mayoria no cuenta o cuenta
con normativas poco especificas; o bien, las normas sanitarias de cada
pais difieren unas de otras y los niveles maximos permitidos y los tiempos
de espera no estan armonizados. Tampoco cuentan en muchos casos con
planes de vigilancia y control de residuos, a pesar de la presion creciente
por parte de los mercados internacionales para producir alimentos mas
$anos y seguros.
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En la mayoria de los casos, la creacion y actualizacion de las reglamenta-
ciones alimentarias nacionales, de acuerdo con las recomendaciones in-
ternacionales, no ha sido tan eficaz como en los paises desarrollados. De
hecho, la mayoria de ellos han necesitado un periodo de transicion y/o
asistencia técnica con respecto a la plena aplicacion de estos programas,
con el fin de mejorar la calidad y seguridad de sus alimentos, tanto para
consumo interno como para su exportacion.

Una evidencia de este aspecto la constituye el proyecto de “Fortale-
cimiento de la gestion de los Comités Nacionales del Codex Alimenta-
rius en los Paises Andinos” [35], auspiciado por la FAO y ejecutado por
los distintos organismos de salud de Bolivia, Colombia, Ecuador, Pera
y Venezuela.

El objetivo general planteado fue la creacién y fortalecimiento de los
Comités Nacionales del Codex de cada pais y sus subcomités técnicos,
asegurando el ejercicio de funciones de asesoria a sus respectivos
gobiernos en materias relacionadas con la inocuidad de los alimentos
y facilitar el proceso de armonizacién de las normas nacionales en los
paises de la region andina de acuerdo a las recomendaciones del Codex
Alimentarius.

A pesar de que este proyecto finalizd en el 2004, las autoridades
gubernamentales de estos paises contintian requiriendo la cooperacién
internacional para la implementacién de sistemas de gestion de calidad
mas eficaces.

Segln los criterios de la OMS y de los especialistas en el tema, uno de
los factores que ha contribuido de forma importante al desarrollo de
resistencias bacterianas es precisamente la falta de legislacion que regule
el uso de los antimicrobianos. Algunos paises como Argentina, Brasil,
Chile, Cuba, Ecuador, México y Uruguay han reconocido este problema y
la falta de legislacion a este respecto en América Latina, lo cual favorece
la distribucién y venta libre de los antimicrobianos, tanto para medicina
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humana como veterinaria, haciendo que la labor de control y vigilancia
sobre este tipo de sustancias sea especialmente dificil.
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2.1. Generalidades

Las quinolonas constituyen una de las familias de antimicrobianos de
mayor aplicacion en los tltimos 20 anos [1, 2]. Se trata de compuestos
sintéticos derivados del acido nalidixico, descubierto de forma casual a
principios de los anos 60, y que se utilizan tanto en medicina humana
como veterinaria.

A diferencia de otros grupos de antibacterianos (como los macrélidos),
las quinolonas presentan un rapido efecto bactericida contra la mayoria
de los microorganismos y penetran extremadamente bien en los tejidos y
células de los mamiferos, al contrario de lo que ocurre con los antibi6ticos
de la familia de los B-lactdmicos. También se utilizan en pediatria como
antibioticos de segunda eleccién cuando todos los demads tratamientos
han fracasado.

2.2. Estructura y clasificacion

Las quinolonas (Qs) derivan de una estructura basica idéntica, la
4-quinolona, compuesta de dos anillos aromaticos, uno de tipo piridona,
con un 4cido carboxilico en posiciéon 3 y un dtomo de nitrégeno en
posicion 1 (Figura 2.1).

Rs
Rg = | | COOH
~X
/Il\ | X: posiciones que pueden
R; T/ T /X contener un dtomo de N.
Rg R1

Figura 2.1 Estructura basica de los principales grupos de quinolonas.
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La incorporacion de mas atomos de nitrégeno en la estructura bésica ha
dado lugar a cuatro grupos principales: naftiridinas u 8-azaquinolonas
(posiciones 1 y 8), cinolinas o 2-aza-4-quinolonas (posiciones 1 y 2),
quinolonas (posiciéon I) y piridopirimidinas o 6,8-diaza-4-quinolonas
(posiciones 1, 6y 8).

La introduccién de un atomo de fltior en la posicion 6 de la estructura
base de las quinolonas di6 origen a las fluoroquinolonas (FQs), que per-
mitieron una mejora notable de las propiedades antibacterianas de estas
sustancias (mayor espectro antibacteriano y aumento de la actividad),
dado que presentan mayor capacidad de penetracion en el interior de
la célula bacteriana y mayor afinidad por ciertas enzimas implicadas en
la replicacion celular, tales como la ADN-girasa y topoisomerasa. En la
Figura 2.2 se muestra la estructura general de las FQs y su relacién con la
actividad antimicrobiana.

La diferencia estructural entre las distintas FQs estd basada en los
diferentes sustituyentes en posiciones 1, 5, 7 y 8 que ha dado origen
a las FQs de segunda, tercera, cuarta y quinta generacion. En la Tabla
2.1 se muestra la clasificacion de las FQs en funcién de su actividad
microbioldgica y farmacocinética.

La cronologia de aparicion de las principales quinolonas, asi como la
estructura de las FQs de uso mas comudn se muestra en las Figuras 2.3y
2.4, respectivamente.
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Figura 2.2 Estructura general de las fluoroquinolonas y su relaciéon con la

actividad antibacteriana.
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Figura 2.3 Cronologia de la aparicién de las principales quinolonas.
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Figura 2.4 Estructura quimica de las fluoroquinolonas mas utilizadas en el
campo clinico y veterinario.
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Tabla 2.1 Clasificacion de las fluoroquinolonas (FQs) en funcién de su actividad
microbiolégica y distribucién a tejidos.

< s Actividad Farmacocinética
Generacion FQ . N e o .
microbioldgica (distribucion)
Lomefloxacina Baja concentracion
< | Clasel Enoxacina Enterobacterias J ..
a . en plasma y tejido
Z. Norfloxacina
-
w .
= Ofloxacina En’terobacte’rl'as,
£ | ClaseII . . patogenos atipicos,
Ciprofloxacina .
Pseudomona aeruginosa
Esparfloxacina Enterobacterias,
TERCERA Levc_)ﬂoxaC}na patdgenos atipicos,
Gatifloxacina P. aeruginosa,

Alta concentracién

Levofloxacina | Staphylococcus aureus .
en plasma y tejido

. Enterobacterias,
Trovafloxacina atdgenos atipicos
Moxifloxacina p P age U 'nos}z) S ’

CUARTA | Gemifloxacina - ACTUSINOSG, .
. . aureus, patégenos
Clinafloxacina . ;
. . respiratorios,
Sitafloxacina .
anaerobios

. Enterobacterias,

Garenoxacina

patogenos atipicos,
P, aeruginosa,
anaerobios, mayor
actividad frente a
Gram-positivos

PGE-9262932

QUINTA PGE-9509924

PGE-4175997
T-3912

En desarrollo

2.3. Mecanismos de accion y resistencia

Las quinolonas son agentes bactericidas que acttian inhibiendo la sintesis
del ADN bacteriano. Las enzimas topoisomerasas (I a IV) intervienen en
el plegamiento de la doble hélice de ADN, fundamental para la estructura
tridimensional del material genético [3]. Dentro de estas, la ADN-girasa
(topoisomerasa II) produce el corte de las porciones de la doble hélice.
Las Qs forman complejos con la ADN-girasa inhibiendo su accién e
interviniendo en la reconfiguracion de las cadenas de ADN bacteriano.
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Los mecanismos de resistencia a las quinolonas se pueden resumir
principalmente en tres:

o Alteracion de la enzima topoisomerasa del ADN bacteriano debido a
mutaciones cromosdmicas.

e Disminucién de la permeabilidad bacteriana por alteracion de las
porinas.

» Bomba de eflujo. Mediante un mecanismo de eflujo, por el cual las
quinolonas se excretan de manera activa hacia el exterior bacteriano.

Aunque hayan transcurrido pocos anos desde la introduccion de las
quinolonas (Qs) en medicina veterinaria (Espana, por ejemplo, aprobo
el empleo de ENRO en 1990), se ha producido un incremento progresivo
de los casos de resistencia a estos farmacos para Escherichia coli (3-
23%), Enterococcus faecalis (4.4-28%), Pseudomona aeruginosa (4-15%) y
Campylobacter jejuni (2.3-50%) [4, 5]. De igual forma, se ha descrito el
aislamiento de cepas de Salmonella resistentes a Qs asociadas al empleo
de estas sustancias en medicina veterinaria [6].

A la vista de estos datos se puede concluir que, si no se restringe
el empleo veterinario de las Qs, pueden perderse muy pronto los
beneficios de uno de los mejores grupos de antimicrobianos disponibles
actualmente para el tratamiento clinico de infecciones severas en
humanos. De hecho, un informe del Sistema Europeo de Muestras de
Resistencia Antimicrobiana, que describe la evolucion de patégenos y su
resistencia también demuestra la fuerte asociacion que se presenta entre
el uso de antibidticos en animales y la aparicién de resistencia, incluso
a cefalosporinas y fluoroquinolonas de tercera y cuarta generacion [7].

A pesar de esto, las condiciones para su empleo entre los distintos paises
difieren sustancialmente en cuanto a la especie animal autorizada para
su administraciéon, como se muestra en la Tabla 2.2.
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Este es el aspecto quiza mds preocupante en torno a la autorizacién para
uso de estas sustancias en cria intensiva animal. La falta de armonizacién
permite en algunos paises el uso de sustancias que estan prohibidas en
otros, en muchos casos debido a su similitud con la molécula dirigida a
terapia humana o porque el metabolismo puede dar origen a moléculas
idénticas a las reservadas para clinica humana.

A este grupo de sustancias pertenecen las FQs, que aunque poseen am-
plio uso en medicina veterinaria, atin se consideran como medicamentos
de reserva en casos complejos de infecciones humanas, tales como las
infecciones del tracto urinario, gastrointestinal, del tracto respiratorio,
osteomielitis crénica e incluso infecciones de transmision sexual. La im-
portancia del uso de estos agentes antimicrobianos en la consecucién del
bienestar animal y humano ha llevado a la Organizacién Mundial de Sani-
dad Animal (OIE) y a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), a clasifi-
car las FQs como de importancia critica, ya que, si una bacteria desarrolla
resistencia a alguna FQ, es muy probable que también desarrolle resisten-
cia a las demas, por el parecido que estas tienen a nivel estructural.

Tabla 2.2 Quinolonas y fluoroquinolonas autorizadas para uso veterinario
segln la zona geografica.

., Ganado Animales
Region Aves de corral U Peces
vacuno domésticos
Enrofloxacina Enrofloxacina .
. . . Enrofloxacina .
Flumequina Difloxacina . : Sarafloxacina
EUROPA . . Difloxacina c VS
Marbofloxacina Flumequina . (Ac. Oxolinico)
. : .. Marbofloxacina
Danofloxacina Ac. Oxolinico
Enrofloxacina Enrofloxacina
EEUU |  --—----- . Difloxacina |  -----
Sarafloxacina . .
Orbifloxacina
Enrofloxacina Enrofloxacina
Danofloxacina Danofloxacina Enrofloxacina
JAPON Orbifloxacina Ofloxacina . . Ac. Oxolinico
. . . Orbifloxacina
Difloxacina Vebufloxacina
Ac. Oxolinico Ac. Oxolinico
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Enrofloxacina
Ciprofloxacina
Enrofloxacina lelrlll (;fllngfrllga Ac. Oxolinico
ASIA Ciprofloxacina qu Enrofloxacina | Enrofloxacina
. Ofloxacina .
Danofloxacina . Flumequina
Norﬂoxac1na
Ac. Oxolinico
(Sarafloxacina)
. Enrofloxacina
Enrofloxacina . .
X Ciprofloxacina Ciprofloxacina )
AMERICA . Danofloxacina Enrofloxacina | Ac. Oxolinico
Danofloxacina .
LATINA . Norfloxacina
Norfloxacina .
(Flumequina) (Flumequina)
(Ac. oxolinico)
CANADA Enrofloxacina Enrofloxacina
AUSTRALIA | - |  —=—-- Enrofloxacina |  -----
- Enrofloxacina Enrofloxacina
SUDAFRICA . Danofloxacina Enrofloxacina
Danofloxacina .
Norfloxacina

a . , . . .
Las sustancias entre paréntesis poseen uso limitado.

Unresumen de las propiedades fisicoquimicas de las FQs mdas utilizadas en
la practica veterinaria y que han sido objeto de nuestras investigaciones
se lista en la Tabla 2.3; mientras que los métodos analiticos empleados
para su determinacién se describen en la seccion 2.4 de este capitulo.

Las caracteristicas descritas, segiin las propiedades fisicoquimicas de
cada fluoroquinolona permiten la asertividad en el abordaje metodolégi-
co, dirigido bien sea a su tratamiento de muestra, o al desarrollo de mé-
todos de separacién cromatograficos. Especificamente la capacidad de
estas moléculas para ionizarse en medios de pH controlados son carac-
teristicas ampliamente explotadas en el desarrollo de los métodos, pues
facilitan su discriminacién en medio de los componentes endogenos de
una matriz (tratamiento de muestra) o de los contaminantes endégenos
persistentes (separacion cromatografica de muestra tratada).
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Tabla 2.3 Propiedades fisico-quimicas de las fluoroquinolonas objeto de
estudios en nuestros proyectos de investigacion [8].

NORFLOXACINA

OH

She
\) CaHs
Acido 1-etil-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-

1-il-1H-quinolin-3- carbox111co
C,H,FN.O, - Pm 319. 33gmol

167718

- Sélido cristalino de color blanco
amarillento.

- pKa 5.94; pKa 8.42

- Soluble: dcido acético. Poco
soluble: agua, acetona, acetonitrilo,
etanol.

- Uso clinico

- Eliminacién: renal y biliar. Dentro
de las primeras 24 horas, entre 26-
32% de la dosis oral administrada
se recupera en forma inalterada.

- No se ha establecido su seguridad
y eficacia en ninos.

- Contraindicada en mujeres
embarazadas.

CIPROFLOXACINA

(e} (0]
F
| OH
|/\N N
HN\) %

Acido 1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-
piperazin-1-il-quinolin-3- Carboxﬂlco
C,,H,FN.O, - Pm 331. 34gmol

177718

- So6lido cristalino ligeramente
amarillento.

- pKa 5.86; pKa 8.84

- Soluble: agua én medio dcido. -
Practicamente insoluble: metanol,
acetonitrilo, acetona, agua.

- Fotolabil.

- Uso clinico.

- Eliminacién: entre 40-50% de la
dosis administrada se excreta
en forma inalterada. Un 15% se
elimina como metabolitos, menos
activos que la sustancia original.
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MARBOFLOXACINA

/
H,C

Acido 9-Fluoro-2,3-dihidro-3-metil-
10-(4-metil-1-piperazinil)-7-oxo-7H-
piridol(3,2,1-ij) (4,2,1)benzoxadiazin-6-
carboxilico

C,,H,,FN,0, - Pm 362.36 g mol !

177719

- Sélido cristalino blanco
amarillento.

- pKa 5.51; pKa 8.26

- Soluble: agua én medio dcido. Poco
soluble: agua en medio alcalino,
acetonitrilo, acetona.

- Uso veterinario

- Causa artropatia y osteocondrosis
en animales jévenes de distintas
especies.

LEVOFLOXACINA

= N
0\/k
CH

Acido (S)-7-fluoro-6-(4-metilpiperazin-
1-il)-10-ox0-4-tia-1-azatriciclo[7.3.1.0>5]
trideca-5(13),6,8,11-tetraen-11-
carboxilico

C¢H,,FN.O, - Pm 361.37 g.mol!

- Soélido cristalino de color blanco
amarillento.

- pKa 6.05; pKa 8.22

- Soluble: agua én medio dcido. Poco
soluble: metanol, acetonitrilo,
acetona, agua en medio alcalino.

- Uso clinico

- Contraindicada en mujeres
embarazadas.

- Causa artropatia y osteocondrosis
en animales jévenes de distintas
especies.

LOMEFLOXACINA

187720
o] o]
F
| OH
She
HN\‘) F C,Hs
CH,

Acido (RS)-1-etil-6,8-difluoro-7-(3-
metilpiperazin-1-il)-4-oxo-quinolin-3-
carboxilico

C,H,F,N.O, - Pm 387.81 g.mol!

177719

- Sélido cristalino de color blanco a
amarillo palido.

- pKa 6.0; pKa 9.0

- Soluble: agua en medio dcido. Poco
soluble: metanol, acetonitrilo,
acetona.

- Uso clinico

- Eliminacién: 65% de la dosis oral
administrada se excreta por la
orina en forma inalterada.

- Causa artropatia y osteocondrosis
en animales jovenes de distintas
especies.
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DANOFLOXACINA

o] 0O
F

|
N N
FORS|

Acido 1-ciclopropil-6-fluoro-7-[(1S,4S)-3-
metil-3,6-diazabiciclo[2,2,1]heptan-6-il]-
4-o0x0-quinolin-3-carboxilico
C,,H,FN,O, - Pm 357.38 g mol™!

197720

OH

- Sélido cristalino blanco
ligeramente amarillento.

- pKa 6.07; pKa 8.73

- Soluble: agua én medio dcido. Poco
soluble: metanol, acetonitrilo,
acetona, agua en medio alcalino.

-Uso veterinario

- Causa artropatia y osteocondrosis
en animales jévenes de distintas
especies.

ENROFLOXACINA

oae!

Acido 1-ciclopropil-7-(4-etil-1-
piperazinil)-6-fluoro-1,4-dihidro-4-
oxoquinolin-3-carboxilico
C,,H,,FN.O, - Pm 359.39 g mol"!

197722

HsCs

- Sélido cristalino ligeramente
amarillento

- pKa, 5.88; pKa, 7.91

- Soluble: agua en medio dcido. Poco
soluble: metanol, acetonitrilo,
acetona, agua en medio alcalino.

- Uso veterinario en animales
productores de alimentos.

- Eliminacién: renal y biliar.

- Causa artropatia y osteocondrosis
en animales jévenes de distintas
especies.

SARAFLOXACINA

o} o}

-

OH

F
Acido 6-fluoro-1-(4-fluorofenil)-4-oxo-7-
piperazin-1-il-quinolin-3-carboxilico
C,H,,F,N.O, - Pm475.87 g mol"!

200717

- Soélido cristalino blanco o
ligeramente amarillento.

- pKa, 5.62; pKa, 8.48

- Soluble: agua en medio dcido. Poco
soluble: metanol, acetonitrilo,
acetona, agua en medio alcalino.

- Uso en acuicultura.

- Causa artropatia y osteocondrosis
en animales jovenes de distintas
especies.
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2.4. Revision de métodos analiticos empleados para
la determinacion de quinolonas y fluoroquinolonas en
alimentos

La presencia de residuos de Qs y FQs tanto en alimentos como en el
medioambiente, ha suscitado un creciente interés en el ambito cientifico
en los dltimos anos. Aunque existe un amplio nimero de métodos
para su determinacion en alimentos, considerados como la fuente mas
importante de residuos de estas sustancias para los seres humanos, por
el contrario, existen pocos métodos descritos para su determinacion en
muestras medioambientales.

Parte del éxito en el desarrollo de los proyectos de investigacion se basa
en la revision exhaustiva de la literatura cientifica disponible, de modo
que nos permita asegurar las estrategias adecuadas en el abordaje anali-
tico, reduciendo con ello la realizacién de experimentos costosos en tér-
minos de recurso humano y financiero. Por ello, a continuacion presen-
tamos una revision de las estrategias de abordaje analitico para este tipo
de sustancias en muestras alimentarias, a fin de identificar el estado del
arte del mismo y contextualizar el alcance de nuestras investigaciones.

Esta revision comprende los trabajos publicados en los dltimos afios con
el fin de proporcionar una informacion actualizada sobre las principales
tendencias, tanto en métodos de preparaciéon de muestra como en
técnicas analiticas para la determinacion de residuos de Qs y FQs en
muestras de alimentos y aguas.

2.4.1. Métodos de tratamiento de muestras de alimentos

A pesar de los avances que han experimentado en las Gltimas décadas
las técnicas de separacion y deteccion, en general, la etapa de prepa-
racién de muestra contintia siendo una fase critica en el desarrollo de
todo método analitico, ya que resulta esencial para obtener resultados
fiables.
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Las tendencias actuales en la etapa de tratamiento de muestra estan
dirigidas hacia el empleo de pequenas cantidades de muestra, reduccién
en el consumo de disolventes organicos y automatizacién del proceso [9].

Los alimentos poseen en general matrices de gran complejidad y variabi-
lidad ya que entre su composicién incluyen sustancias de naturaleza muy
diversa, tales como carbohidratos, lipidos, minerales, vitaminas, amino-
acidos y proteinas, entre otros.

Por tanto, en la mayoria de los casos el andlisis de residuos de antimi-
crobianos a los niveles de los Limites Maximos de Residuos establecidos
en este tipo de matrices requiere necesariamente la aplicacién de pro-
cedimientos de tratamiento de muestra adecuados, con el fin de aislar
cuantitativamente los analitos de la matriz y eliminar las posibles inter-
ferencias que podrian afectar la selectividad del método.

En los tltimos anos se han publicado varios métodos para la determi-
nacion de residuos de Qs y FQs en leche [10-12], huevos [13-16] y dife-
rentes tejidos animales [17-26]. Sin embargo, hasta el momento muy po-
cos han descrito un método analitico para la determinacién de Qs y FQs
en alimentos infantiles [27].

2.4.1.1. Técnicas de extraccion automatizadas

a) Extraccion con disolventes presurizados (PLE)_

En los ultimos anos se han descrito numerosas aplicaciones de esta
técnica de extraccion dirigidas fundamentalmente al andlisis de residuos
de antimicrobianos en muestras medioambientales y, en menor medida,
en alimentos [28-30].

Se trata de una técnica de extracciéon adecuada para su empleo en muestras
solidas o semisdlidas. Las ventajas de esta técnica residen en dos aspectos:

e Su operacion es automatizada y con reducida manipulaciéon de
la muestra. Por una parte, esto permite disminuir los tiempos de
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preparacion de muestra y obtencion de los resultados de analisis. Al
mismo tiempo, suaplicacion también permite reducirlaincertidumbre
de los resultados analiticos.

» Los volimenes de solventes requeridos para la extracciéon de los
analitos de interés son menores a los utilizados en las técnicas
convencionales de extraccién, como en el caso del soxhlet. En
algunos casos se utiliza agua como disolvente de extraccion [31], lo
cual resulta muy atractivo desde el punto de vista medioambiental.

No obstante, a pesar de tratarse de una opcién interesante para el analisis
de residuos de antimicrobianos, existen muy pocos métodos disponibles
para su determinaciéon en alimentos, quizd debido a que desde su
desarrollo, la extraccién con disolventes presurizados se habia enfocado
en el analisis de muestras medioambientales, y poco se habia explorado
sus bondades al andlisis de alimentos.

Uno de ellos es el propuesto por Herranz y colaboradores [32] para la
extraccion selectiva de 3 FQs (enrofloxacina, ciprofloxacina y sarafloxa-
cina) de muestras de huevo. En dicho trabajo se estudi6 la influencia de
las variables criticas que condicionan el éxito de la técnicay, por tanto, la
eficacia del proceso de extraccion, como son el disolvente, la temperatu-
ra, la presion y el nimero de ciclos de extraccion. Los resultados obteni-
dos demostraron que las recuperaciones de estas FQs dependian basi-
camente de la composicién del disolvente y de la temperatura, mientras
que la presién y los ciclos de extraccion no afectaban significativamente.

Para la matriz huevo, las condiciones Optimas de extraccién se
obtuvieron utilizando como disolvente la mezcla de H,PO, (50 mM, pH
3.0) / MeCN (50:50, %v/v), a 1500 psi, 70 °C y 3 ciclos de extraccion de
5 minutos cada uno. En estas condiciones las recuperaciones medias se
situaron entre 67-90% y los extractos obtenidos no requirieron etapas
posteriores de limpieza previas al analisis cromatografico, lo cual reduce
considerablemente el tratamiento de muestra y el tiempo de analisis.
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Estos son aspectos bien valorados en el desarrollo de métodos analiti-
cos, pues el consumo, de tiempo en el tratamiento de una muestra,
define en gran manera la competitividad del laboratorio para el aborda-
je simultdneo de un alto nimero de estas.

El método validado se aplico satisfactoriamente al analisis de enrofloxa-
cina y ciprofloxacina en muestras de huevos obtenidos de gallinas trata-
das con el medicamento veterinario Hipralona ENRO-S.

b) Extraccion asistida con microondas (MAE)

La técnica de Extraccion Asistida con Microondas se basa en la energia
proporcionada por las microondas para calentar el disolvente que esta
en contacto con la muestra, facilitando la extraccién de los analitos [33,
34]. Esta técnica se caracteriza por un bajo consumo de disolventes y es
posible aplicarla en condiciones de presién atmosférica o alta presion, de
forma similar a los sistemas basados en PLE.

Sin embargo, se debe puntualizar que la eficacia de la extraccion se ve
limitada por el contenido de agua en las muestras, lo que se traduce en
bajas recuperaciones de los analitos de interés en muestras de alimentos
de origen animal. Este es un inconveniente fundamental en el andlisis
de muestras de alimentos, para las que seria necesario aplicar una etapa
previa de liofilizacién, que a su vez implica un incremento del tiempo
dedicado al tratamiento de la muestra. Por todo ello, la MAE no es
una técnica ampliamente utilizada en el analisis de alimentos en los
laboratorios de rutina.

A pesar de ello, Hermo y colaboradores [35] lograron establecer un
método para la determinacién de 8 quinolonas en musculo de cerdo. En
este, la muestra, previamente homogenizada, se extrajo con una mezcla
H,PO, (0.3%) / MeCN (75:25, %v/v) durante 4 min empleando el 40% de
la potencia total del microondas, con el fin de disminuir la coextraccion
de interferencias de la matriz y evitar asi una etapa posterior de limpieza
de los extractos.
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La comparacion de los rendimientos de extraccion obtenidos empleando
MAE con los proporcionados por otros métodos cldsicos demostr6 la
utilidad de esta técnica que ademas, proporciono valores de recuperacion
similares para la mayoria de los analitos.

2.4.1.2. Técnicas de preconcentracion y limpieza

En general, la mayoria de los métodos de determinaciéon de Qs en
alimentos incluyen una primera etapa de extracciéon sélido-liquido o
liquido-liquido para, posteriormente, llevar a cabo la preconcentracién
y limpieza del extracto obtenido mediante extracciéon en fase sodlida
(SPE) o microextraccién en fase sélida (SPME) [24]. Esta segunda etapa
se puede realizar en multiples formatos, tanto en sistemas “off-line” (SPE
dispersiva, cartuchos, discos o placas de 96 pocillos) como “on-line” en
forma de (micro) columnas empaquetadas o fibras recubiertas.

En cuanto al tipo de material sorbente, existe una amplia variedad de
materiales disponibles actualmente para su aplicacion en SPE que
incluyen la fase inversa convencional, fases de intercambio i6nico y de
mecanismo mixto, materiales de acceso restringido (RAMs), particulas
de gran tamano para cromatografia de flujo turbulento (TFC) y polimeros
de impronta molecular (MIPs), entre otros.

a) Extraccion en fase sélida (SPE)
Se trata de la técnica de preconcentraciény limpieza mas frecuentemente
empleada en la determinaciéon de Qs en muestras de alimentos.

Como se menciono antes, la SPE puede realizarse tanto en modo “off-line”
como “on-line”, presentando cada sistema las ventajas e inconvenientes
que se detallan en la Tabla 2.4. El amplio nimero de aplicaciones basadas
en SPE “off-line” indican que es una configuracién de uso mas comiin que
la “on-line”.

En la mayoria de los casos, la estrategia aplicada para la determinacién
de quinolonas incluye una etapa previa de precipitaciéon de proteinas
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con 4cido trifluoroacético (TFA), acido tricloroacético (TCA), o mezclas
de disolventes organicos [11, 17, 24] y a continuacion, especialmente en
el caso de alimentos ricos en lipidos (leche), la eliminacién de la grasa
con éter dietilico o n-hexano.

Siguiendo este principio, Tang y colaboradores [36] compararon la
eficacia de 6 agentes desproteinizantes (MeOH, MeCN y mezclas de
estos con acidos y bases) para el andlisis de 5 FQs en muestras de leche.
Tras la desproteinizacion con acido acético/MeCN (5:95, v/v) y posterior
eliminacion de la grasa con n-hexano se aplicé una etapa de Extraccién
en Fase Soélida (SPE, sigla del inglés) con cartuchos de fase inversa
convencionales. Las mejores recuperaciones (85-103%, RSDs < 9%) se
obtuvieron cargando los extractos a pH dcido y eluyendo las FQs con una
mezcla de NHs,, (IM) / MeOH (25:75, %v/v).

El método validado se aplico al andlisis de 22 marcas de leche comerciales
del mercado chino, detectando CIPRO en 4 muestras a niveles de

concentracién superiores al Limite Maximo de Residuos.

Tabla 2.4 Caracteristicas de SPE en modo “off-line” y “on-line”.

SPE off-line SPE on-line
Se preconcentran volimenes de No requiere preconcentrar
muestra relativamente grandes volimenes grandes de muestra

Facilidad de automatizacion de todo

Simplicidad instrumental .
el proceso de analisis

Requiere personal cualificado para su

Facilidad operacional D
operacién instrumental

Posibilidad de contaminacién de
Cartuchos desechables de un solo uso | las muestras por reutilizacion del

sorbente
Posibilidad de realizar extracciones
secuenciales mediante el Menos flexible para llevar a cabo
acoplamiento en serie de distintos extracciones secuenciales

tipos de cartucho
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Procedimiento manual que implica
alto grado de manipulacién de la
muestra, automatizable solo con un
sistema tipo robot

Procedimiento automatico que
implica minima manipulacién de la
muestra

Mayor consumo de disolventes
organicos

Bajo consumo de disolventes
organicos

Necesidad de evaporar los extractos
antes del andlisis cromatogréfico

No require etapas de evaporacién
previas

Mayor variabilidad en cuanto a
repetibilidad y reproducibilidad de
los resultados

Reutilizacién del sistema de fase
estacionaria

Generacion de mayor volumen de
residuos de disolventes

Baja generacién de residuos de
disolventes

Posibilidad de preconcentrar
simultidneamente varias muestras

No se pueden preconcentrar varias
muestras simultineamente

Bajo coste y equipamiento sencillo

No es posible la elucién fraccionada
de los analitos

Imposibilidad de acoplamiento con

Posibilidad de acoplamiento con
diversas técnicas instrumentales de

diversas técnicas instrumentales .,
separacion

Algunos de los agentes desproteinizantes empleados habitualmente
en el andlisis de alimentos también resultan eficaces para extraer las
Qs, como es el caso del MeCN y el tampdén Mcllvain-EDTA. Asi, Sun y
colaboradores, han descrito el empleo de estos medios para la extracciéon
de Qs en muestras de cerdo y leche bovina [37, 38]. Posteriormente los
extractos obtenidos se preconcentraron empleando cartuchos Oasis
HLB, obteniéndose recuperaciones entre el 70 y el 90%.

Por su parte, Galarini y colaboradores [39] emplearon cartuchos Oasis
HLB para la determinacion de 11 Qs en muestras de pienso por LC-DAD-
FLD. La extraccion previa de las Qs se realiz6 empleando una mezcla
H;PO,/ACN (70:30, %v/v). A continuacion, el extracto se diluy6 con una
disolucion de H;PO, con el fin de disminuir la concentracién de MeCN y
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favorecer laretencion de los analitos en los cartuchos. Las recuperaciones
obtenidas fueron 69-106% con RSDs < 16%.

Entre los inconvenientes del método destacan el elevado consumo de
disolvente empleado en la etapa previa de extraccion (50 mL) y la baja
sensibilidad por los elevados limites de detecciéon (40-800 ng.g!) y
cuantificacion (100-2400 ng.g ') obtenidos.

Por otra parte, algunos autores han propuesto el empleo en tdndem de
cartuchos SPE de diferente naturaleza para evitar las etapas especificas
de desproteinizaciéon y desengrasado del alimento, originando métodos
muy laboriosos que pueden afectar la exactitud de los resultados
analiticos. Un ejemplo es el método propuesto por Lara y colaboradores
[40], que han descrito la aplicacién de cartuchos Oasis MAX y Oasis HLB
en tdndem para la determinacién de 8 Qs en muestras de leche.

Tras la extraccion de las muestras con NHsa, concentrado y posterior
centrifugacion, el extracto fue percolado a través de cartuchos de
tipo Oasis MAX (fase mixta) para eliminar las proteinas y los lipidos
presentes. La fraccion obtenida se llevé a sequedad, se redisolvid y se
cargé en los cartuchos Oasis HLB (fase polimérica) con el fin de eliminar
las sales y preconcentrar las Qs, obteniendo recuperaciones superiores
al 81% (RSDs<17%). Estos valores son muy superiores a los obtenidos
empleando Unicamente cartuchos Oasis HLB (50%) sin el tratamiento
previo de desproteinizacién ni desengrasado de la muestra.

Siguiendo estrategias similares, Christodoulou y colaboradores [41] han
desarrollado un procedimiento de extracciéon de 10 Qs de muestras de
huevo y pollo empleando TFA (0.1% v/v en MeOH). Aunque los autores
intentaron proponer un método rapido y sencillo, las etapas de agitacion,
sonicado, centrifugacién y evaporacién a sequedad que implica cada
extraccion (2 en total) antes de la purificacion del extracto por SPE
(LiChroLut RP-18) se traducen en un aumento notable del tiempo de
analisis y de la manipulacién de la muestra. Ademas, el disolvente de
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extraccion propuesto no fue util para las muestras de huevo, con las
que tuvo que emplearse una disolucion 0.75 M de NaOH en ACN. Las
recuperaciones obtenidas estuvieron entre 96 y 103% (RSDs<4%), con
limites de cuantificacion entre 15y 37 ng.g ..

Por otro lado, Hoof y colaboradores [42] han puesto a punto un méto-
do basado en SPE-LC-MS/MS para la determinacién de 8 Qs y FQs en
leche, musculo y productos de acuicultura. Para precipitar las proteinas
de la leche se emple6 una mezcla TCA/MeOH (20:80, v/v), mientras que
en las muestras restantes las Qs se extrajeron con agua sin desprotei-
nizacion previa.

Una alicuota de los extractos obtenidos se purificé por SPE (Isolute
C18), incluyendo una etapa de lavado de los cartuchos con n-hexano
para eliminar los lipidos y posterior elucién de las Qs con TFA (1% v/v
en ACN). Aunque las recuperaciones obtenidas fueron aceptables (82-
110%), la baja reproducibilidad del método propuesto (RSDs 16-18%)
cuestiona la eficacia del agua como disolvente de extraccion, dado el
carcter zwitterionico de las FQs (Figura 2.5) a pH neutro que limita su
solubilidad en agua.

(o] o] o]
F\xl N | COOH r-'\xI - | coo F\XI = | coo
s e 2 T S
ARG TN G S SR NG e
+ +
H—’N\) R H—;N\) R !N\) R

Figura 2.5 Equilibrio &cido base de las fluoroquinolonas.

Los valores del pKal (grupo carboxilo) y pKa2 (grupo amino) de las FQs
estudiadas se encuentran en el intervalo comprendido entre 5.5-6.0 y
7.5-8.5, respectivamente [43]. De esta forma, es necesario optimizar
adecuadamente el pH del disolvente empleado para la extraccion de
estos compuestos.
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Conscientes de la importancia de la etapa de extraccion, algunos autores
han aplicado programas de diseno experimental con el fin de optimizar
las condiciones de extraccién con un nimero minimo de experimentos.

Esta aproximacion permite, ademas, evaluar las posibles interacciones
entre los factores seleccionados. Asi, Clemente y colaboradores [44]
han aplicado un disefio experimental para optimizar la extracciéon de
5 Qs en muestras de musculo de pavo. Entre las variables optimizadas
se incluyeron el porcentaje de disolvente orgdnico (ACN) y de acido
(H,PO,) presentes en el disolvente de extraccion. Como una condicion
de compromiso entre la selectividad del método y la retencién de las
quinolonas en el cartucho de SPE, se seleccion6 como disolvente de
extraccion una mezcla H,PO, (0.4%)/MeCN (70:30, %v/v). A continuacion,
los extractos se preconcentraron en cartuchos ENV+ Isolute y la elucién
se llevo a cabo con una mezcla TFA (2% v/v en agua) /ACN (25:75, %v/v) y
MeCN para, posteriormente, proceder a su andlisis cromatografico.

Ademas de los tradicionales cartuchos, tltimamente se estin empleando
otros formatos SPE alternativos. Asi, por ejemplo, se ha descrito la
utilizacion de placas de 96 pocillos Oasis HLB para la determinacion de
Qs en muestras de carne [45]. En este caso, se trata de un método simple
y rapido pues el tratamiento de la muestra consistié en una extraccién
con agua mediante ultrasonidos y posterior transferencia del extracto
a las placas, lo cual permite analizar un elevado nimero de muestras
(24 muestras por dia). Sin embargo, el inconveniente son las bajas
recuperaciones obtenidas (30-55%), por lo que el método solo tiene
utilidad como método de cribado.

De igual forma, la SPE en formato dispersivo (d-SPE) estd ganando
terreno a los tradicionales cartuchos dado que simplifica y acelera la
etapa de limpieza y resulta mas econémica [46]. En este caso el extracto
de la muestra se agita en presencia de un sorbente poroso apropiado
(C18, aminas primarias y secundarias, grafito) que retiene las sustancias
interferentes, pero no los analitos de interés. Asi, se han descrito
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aplicaciones de la técnica d-SPE a la determinacioén de residuos de Qs
en muestras de diferentes tipos de alimentos empleando sorbentes tipo
Bondesil-NH, y C18, entre otros [47, 48].

Aunque las recuperaciones obtenidas fueron buenas, en general se
observo un efecto matriz de supresion de la senal para la mayoria de las
Qs analizadas en muestras de salmoén.

b) Dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD)

Se trata de una estrategia de preparacién de muestra que se aplica
fundamentalmente a muestras solidas, semisolidas o viscosas, que van
desde tejidos animales hasta alimentos con un alto contenido en lipidos.

Esta técnica combina la homogenizacion, ruptura de tejidos, extracciény
limpieza en un Gnico proceso [49-51]. La muestra se tritura de forma ma-
nual en presencia de un agente dispersante para provocar la disgregacién
de la matriz original e incrementar el area superficial, facilitando de esta
forma la posterior extraccion de los analitos de interés.

La proporcién muestra/dispersante es un aspecto que se optimiza en
funcién de la complejidad de la matriz y de las propiedades fisicoquimicas
del material dispersante. Una vez triturada la muestra en presencia del
agente dispersante, se transfiere a una columna donde se lleva a cabo la
extraccion y eventual limpieza de la muestra con disolventes adecuados.

Las principales ventajas de esta técnica son la posibilidad de eliminar
etapas previas de tratamiento (desproteinizacion y desengrasado) y la
alta eficacia de las etapas de lavado y elucién debido al incremento del
area superficial de la muestra.

La mayoria de las aplicaciones emplean sorbentes tipo C18 y, menos
frecuentemente, C8. Un ejemplo, es el método propuesto por Wang
y colaboradores [52] que han determinado 5 FQs en musculo de cerdo
empleando una fase C18.
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En dicho trabajo se estudi6 la influencia de la relacién muestra/agente
dispersante sobre la recuperacion de los analitos. El empleo de relaciones
1:1 y 1:2 condujo a recuperaciones bajas e irreproducibles (<57%, RSDs
<26%), que se atribuyeron al mal empaquetamiento de la columna
debido a la baja cantidad de mezcla obtenida. Al incrementar dicha
relacién (1:4) se observo un aumento de las recuperaciones y una mejora
de la reproducibilidad (64-96%, RSDs <9.6%), por lo que finalmente se
seleccioné la relacion 1:4.

Adicionalmente, los autores compararon la eficacia del procedimiento
MSPD frente a otro basado en SPE, obteniendo recuperaciones del 16-61%
con esta tltima, frente a recuperaciones superiores al 80% para MSPD. Por
lo tanto, el empleo de MSPD permitié obtener mejores recuperaciones,
menores tiempos de andlisis, asi como un menor consumo de disolventes
organicos.

Bogialli y colaboradores [9, 49, 53-55] han publicado diferentes trabajos
relacionados con el empleo de MSPD como técnica de preparacion de
muestra para la determinacién de residuos de distintas familias de
antimicrobianos en alimentos. Las caracteristicas mdas relevantes de
dichos trabajos son el empleo de agua caliente como disolvente de
extraccion y el que esta se lleva a cabo en un instrumento similar a los
empleados en PLE, pero no automatico. El control de la temperatura de
extraccion permitié extraer selectivamente los analitos de interés con la
minima coextraccién de componentes de la matriz.

Asi por ejemplo, han determinado 8 Qs en muestras de huevo y leche
bovina [55, 56], obteniéndose recuperaciones entre 65y 105% en funcion
de la matriz analizada. En el caso particular de las muestras de huevo, la
recuperacion de las Qs aumenté de forma significativa con la adicion de
acido férmico en el agua e incrementando la temperatura de extraccion.
En estas condiciones el agua es menos viscosa y polar, por lo que aumenta
su poder solubilizante. Las principales ventajas de este procedimiento de
extraccion son la posibilidad de llevar a cabo la extraccién y limpieza de
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muestra simultdneamente, el empleo de un disolvente “amigable” con el
medioambiente y la escasa manipulacion de las muestras.

La incorporacion de materiales altamente selectivos como agentes dis-
persantes de MSPD ha incrementado de forma significativa el potencial
de esta técnica.

En este sentido, Yan y colaboradores [57] han empleado un polimero
de impronta molecular (MIP) como dispersante para la extraccion
de 5 FQs de muestras de huevo y musculo animal. Los MIPs poseen
cavidades complementarias en tamano, forma y distribucion de grupos
funcionales a la molécula plantilla empleada en su sintesis. Asi permiten
el reconocimiento selectivo de la misma o de compuestos relacionados
estructuralmente. Estos autores prepararon un MIP utilizando Ofloxacina
como molécula plantilla que resulté compatible con medios acuosos.
Mezclando la muestra con el MIP en una relacién 1:1 observaron que
las recuperaciones obtenidas siempre fueron mejores (>86%, RSDs <7%)
que las obtenidas al emplear como dispersante fases convencionales tipo
C18, silice, florisil o arena.

Otro inconveniente que observaron los autores con el empleo de
materiales poco selectivos fue la coelucion de interferencias de la matriz,
que afectaron a la correcta identificacién y cuantificacién de las Qs. Los
limites de deteccién obtenidos al emplear el MIP estuvieron entre 0.05y
0.09 ng.g'.

¢) Cromatografia de flujo turbulento (TFC)
Se trata de una técnica relativamente nueva de preparacion de muestra,
que se acopla en linea con la etapa de separacién cromatografica.

Basicamente consiste en una precolumna rellena con un sorbente de
tamano de particula relativamente grande (tipicamente 60 pm) lo cual
permite llevar a cabo la extraccion en linea trabajando a caudales elevados
(4-6 mL min). Requiere un minimo tratamiento de la muestra ya que
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esta generalmente se inyecta diluida en disolventes acuosos y en donde
las moléculas de pequeno tamano difunden hacia el interior de los poros
del sorbente mientras que las macromoléculas (como las proteinas) son
arrastradas por el elevado caudal de la fase movil hacia el desecho.

Posteriormente, los analitos atrapados en la precolumna se desorben con
un disolvente organico polar invirtiendo el sentido de bombeo (modo de
elucion “back-flush”), de manera que el eluato se transfiere mediante el
giro de una valvula intercambiadora hacia la columna analitica para su
separacion.

Entre las ventajas de esta técnica podemos destacar su elevada reprodu-
cibilidad debido a la automatizacién, cortos tiempos de anadlisis, escasa
manipulacion de la muestra y buena sensibilidad, y como inconveniente,
el elevado consumo de disolvente que suponen los altos caudales de tra-
bajo, lo cual compromete su aplicacién en el futuro.

Hasta el momento, se han descrito pocas aplicaciones para la determi-
nacion de Qs bajo esta técnica [58, 59]. En ambos casos, los autores de-
sarrollaron sistemas en linea basados en TFC-LC-MS/MS.

En el primer trabajo los autores emplean una columna de TFC basada
en un copolimero de estireno-divinilbenceno para preconcentrar y
limpiar los extractos procedentes de muestras de miel diluidas y filtradas
previamente. No se observaron cambios significativos en los resultados
obtenidos con la columna tras mds de 400 inyecciones, realizando
el analisis completo de una muestra en tan solo 23 minutos con
recuperaciones entre 85y 127% y limites de cuantificacién de 5 ng.g.

En el segundo trabajo también se empled una columna de TFC (Cyclona®),
esta vez para determinar Enrofloxacina y Ciprofloxacina en diferentes
tejidos animales. Debido a la complejidad de este tipo de matrices, las
muestras se extrajeron con una mezcla MeCN / H,0 / 4cido férmico y se
centrifugaron y filtraron justo antes de su inyeccion en el sistema.
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El andlisis de una muestra se realiz6 en solo 4 min. con recuperaciones
entre el 72 y 105% y limites de cuantificacion de 25 ng.g! en las distintas
matrices evaluadas.

d) Polimeros de impronta molecular (MIPs)

A pesar de las caracteristicas de los sorbentes convencionales empleados
en SPE, su dificultad para eliminar de forma eficaz las interferencias pre-
sentes en muestras complejas ha conducido al desarrollo de nuevos mate-
riales basados en un mecanismo de reconocimiento molecular selectivo.

Dentro de este grupo se incluyen los inmunosorbentes, que se basan en
la alta afinidad y selectividad de las interacciones antigeno-anticuerpo,
permitiendo la extraccion selectiva del analito de interés y de los com-
puestos relacionados estructuralmente. Sin embargo, el desarrollo de es-
tos materiales es un proceso largo y relativamente costoso, dos aspectos
poco atractivos para el desarrollo de nuevas metodologias analiticas.

Estas desventajas han conducido al reciente desarrollo de los MIPs y a
su aplicacion como sorbentes en procedimientos de extraccién en fase
sélida (MISPE). Los MIPs compiten con las fases convencionales de SPE
y los immunosorbentes en términos de selectividad, estabilidad y coste.

El empleo de los MIPs como sorbentes selectivos en SPE es reciente v,
comparado con otras areas de aplicacion, el nimero de usos de MISPE para
la determinacién de Qs en alimentos en los Gltimos anos es escasa [60,
61]. Diaz-Alvarezy colaboradores [27] han desarrollado un procedimiento
MISPE basado en un MIP que utiliza CIPRO como molécula plantilla para
la determinacién de 9 Qs en alimentos infantiles.

Tras una extraccion previa de las muestras con MeOH en un bano de
ultrasonidos, el extracto se purifico, a efectos comparativos, empleando
un sorbente basado en intercambio aniénico (SAX) y el MIP. El andlisis
cromatografico del extracto procedente de la preconcentracién con
cartuchos SAX mostrd la presencia de interferencias de matriz que
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afectaban a la correcta identificacién y cuantificacion de una de las FQs, en
cambio el extracto procedente del MIP proporcioné cromatogramas libres
de interferencias, lo que demostro6 la mayor selectividad de este sorbente.

Por el contrario, el MIP mostrd una selectividad preferente para algunos
de los analitos, concretamente para el grupo de las FQs, a diferencia del
sorbente SAX que, al ser menos selectivo, retuvo un mayor nimero de
analitos.

Entre las principales limitaciones del método propuesto se destacan la
limitada capacidad de carga del MIP, el elevado consumo de disolventes
organicos empleado durante el proceso MISPE y la necesidad de acoplar
los dos métodos de SPE para poder determinar las 9 Qs propuestas.

Recientemente, se estdn comercializando cartuchos MISPE (SupelMIP™)
para la determinacién de FQs, que se han aplicado con excelentes resul-
tados al andlisis de diferentes matrices como miel, leche y rinén [60].

En particular, el tratamiento de muestras de leche para la extracciéon de
fluoroquinolonas ha representado un reto analitico en su abordaje. Estas
muestras no pueden ser analizadas sin una preparacion preliminar, ya
que los contaminantes se diluyen y la matriz es bastante compleja. Una
de las principales dificultades relacionadas con la determinacién de FQs
en la leche es su alto contenido de grasa y proteinas, que a menudo puede
interferir en la determinacion analitica. Por tanto, los pasos de limpieza
y extraccion de residuos de medicamentos veterinarios siguen siendo un
reto en el campo de la quimica analitica [62-65].

El procedimiento de preparacion de muestra involucra dos subetapas fun-
damentales y consecuentes una de la otra, una de ellas es el pretratamien-
to, en el cual se da la extraccion cuantitativa de los analitos en simultaneo
con la eliminacién de los principales interferentes endogenos, y la precon-
centracion y limpieza, en la cual hay una posterior remocion de interfe-
rentes residuales de matriz y preconcentracién analitica de los compuestos.
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En el pretratamiento de la muestra la precipitacion de proteinas de la
leche se lleva a cabo empleando disolventes organicos como acetonitrilo,
metanol y etanol solos [66, 67] y en combinacién con dcidos, como el
tricloroacético [68] y acético [62] o con soluciones acuosas de estos [69,
70], mientras que la eliminacion de grasa se puede llevar a cabo utilizando
hexano [11, 68, 71], MeOH, MeCN, H,0 y dcidos como el férmico, acético
y tricloroacético (TCA).

Para la preconcentracion y limpieza, la SPE sigue siendo el método de
eleccidn para la extraccion de residuos de antibiéticos en matrices com-
plejas como la leche. Dentro de las ventajas se encuentra que el pro-
cedimiento analitico es mas simple, se utilizan pequenos volimenes de
disolventes, se obtienen extractos mds limpios y normalmente mayores
recuperaciones.

La retencion de analitos puede establecerse mediante interacciones no po-
lares, polares o i6nicas y existe una amplia variedad de sorbentes. SPE ac-
tualmente ofrecen varias opciones de capacidad de extraccion y selectividad.
Por lo tanto, la eleccion del sorbente es un factor clave para el éxito de la
preparacion de la muestra y depende en gran medida de las propiedades fisi-
coquimicas del analito objetivo y de la composicion de la matriz.

En las técnicas SPE para la extraccién de las nuevas FQs, se han utilizado
dos tipos de sorbentes, los cartuchos de fase inversa basados en silice y
los sorbentes poliméricos de fase inversa. Estos tltimos son elegidos en
la mayoria de los casos porque da los mejores resultados. Los sorbentes
poliméricos utilizados para la extraccion de FQs son predominantemente
hidrofébicos, por lo que el mecanismo de retencién dominante se basa
en interacciones hidrofébicas; sin embargo, tienen algunos grupos
funcionales hidroéfilos, una situacion ideal para compuestos anféteros
como las FQs que tienen un nticleo aromaticoy también grupos ionizables.

El procedimiento general que se aborda al emplear la SPE consta de
cinco pasos bien diferenciados: acondicionamiento, carga de muestra,
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lavado de los contaminantes, secado y elucién del analito de interés. Este
proceso se representa en la siguiente figura:

Lavado Secad
(eliminacién de e )
Carga de muestra bt (c.t!.munacmn restos de
(retencién cuantitativa persistentes) disolventes de lavado)
de analitos de interés e s Elucidon
interferentes (extraccién de los
persistentes) analitos de interés)

| | |

A A
oo :‘_l‘-l a
Sk
{':’A 2. :-
AS
%aae
& A
- &
*.‘:n‘}
Acondicionamiento el

(solvatacién de
centros activos)

Figura 2.6 Esquema representativo de un proceso de Extracciéon en Fase Sélida
(SPE): Se identifican las cinco etapas caracteristicas del proceso y el orden en
que estas son abordadas.

» Acondicionamiento: Se hace pasar a través del cartucho un disolvente
o mezcla de disolventes adecuados, con la finalidad de eliminar
las impurezas, activar el adsorbente y los grupos funcionales.
Generalmente se usa MeOH o MeCN para la activacion de adsorbentes
hidrofébicos.

e Carga: El objetivo de esta etapa es retener cuantitativamente a los
analitos, consiguiendo asi el mayor grado de selectividad posible,
los contaminantes de matriz pueden pasar por la columna sin ser
retenidos, y otros componentes de la matriz pueden retenerse, mas o
menos fuertemente, en la superficie del adsorbente.

» Lavado: En esta etapa se persigue la eliminacion selectiva de los anali-
tos considerados como enddgenos persistentes de la matriz, cuya pre-
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sencia podrian comprometer la calidad del analisis basado en la técni-
ca instrumental. Con ello, evidentemente se podrian ver comprometi-
dos también la exactitud y precisién de cualquier método validado.

e Secado: Con el fin de eliminar las trazas del disolvente de lavado, se
deja circular aire a vacio a través de los cartuchos de SPE durante un
tiempo breve. Esta etapa mejora el rendimiento de extraccién.

» Elucién: Constituye la etapa final. Los aspectos criticos de esta son la
acertada composicion del disolvente de elucion, y el uso del menor
volumen de dicho disolvente, de modo que revierta la interaccién
analito-adsorbente. La combinacion de estos aspectos conlleva la
elucion del 100% del contenido de analitos de interés, permitiendo
recuperaciones exactas, objetivo fundamental en el desarrollo de este
tipo de métodos.

2.4.2. Métodos de determinacion de quinolonas

Los métodos de determinacion de antimicrobianos hanido evolucionando
con el tiempo, de forma paralela al desarrollo de instrumentacion cada
vez mas sensible que permite alcanzar menores limites de deteccion.

El uso de nuevos equipos mas sofisticados, que con los anos han ido
incorporandose a la plataforma tecnolégica disponible en los laboratorios
de andlisis, ha transformado el panorama del analisis de residuos en
alimentos de origen animal. La figura 2.7 representa la linea de tiempo
de las técnicas instrumentales mas usadas.

2.4.2.1. Métodos cromatograficos

La cromatografia liquida (LC) ha sido la técnica mas utilizada en el anali-
sis de Qs. Hasta el momento se han descrito en la bibliografia diferentes
métodos cromatograficos con deteccién de diodos en fila (DAD) [27, 37,
52], fluorescencia (FLD) [17, 39, 61, 72, 73] o espectrometria de masas
(MS) [22, 25, 54, 59, 74] para la determinacion de residuos de estos anti-
microbianos, tanto en muestras de alimentos como medioambientales.
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Figura 2.7 Linea de tiempo representando el orden de evolucién de las técnicas
analiticas instrumentales.

La cromatografia liquida en fase inversa con detector de fluorescencia
(RPLC-FLD) se emplea frecuentemente en el andlisis de residuos de Qs,
debido entre otros aspectos, a su sensibilidad y selectividad, ya que las
FQs presentan fluorescencia nativa [75, 76].

Generalmente, las fases moviles empleadas estan constituidas por mez-
clas de MeCN o MeOH y agua. Como se ha mencionado anteriormente,
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las Qs son compuestos que presentan un equilibrio acido-base en disolu-
cién acuosa, por lo que resulta fundamental ajustar el pH de la fase mévil
(tipicamente entre 2 y 3) para llevar a cabo la separacién cromatografica
de estos compuestos empleando columnas de fase inversa C8 0 C18 y en
algunos casos fenol o amida.

De este modo, la naturaleza acida de la fase movil no solo favorece la
correcta separacion de las Qs sino también incrementa la sensibilidad
del método, dado que aumenta el rendimiento cuantico de emisién
de fluorescencia de estos compuestos, haciendo de este un sistema de
deteccion mucho mas sensible y selectivo que el DAD.

La presencia de grupos silanoles residuales e impurezas metalicas en los
materiales que constituyen las fases estacionarias de estas columnas ori-
gina la aparicién de colas, con el consiguiente ensanchamiento de los
picos cromatograficos, pérdida de resolucion y comprometiendo la sepa-
racion de estas sustancias. Por ello, los métodos mas recientes proponen
el empleo de fases estacionarias con silanoles recubiertos (endcapped) o
columnas de silice de elevada pureza, libres de trazas metalicas.

Sin embargo, la tendencia actual en el andlisis de residuos de Qs, al igual
que para el resto de antimicrobianos, es el empleo de la cromatografia
liquida acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS o LC-MS/MS) con
fuente de ionizacion de electrospray (ESI).

Esta técnica ofrece la posibilidad de analizar un amplio nimero de
residuos pertenecientes a distintas familias de modo simultdneo cuando
se utiliza combinada con procedimientos de preparacién de muestra
genéricos [15, 63, 64], como los denominados métodos QUEChERS (siglas
del inglés: Quick, Easy, Cheape, Effective, Rugged and Safe) [14]. El
empleo de este sistema de deteccion y sus grandes avances tecnoldgicos
han dado lugar a los métodos multirresiduo y multiclase [10, 65, 77].

Algunos ejemplos de estas nuevas metodologias multiclase en andlisis
de alimentos son, por ejemplo, el trabajo de Yamada y colaboradores [78],
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que han desarrollado un método basado en LC-MS/MS para identificar
simultdneamente 130 residuos en diferentes muestras de musculo animal,
entre los que se encontraban 61 antimicrobianos de distintas familias.
En términos generales, el método de tratamiento de muestra consistio
en una extraccion con MeCN/MeOH (95:5, v/v), posterior eliminacién
de lipidos con n-hexano, evaporacion y redisolucion en MeOH, previo al
analisis. Aunque para la mayoria de los analitos la recuperacién media
estuvo entre 70y 110%, en el caso de CIPRO y NOR estas no superaron el
70%. A pesar de que no se observo efecto matriz, la reproducibilidad del
método fue baja para algunos antimicrobianos (RSD > 20%).

Otro ejemplo representativo de las metodologias multiclase es el
desarrollado por Aguilera-Luiz y colaboradores [79], quienes proponen un
procedimiento sencillo y rdpido para la determinacion de sulfonamidas,
macrolidos, tetraciclinas y quinolonas en leche. Los compuestos de
interés se extrajeron con MeCN acidificado en presencia de EDTA con el
fin de mejorar la extraccion de las tetraciclinas y macroélidos.

A continuacion, se adicioné una mezcla de sulfato magnésico y acetato
sédico con el fin de eliminar las trazas de agua y las proteinas presentes
en la matriz. La fase organica se centrifugo y filtré y los extractos se
analizaron directamente sin necesidad de aplicar una etapa de limpieza
previa. El tratamiento de la muestra se complet en tan solo 10 minutos
y las recuperaciones obtenidas para los distintos antimicrobianos fueron
73-108%, por lo que el método presenta un gran potencial para su
aplicacion en los laboratorios de control de residuos.

Sin embargo, una de las limitaciones de los métodos LC-MS/MS es
que a menudo presentan efecto matriz, ya que la fuente ESI es muy
susceptible a las interferencias de la matriz. El efecto matriz se traduce
generalmente en una supresion de la senal de los analitos de interés,
que afecta tanto a la sensibilidad del método como a la exactitud. Este
efecto se ha observado frecuentemente en los métodos LC-MS/MS para la
determinacién de antimicrobianos tanto en alimentos como en muestras
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medioambientales, debido a la complejidad de las matrices analizadas y
al empleo de procedimientos de tratamiento de muestra poco eficaces.

Por ello, la eliminacion eficaz de los constituyentes de la matriz sigue
siendo un aspecto critico en este tipo de metodologias,debido alos efectos
de supresion iénica que pueden presentarse con esta clase de detectores.
Un ejemplo es el método propuesto por Stubbings y colaboradores [80]
para la determinacion de sulfonamidas, quinolonas, fluoroquinolonas,
iono6foros y nitroimidazoles en muestras de tejido animal por LC-MS/MS.
Considerando las propiedades acido-base de las FQs, el procedimiento
QuEChERS empleado incluye un medio acido para favorecer la extraccién
de estos compuestos. Asi, las muestras se trataron con MeCN acidificado
con acido acético al 1% (v/v) en presencia de Na,SO, y posterior limpieza
del extracto por d-SPE.

Sin embargo, la limpieza insuficiente de los extractos provocé un efecto
de supresion i6nica sobre algunos analitos.

2.4.2.2. Métodos basados en otras técnicas analiticas

Se trata, por lo general, de métodos de criba sencillos y rapidos que
requieren una sensibilidad relativamente alta y un porcentaje muy
bajo de falsos negativos. Constituyen una herramienta muy util en los
programas de vigilancia de residuos a pesar de su limitada selectividad.

No obstante, este inconveniente no es critico, ya que su propoésito
fundamental es detectar muestras no conformes que posteriormente
se someteran a analisis confirmatorios. Por ello, estos métodos deben
reducir al minimo el porcentaje de falsos negativos, ya que inicamente
las muestras positivas se evaluardn posteriormente [81]. En su mayoria
se trata de bioensayos basados en técnicas inmunoquimicas (ELISA,
RIA) y microbioldgicas. El principal atractivo de estos métodos radica
en el limitado tratamiento que requiere la muestra, tiempos cortos de
analisis (entre 2-2.5 h para la mayoria de los kits), alta sensibilidad,
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capacidad para analizar un elevado nimero de muestras y bajo costo, en
comparacion con otras técnicas de analisis.

El principal inconveniente de estos métodos es que generalmente,
solo permiten la identificacién de familias de compuestos, pero no de
sustancias individuales. Actualmente existe una gran variedad de kits
ELISA [18, 82] y microbiolégicos [83] para la determinacion de residuos
de antibioticos de distintas familias en alimentos, piensos y agua de rio
[84, 85].

En algunos casos, el establecimiento de los LMRs ha obligado a una
revision critica de los métodos de criba disponibles para incrementar
su sensibilidad. Asi, por ejemplo, aunque la presencia de ENRO en una
muestra de tejido animal puede detectarse con la bacteria Bacillus subtilis,
se ha sugerido el empleo de una segunda bacteria (Escherichia coli “14”)
que es mas sensible a la presencia de Qs. Sin embargo, esta bacteria no es
adecuada para la deteccion de otras Qs (ej. DIFLO, FLUME, OXOy SARA) a
sus LMRs [86]. Otras bacterias utilizadas como alternativa a las anteriores
son E. coli ATCC11303 [87], Yersinia spp [88] y B. stearothermophilus [83].

Esta nueva generacion de bioensayos mejora significativamente las
caracteristicas analiticas de los anteriores, pero los limites de deteccion
que suelen describirse en bibliografia deben interpretarse con cuidado,
ya que con frecuencia corresponden a calibrados basados en disoluciones
patron de los antibidticos, ignorando el hecho de que la matriz de las
muestras reales puede tener una influencia significativa sobre la sensi-
bilidad del bioensayo.

Finalmente, otra técnica alternativa empleada, aunque en menor me-
dida, para el andlisis de residuos de antimicrobianos es la electrofore-
sis capilar (CE). Los modos mads utilizados, especialmente en el analisis
multiclase, son la electroforesis capilar en zona (CZE) y la cromatografia
micelar electrocinética (MEKC) combinadas con procedimientos de tra-
tamiento de muestra basados principalmente en SPE [89, 90].
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2.5. Retos analiticos en el abordaje del analisis de fluo-
roquinolonas en leche bovina del mercado colombiano

Teniendo en cuenta la importancia de la carne y la leche bovina en
la nutricion humana y su amplio consumo en todo el mundo, es muy
importante garantizar la calidad de estos productos, siendo deber del
productor respetar las especificaciones para la dosificacion, dias de
tratamiento y tiempo de retiro como lo contemplan las buenas practicas
ganaderas (BPG), junto con la producciéon de alimentos inocuos a los
consumidores, mientras que el deber de las entidades competentes es
llevar a cabo un control de residuos.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue determinar la presencia
de residuos de fluoroquinolonas en muestras de leche y carne a partir
de métodos analiticos validados en el laboratorio y evaluar el posible
efecto oxidativo in vitro de estos residuos sobre las principales fracciones
proteicas a partir de los LMR establecidos por la Unién Europea.

Lo anterior ofrece muchos beneficios entre los cuales estan, el aportar
conocimientos sobre la exposicion humana a estos contaminantes,
contribuir a establecer la calidad de estos productos, fortalecer las
investigaciones que se han hecho en relacion a la utilizacion de este tipo
de métodos en alimentos de origen animal y ofrecer una alternativa para
implementar futuros métodos para el control de calidad en la industria
de alimentos en Colombia.

Aunque en Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) ha
fortalecido su sistema de informacion y vigilancia, este basicamente
se dirige a la recepcion de notificaciones de la posible presencia de
enfermedades y medidas para su control, y poco ha desarrollado en
materia de vigilancia y control de residuos de medicamentos veterinarios
u otro tipo de sustancias en alimentos de origen animal como la leche.
En el mismo sentido en el ano 2005 el Consejo Nacional de Politica
Econdémicay Social de Colombia (CONPES) formul6 una politica sanitaria

96



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

y de inocuidad para las cadenas de carne bovina y leche, con la que se
pretende mejorar las condiciones de sanidad e inocuidad, aumentar la
competitividad y fortalecer la capacidad de comercializacion del pais.

Sin embargo, tres anos después, uno de los informes de Prospectiva
y Vigilancia Tecnolégica e Inteligencia Competitiva, especialmente
disenado para perfilar las agendas de investigaciéon de las Cadenas
Productivas Agroindustriales de Colombia, establecié que en el pais la
regulacion de micotoxinas, residuos de medicamentos, plaguicidas y
quimicos industriales, que hacen parte de los elementos a regular por
parte de los programas de cumplimiento, no tienen LMRs permitidos o
niveles de tolerancia, reconociendo la necesidad de definir los avances
del Plan Nacional de Residuos para productos lacteos. Para cumplir estos
lineamientos se plantea no solo el fortalecimiento institucional, sino
también de la capacidad cientifica y tecnoldgica en el pais, dirigida a
tales aspectos.

Con el fin de ofrecer una alternativa que permita la implantacion de
programas eficientes que garanticen la inocuidad de los alimentos
para el consumidor nacional, nuestros trabajos de investigacion se han
centrado en el desarrollo, puesta a punto y validacién de metodologias
analiticas ttiles para la determinacion de residuos de estas sustancias en
matrices como leche y carne bovina. Pare ello, se ha empleado técnica de
extraccion en fase sélida acoplada a cromatografia liquida de alta presién
y deteccion DAD.

Considerando que el objeto de estos analisis es el control y vigilancia
de residuos, los métodos desarrollados debian cumplir con detectar
la presencia de estas sustancias a niveles del LMR, de acuerdo con los
valores que se muestran en la Tabla 2.5.
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Tabla 2.5 Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos por la Directiva
Europea para Fluoroquinolonas de uso veterinario

Sustancia far- | pesiduo L. LMR Tejidos
macoldgica- marcador Especie animal (ug-Kg") diana
mente activa ng

Todas las especies
ldestmada_s,a 300 Misculo (1)
a produccion 100 Grasa
de alimentos, 300 Higado
excepto bovinos, 600 Rigﬁ on
ovinos, caprinos,
porcinos y aves
400 Mdsculo
Bovinos, ovinos, 100 Grasa
Difloxacina Difloxacina caprinos (5) 1400 ngago
800 Rinon
400 Mdusculo
. 100 Piel y grasa (2)
Porcinos 800 Higado
800 Rinon
300 Mdsculo
400 Piel y grasa (3)
Aves (4) 1900 Higado
600 Rinon
10 Grasa (3)
Pollo :
Sarafloxacina | Sarafloxacina 100 Higado
Salmoénidos 10 Musculo (1)

(1) Para peces este LMR se refiere a “musculo y piel en proporciones naturales”.
(2) Para porcino este LMR se refiere a “piel y grasa en proporciones naturales”.
(3) Para aves este LMR se refiere a “piel y grasa en proporciones naturales”.

(4) No debe utilizarse en aves que producen huevos para consumo humano.

(5) No debe utilizarse en animales que producen leche para consumo humano.
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Tabla 2.5 Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos por la Directiva
Europea para Fluoroquinolonas de uso veterinario

Sustancia far- Residuo L LMR Tejidos
macoldgica- marcador Especie animal gKg") | diana
mente activa

Todas las especies
destinadas a la 100 Miisculo (1)
produccién de 100 Grasa
alimentos, excepto 200 Hicado
bovinos, ovinos, 200 Ri%én
caprinos, porcinos,
conejos y aves
100 Misculo
. . 100 Grasa
Bovmos,_ ovinos, 300 Higado
Enrofloxacina | Lorofloxacina + cApHInes 200 Rinon
Ciprofloxacina 100 Leche
100 Mdsculo
Porcinos 100 Grasa (2)
y conejos 200 Higado
300 Rinon
100 Mli.sculo
100 Piel y
Aves (4) 200 grasa (3)
Higado
300 g
Rindn
150 Misculo
50 Grasa
Bovinos (5) 150 Higado
150 Rindn
Marbofloxacina | Marbofloxacina 75 Leche
150 Mdsculo
Porcinos 50 Grasa (2)
150 Higado
150 Rinéon

(1) Para peces este LMR se refiere a “musculo y piel en proporciones naturales”;
(2) Para porcino este LMR se refiere a “piel y grasa en proporciones naturales”;
(3) Para aves este LMR se refiere a “piel y grasa en proporciones naturales”;

(4) No debe utilizarse en aves que producen huevos para consumo humano;

(5) No debe utilizarse en animales que producen leche para consumo humano.
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Tabla 2.5 Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos por la Directiva
Europea para Fluoroquinolonas de uso veterinario

Fluoroqui- Residuo Especie animal LMR Tejidos
nolona marcador p (ng'Kgh) diana

Todas las especies

destmad.a’s ala 200 Misculo
produccion de
. 250 Grasa
alimentos, excepto ,
bovinos, ovinos 500 Higado
’ > 1000 Rinon

caprinos, porcinos,
aves y peces

200 Mdsculo
300 Grasa (2)

Flumequina | Flumequina Bc?\;/izlgss’cljaorrciir?:ss’ 500 Higado
» Cap 1500 Rinon
50 Leche

400 Musculo

Aves (4) 250  |Piely grasa (3)

800 Higado
1000 Rinén
Pescado 600 MU.SCUIO y
piel (1)
Todas las especies
destinadas a la 100 Mdsculo (1)
produccion de 50 Grasa (2)
alimentos, excepto 200 Higado
bovinos, ovinos, 200 Rinén
caprinos y aves.
200 Mdusculo
Danofloxacina | Danofloxacina Bovi . 100 Grasa
ovinos, ovinos, ,
. 400 Higado
caprinos 400 Rif6N
30 Leche
200 Misculo
100 |Piel y grasa (3)
Aves (4) 400 Higado
400 Rifi6n

»

(1) Para peces este LMR se refiere a “musculo y piel en proporciones naturales”.
(2) Para porcino este LMR se refiere a “piel y grasa en proporciones naturales”.
(3) Para aves este LMR se refiere a “piel y grasa en proporciones naturales”.

(4) No debe utilizarse en animales que producen huevos para consumo humano.
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2.5.1. Componente experimental
2.5.1.1. Reactivos y materiales

- Metanosulfonato de danofloxacina (DANO, 75.1%), (Pfizer S.A.).

- Hidrocloruro de ciprofloxacina (CIPRO, 99.8%), (Bayer AG).

- Enrofloxacina (ENRO, 99.7%), (Bayer AG).

- Hidrocloruro de sarafloxacina (SARA, 90%), (Fort Dodge Veterinaria S.A.).

- Hidrocloruro de lomefloxacina (LOME), (Sigma-Aldrich).

- Cloruro de amonio p.a., (Merck).

- Hidroxido sédico (99%), (Merck).

- Metanol y acetonitrilo (HPLC), (SDS).

- Acido ortofosférico (HPLC, 85-90%), (Fluka).

- Acido tricloroacético (TCA, 98%), (Riedel de Haén).

- Agua Milli-Q (Millipore).

- Filtros de nylon 0.45 ym, 47 mm (Phenomenex).

- Cartuchos de extraccién en fase solida (SPE): Strata Screen A
(C8/intercambio anidnico, 200 mg, 3 mL) y Strata X (estireno-
divinilbenceno, 200 mg, 6 mL), (Phenomenex).

2.5.1.2. Instrumentacion

- Cromatografo HPLC 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA),
equipado con bomba cuaternaria, desgasificador en linea, inyector
automatico y detector de fluorescencia (FLD).

- Columna AQUATM C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 uym) (Phenomenex).

- Precolumna C18 (4.0 x 3.0 mm, 5 pym) (Phenomenex).

- Columna Synergi MAX-RP (Phenomenex).

- Mezclador de laboratorio (capacidad 2 L), (Filtra Vibracién).

- Ultracentrifuga con sistema de enfriamiento (Eppendorf—5804R).

- pHmetro GLP 22 (Crison).

- Sistema de extraccién SPE para 20 cartuchos (Varian).

- Vortex IKA®-MS2 Minishaker (IKA, Labortechnik).
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2.5.1.3. Retos de la optimizacion de las condiciones cromatogra-
ficas

Las FQs son compuestos que pueden estar presentes en disoluciéon acuosa
en forma catidnica, aniénica o zwitteridénica, debido a la presencia del
grupo carboxilo y del grupo amino presente en el anillo piperazina de
dichas estructuras (Figura 2.5).

El valor del pK,, (para el grupo carboxilo) se encuentra en el intervalo
comprendido entre 5.5 - 6.0, mientras el pK,, (para el grupo amino de las
FQs estudiadas) se ubica entre 7.5 — 8.5. Por ello, resulta fundamental
ajustarel pHdelafasemévil parallevaracabolaseparacion cromatografica
de estos compuestos, en la que se emplean habitualmente, columnas de
fase inversa de tipo C8 o C18 y, en algunos casos, fenol o amida.

La presencia de grupos silanoles residuales e impurezas metalicas en los
materiales que constituyen las fases estacionarias de estas columnas,
origina la aparicion de colas, con el consiguiente ensanchamiento de
los picos cromatograficos, perdiéndose resoluciéon y comprometiendo
la separacion de estas sustancias. Por ello, los métodos mas recientes
proponen el empleo de columnas encapadas o columnas de silice de
elevada pureza, libres de trazas metalicas responsables de incrementar
las caracteristicas acidas de los grupos silanoles.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados y nuestra experiencia
en la separacion de FQs, se decidié utilizar una columna de fase
inversa C;3 modificada con grupos funcionales hidrofilicos (AQUA™
Cy5), que permite emplear fases moviles con elevada proporciéon de
disolvente acuoso, para la separacién de ciprofloxacina, lomefloxacina,
danofloxacina, enrofloxacina y sarafloxacina en extractos de muestras de
leche de formula infantil en polvo. El bajo grado de acidez de los grupos
residuales del sorbente empleado como fase estacionaria en esta columna
disminuye las interacciones con las FQs, reduciéndose la asimetria de
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los picos cromatograficos y mejorando la eficiencia de la columna en el
proceso de separacion.

Se han evaluado varios factores para optimizar la separacion de las
FQs en la columna AQUA™ C,4: naturaleza de la disolucién reguladora,
efecto de modificadores organicos, composicién del gradiente y caudal.
Basandonos en el comportamiento de las FQs en medio acuoso, se
evaluaron dos tipos de disoluciones reguladoras: a) acido férmico/
formiato aménico 0.1%, pH 3.0 y, b) dihidrégeno fosfato/monohidrégeno
fosfato 25 mM, pH 3.0.

El empleo de estas disoluciones como fase movil, tiene por objeto
protonar el grupo amino de la FQ y reducir asi su interaccién con los
grupos silanoles residuales del sorbente. En cada caso se incluyeron
modificadores organicos para ajustar el poder de eluciéon y obtener la
maxima resolucion en un tiempo cromatografico razonable.

Los resultados obtenidos al emplear mezclas de distintas proporciones
de tampdn formiato 0.1%, pH 3.0/acetonitrilo (86:14; 84:16 y 82:18
%v/v;.) en régimen isocratico revelaron la imposibilidad de resolver
adecuadamente los analitos de interés de una interferencia de la matriz.

Como se observa en el cromatograma de la Figura 2.8 (a), ni siquiera el
empleo de una fase mévil con bajo poder de elucién permitié resolver la
interferencia de una de las FQs de mayor interés regulatorio como CIPRO.
Adicionalmente, tampoco se consiguio la elucion de sarafloxacina en un
tiempo de analisis inferior a 25 min.

Por otra parte, al aumentar el poder de elucion de la fase mévil, mediante el
incremento en el porcentaje del modificador organico, disminuye el factor
de retencién para todos los analitos y, por tanto, el tiempo de cromatografia.
No obstante, el sistema cromatografico pierde selectividad para alcanzar
resolucién entre el pico cromatografico correspondiente a danofloxacina y
la interferencia, como se puede observar en la Figura 2.8 (b).

103



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

(a) (b)

DANO _+ Interferencia

CIPRO + Interferencia

t (min.) t (min.)

Figura 2.8 Efecto de la variacion del modificador orgénico en la fase mavil.
Condiciones cromatograficas: columna AQUATM, caudal 1 mL/min, Aexc/em
280/450 nm. Fase mévil: (a) tampon formiato 0.1%, pH 3.0/ACN (86:14 v/v); (b)
tampodn formiato 0.1%, pH 3.0/ACN (82:18, v/v).

Basandonos en los resultados obtenidos anteriormente, y con objeto de
resolver la interferencia de los analitos de interés, se decidi6 ensayar
una nueva fase mévil constituida por una disolucién amortiguadora de
tampon fosfato 25 mM, pH 3.0 y diferentes proporciones de acetonitrilo
y metanol hasta llegar a la composicién 6ptima de gradiente que se
muestra en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6 Gradiente de elucién empleado para la separacion de las fluoroquino-
lonas utilizando una columna AQUATM, Aexc/em 280/450 nm.

Tiempo (min.) %A %B %C (nf:;‘n‘:f‘rll ;
8 83 17 0 1
20 19 66 15 2
23 15 66 19 2

(A) tampon fosfato 25 mM, pH 3.0; (B) acetonitrilo; (C) metanol

El empleo de tampén fosfato modificd el comportamiento cromatografico
de la interferencia, disminuyendo su retencién sobre la fase estacionaria
y eluyendo, por tanto, a un tiempo menor que las FQs. Como se muestra
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en la Figura 2.9, estas condiciones de eluciéon permitieron alcanzar una
optima resolucion entre la interferencia y el analito adyacente: CIPRO,
al tiempo que se obtienen picos cromatograficos sin cola, indicativo de
una 6ptima distribucion de los analitos entre la fase estacionaria y la fase
movil, dando lugar a una separacion con la maxima eficiencia.

Estos aspectos, asociados al bajo tiempo de cromatografia empleado
para la separacion de las FQs. (<15 min.), nos permitieron establecer esta
composicién como la ideal para llevar a cabo la separacién cromatografica
de las FQs presentes en la matriz de leche de FIP.

El valor de pH acido seleccionado para la fase movil (3.0), permite
aumentar la sensibilidad en la deteccion fluorescente de las FQs, ya que las
correspondientes formas aniénicas de estos compuestos generalmente
no muestran fluorescencia nativa, mientras las especies cationicas, que
prevalecen en el medio acido, son altamente fluorescentes.

DANO
ENRO

Interferencia
SARA

CIPRO
LOME

) 5 10 15 0

T (min.)

Figura 2.9 Cromatograma obtenido al emplear como fase mdvil (A) tampodn
fosfato 25 mM, pH 3.0 / (B) MeCN / (C) MeOH con elucién en gradiente: 17% B,
0%C (8 min, 1 mL/min), 17-66% B, 0-15% C (12 min, 2 mL/min), 66% B, 15-19%
C (4 min, 2 mL/min). Columna AQUA™ Xexcrem 280/450 nm.
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Los tiempos de retencién y la resolucién obtenidos para cada una de las FQs,
al emplear estas condiciones de fase movil, se muestran en la Tabla 2.7.

Tabla 2.7 Tiempos de retencién y resoluciones cromatograficas obtenidos para
las FQs en estudio, empleando como fase mévil disolucion reguladora de fosfato
25 mM, pH 3.0, MeCN y MeOH con programa de elucién en gradiente.

FQs Tiempo de retenciéon (min) Resolucion
CIPRO 11.2 7.86
DANO 13.4 3.68
ENRO 14.2 6.56
SARA 14.7 ---

2.5.1.4. Optimizacion del procedimiento de preparacion de muestra

De todas las etapas que comprenden un método analitico, se podria decir
que la correspondiente al tratamiento de muestra es la mas critica. La
eliminacién de los interferentes facilita la determinacion posterior de los
analitos de interés, al mejorar la selectividad y sensibilidad del método.

En este sentido, podemos afirmar que el tratamiento de muestra de le-
ches de FIP para la determinaciéon de FQs se encuentra condicionado
principalmente por la alta complejidad de la matriz, constituida por un
elevado porcentaje de grasas y proteinas, asi como oligoelementos, vita-
minas y minerales que se adicionan como complemento nutritivo a di-
chas féormulas.

Eliminacion de interferentes: grasas y proteinas.

Los métodos que se han descrito para la extraccion de FQs, incluyen
desde su extraccion directa con disolventes organicos, hasta aquellos que
involucran etapas previas a dicha extraccion. No obstante, se ha podido
establecer que la extraccién directa de analitos como enrofloxacina y
ciprofloxacina a partir de muestras de leche no es posible, debido a la
seria interferencia que genera la presencia de la grasa.
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Dado que la mayoria de las muestras de leche de FIP comercialmente
disponibles poseen elevados contenidos de grasa (20-30%) y proteina
(10-15%), las etapas de desengrasado y desproteinizacion son criticas
para la extraccion efectiva de las FQs.

Con el fin de obtener muestras libres de grasa, se investigo la capacidad
desengrasante de distintos disolventes como éter de petréleo, pentano y
la mezcla éter etilico/éter de petréleo (50:50, %v/v), encontrandose los
mejores resultados al emplear 20 mL de este Gltimo, lo cual se puso de
manifiesto en la alta reproducibilidad obtenida en los tiempos de reten-
cién cromatograficos de los analitos de interés (RSD: 0.007 — 0.614%).

Sin embargo, la inclusién de esta etapa previo al proceso de desproteini-
zacion y a la extraccion en fase sélida incrementaba de forma considera-
ble el tiempo invertido en la preparacién de muestra, asi como el volumen
de residuos orgdnicos generados. Por ello, se decidid eliminarla y ensayar
un procedimiento alternativo empleando un agente emulsificante como
el NaOH (0.1 M, 6 mL) durante la etapa de lavado de los cartuchos de ex-
traccion en fase sélida (SPE) utilizados en la preconcentracién y limpieza
de la muestra (Strata X), como se muestra en la Figura 2.10.

Eliminaci6én de Grasas (20-30%) :

interferentes S— 2
S * Eter de petrdleo
v * Pentano
Proteinas (10-15%) : * Eter etilico/éter de petréleo (50:50, %v/v)
* TCA + MeOH o ACN v Emulsificante (NaOH, 100 mM)

v' TCA/MeOH (10 %, w/v)

L]

—

Figura 2.10 Esquematizacion del abordaje analitico del pretratamiento de
muestras de leche, enfocado en la eliminacién de los componentes endégenos
mayoritarios de la matriz: grasas y proteinas.
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Con respecto al proceso de desproteinizacion (Figura 2.10), la mayoria
de los métodos descritos para determinaciéon de FQs en muestras de
leche entera bovina, plasma y tejidos, proponen la precipitacién de
proteinas con disolventes organicos como acetonitrilo, etanol, metanol
o acetona. Con el fin de incrementar su capacidad desproteinizante,
suelen combinarse con 4cidos (acido fosférico) o bases (hidréxido de
sodio, hidréxido de amonio); sin embargo, esta dltima combinacién
ha demostrado ser poco eficaz en este tipo de muestras, efecto que fue
confirmado en el presente estudio.

De acuerdo con la experiencia acumulada del grupo de trabajo, se decidio
evaluar mezclas de metanol o acetonitrilo con TCA, encontrandose que
el empleo de una disolucion de TCA al 10% w/v en metanol era altamente
efectiva en la precipitacion de proteinas presentes en muestras de FIP, ya
que se produce la formacion de un precipitado que se puede separar con
facilidad del sobrenadante, mediante centrifugacion.

Elvolumen empleado de esta disolucién (1 mL), se optimiz6 para alcanzar
un valor de pH final en la muestra menor que 2.0 y, de esta forma,
minimizar las interacciones de las FQs con las proteinas, favorecer la
solubilizacién completa de los analitos y disminuir los riesgos de pérdida
de las FQs durante esta etapa.

Por otra parte, el empleo de mezclas MeCN-TCA di6 lugar a la obtencion
de sobrenadantes muy turbios, por lo que se desestimo su empleo.

Preconcentracién y limpieza de los extractos mediante extraccion en fase
solida (SPE)

Las concentraciones de las FQs que suelen estar presentes como residuos
en muestras de alimentos o medioambientales, generalmente son bajas,
de modo que preconcentrar el analito de interés previo a su analisis cro-
matografico, cobra gran importancia para no incurrir en falsos negativos.

Basandonos en lo expuesto anteriormente, y considerando la comple-
jidad de las muestras de leche de FIP, se hizo necesaria una etapa de
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limpieza de los extractos obtenidos tras su desproteinizacion y previo al
analisis cromatografico, con el fin de eliminar componentes endégenos
que puedan interferir en el andlisis de las FQs, al tiempo que se requiere
la preconcentracion de los analitos con el fin de conseguir limites de de-
teccion bajos. Por ello, se hizo necesario poner a punto un método de
preparacion de muestra basado en SPE.

Con este fin, se evaluaron dos tipos de cartuchos de SPE: Strata Screen Ay
Strata X. Los primeros estan constituidos por una fase estacionaria mixta
C8/intercambio anidnico, y cuentan con una capacidad intercambiadora
de 0.25 meq g'; mientras que los segundos, emplean un polimero de
estireno-divinilbenceno. Los factores evaluados para establecer las
condiciones Optimas en el procedimiento de SPE, incluyeron el estudio
del pH de carga y las condiciones de lavado y elucion. Para ello, se
emplearon muestras blanco de FIP enriquecidas con los analitos de
interés: Cipro, Lome, Dano, Enro y Sara a una concentracion de 100 ug Kg'.
Las recuperaciones se calcularon empleando como referencia extractos
de la matriz enriquecidos con la misma cantidad de las FQs de interés.

a) Evaluacion del pH de carga.

Como se ha mencionado antes, las FQs son compuestos que presentan
equilibrio protolitico (pKa: 5.5-6.0; pKa: 7.5-8.5) por tanto, el pH del
extracto de la muestra puede afectar las recuperaciones de las FQs,
principalmente en los cartuchos Strata Screen A. Para ello, se analizaron
por triplicado muestras blanco FIP enriquecidas con las FQs a un nivel
de concentracion de 100 pg-Kg!. Se sometieron a desproteinizacion y se
ajusté el pH de los extractos obtenidos a distintos valores antes de su
carga en el cartucho. Se estudiaron valores de pH de 5.5, 6.5 y 7.5 para
los cartuchos Strata X y de 9.0 para los Strata Screen A, con el fin de
favorecer el mecanismo de intercambio aniénico en estos tltimos.

Los cartuchos Strata Screen A proporcionaron recuperaciones bajas
y una elevada irreproducibilidad hecho que puede atribuirse a la baja
capacidad intercambiadora del sorbente (0.25 meq-g™).
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Por el contrario, los cartuchos Strata X proporcionaron las mejores
recuperaciones con alta reproducibilidad, especialmente a pH 6.5,
mostrando una baja influencia del pH de carga de muestra sobre las
recuperaciones de los analitos. En este intervalo de pH (5.5-7.5), las FQs
se encuentran en forma zwiterionica, lo cual sugiere que las interacciones
hidrofébicas entre los analitos de interés y el sorbente polimérico de
estos cartuchos, constituyen los principales mecanismos de retencién
que tienen lugar en este caso.

Basandonos en estos resultados, se escogieron los cartuchos Strata X
para realizar la limpieza y preconcentracion de los extractos obtenidos
tras la desproteinizacion, ajustando el pH de carga a 6.5.

b) Condiciones de lavado.

Con el fin de eliminar los interferentes de la matriz, representados en su
mayor parte por las grasas, sin comprometer la retencion selectiva de las
FQs sobre el sorbente polimérico de los cartuchos Strata X, se evalud el
volumen y la composicion de distintas soluciones de lavado.

Debido al elevado contenido graso de las muestras, se ensayaron
disolventes orgdnicos como diclorometano y pentano; sin embargo, su
empleo daba lugar a pérdidas de las FQs, con la consiguiente disminucién
de las recuperaciones obtenidas.

En consecuencia, se decidié evaluar un procedimiento alternativo de
saponificacion para la eliminacién de las grasas, que consistié en un
tratamiento alcalino con NaOH. De este modo, tras la desproteinizacion
inicial de las muestras, se ajusto el pH de los extractos a pH 6.5, y a
continuacioén se cargaron en los cartuchos Strata X, tras lo cual se lavaron
con 6 mL de una disolucién de NaOH 0.1 M.

El volumen empleado fue previamente optimizado hasta lograr la
eliminacién completa de los lipidos coextraidos sin comprometer la
retencion de las FQs. De esta forma, la inclusién del agente emulsificante
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en esta etapa,redujo considerablemente el volumen de residuos organicos
generados durante la preparacion de muestra, asi como el tiempo
requerido para ello. El lavado de los cartuchos se complet6 empleando 2
mL de una disolucién acuosa de metanol al 5% v/v, que permiti6 eliminar
interferentes de naturaleza polar.

¢) Condiciones de elucion.

La caracteristica mas importante del disolvente empleado para tal fin, es
su fuerza de elucién. Una fuerza de elucion elevada requiere el empleo
de bajos volumenes de disolvente para eluir completamente las FQs,
permitiendo que el factor de dilucién en esta etapa sea bajo.

Lavado
(NaOH 100 mM, 6 mL / Secado
MeOH/H20 5:95, 2 mL) (15 seg.)
Elucién
Carga de muestra ; . (HSPO#/MeCN/MeOH
(Extracto ajustado a pH 6,5) ] (4:30:66, 2x1 mL)
'-'.' e l
(2 : ; (1)
. ‘e Y ¥y
=k
- “A .: ®e —_—
Q‘A‘l -
aae
4 2
r a
o ABA A

Strata X
Acondicionamiento:

MeOH /PB (25 mM, pH 6.5)

Figura 2.11 Procedimiento de extraccion en fase sélida optimizado. Se repre-
sentan las condiciones optimizadas en cada etapa de este proceso.

Basandonos en la experiencia previa del grupo de investigacion, se ensa-
yaron distintas mezclas de disolventes organicos en medio acido, debido
a que las FQs presentan alta solubilidad en dichas condiciones. De este

m



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

modo, se estudiaron distintas combinaciones de acido orto-fosforico
(1-4%) en metanol o en mezclas metanol/acetonitrilo, ensayando dis-
tintos volimenes de elucién (entre 1 y 5 mL) ) (Figura 2.11). Las me-
jores recuperaciones se obtuvieron utilizando 2 mL de una mezcla
H;PO,/acetonitrilo/metanol, 4:30:66 (v/v/v) (Figura 2.12).

2.5.1.5. Validacién del método de acuerdo con la Directiva Europea
2002/657/€C

En la Unién Europea, la validaciéon de los métodos analiticos para la
determinacién de residuos de medicamentos veterinarios en alimentos de
origen animal, debe realizarse de acuerdo con los criterios especificados
en la Decision de la Comisién 2002/657/EC.

La validacion del método incluye los siguientes parametros: especifici-
dad, linealidad, exactitud, precision en términos de repetibilidad y repro-
ducibilidad intralaboratorio y la sensibilidad del método con base en el
calculo del limite de decision (CCa) y capacidad de deteccion (CCP).

Enla Decision mencionada, la cual es la normativa internacional de refe-
rencia en nuestras investigaciones, se establecen los criterios estipula-
dos para validar los métodos destinados al andlisis de residuos de me-
dicamentos veterinarios en alimentos, a fin de garantizar, con evidencia
documentada que estos métodos cumplen con el objetivo para el que han
sido disenados. Usualmente estas metodologias analiticas contemplan la
utilizacién de estandar interno (EI) como método de cuantificacion, en el
cual se anade una cantidad conocida de un compuesto patréon a la mues-
tra a analizar antes de realizar con ella cualquier manipulacién.

Bajo este precepto, estos métodos pueden ser incluidos en cualquier pro-
grama de vigilancia y control alimentario. Los pardmetros contemplados
en la Decisién 2002/657/CE de la Comision Europea y que son objeto de
evaluacion son:
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Etapa Strata X Strata Screen A
MeOH (2 x 3 mL) MeOH (2 x 3 mL)
Acondicionam.  pB (25 mM, pH6.5, | NH,CI (25 mM, pH 9.0)
pH7.5 (2x3mL)
pH carga S5 e, TS pH 9.0
Lavado NaOH {100 mM, 6 mL) BB e
MeOH/H,0 At
(5:95, v/v, 2 mL) A
Elucion H;P0O,/ACN/MeOH H,PO,/MeOH
(4:30:66, v/v,2x 1 mL) = (4:96, % v/v, 2 x 1 mL)

100

80

DSSApH A0

OSKpHES

OSXpHED

asXpHT.5

Recuperacion (%)

Figura 2.12 Proceso de optimizacién de las condiciones de limpieza y precon-
centracion. Dos cartuchos de SPE comerciales se evaluaron en esta etapa el mét-
odo analitico: Strata screen A y Strata X. Se muestran las condiciones de opti-
mizacion obtenidas para cada cartucho (arriba) y el anélisis comparativo de las
recuperaciones obtenidas (%) en funcién del tipo de FQ, Cartucho y pH de carga
de muestra.
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Especificidad: capacidad de un método de distinguir entre el analito
que se esta midiendo y otras sustancias.

Linealidad: capacidad de un método de andlisis, dentro de un deter-
minado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales
que sean proporcionales a la cantidad del analito que se habra de de-
terminar en la muestra de laboratorio.

Precision: grado de concordancia entre resultados de ensayos
independientes obtenidos en condiciones estipuladas.

Exactitud: grado de concordancia entre el resultado del ensayo y un
valor de referencia aceptado.

Limite de deteccion (LOD): numero expresado en unidades de con-
centracion (o cantidad) que describe el mas bajo nivel de concentra-
cion (o cantidad) de una sustancia que puede determinarse como es-
tadisticamente diferente del blanco analitico.

Limite de cuantificacion (LOQ): la cantidad mas pequena de un
analito que se pueda cuantificar confiablemente por el instrumento.

Repetibilidad: precision de los resultados obtenidos de ensayos
independientes con el mismo método e idénticas muestras de analisis,
en el mismo laboratorio y con el mismo equipo.

Reproducibilidad: precisién de los resultados obtenidos por opera-
dores diferentes de ensayos independientes con el mismo método e
idénticas muestras de ensayo, en laboratorios diferentes y con equi-
pos diferentes.

A este respecto, al no disponer de un material de referencia certificado
para FQs en leche de formula infantil en polvo, los estudios de exactitud
y precisién del método, segin la normativa, se realizaron empleando
muestras enriquecidas. El enriquecimiento de las muestras de leche de
férmula infantil se realizé empleando dos procedimientos diferentes: a)
mediante mezcla directa de la muestra con los patrones de FQs, ambos
en estado sélido; y b) mediante la adicién de una disolucion patrén de
FQs sobre una porcién de la muestra previamente disuelta en agua.
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Un analisis de la bibliografia, relativa a la preparacién de muestras
solidas enriquecidas permite concluir que no existe consenso sobre
la forma mas apropiada para la preparaciéon de estos patrones. Los
resultados obtenidos mostraron que las recuperaciones obtenidas al
enriquecer las muestras mediante mezcla directa con los patrones,
fueron muy poco reproducibles, lo que puede atribuirse a la escasa
homogeneidad de las mismas y a la elevada manipulacién de muestra
asociada a este procedimiento. Sin embargo, la adicién de una disolucién
patron proporcioné buenos datos de exactitud y precision a los distintos
niveles de enriquecimiento ensayados, selecciondndose esta opcion para
estudios posteriores.

Al no disponer de una legislacion referente a la presencia de residuos
de FQs en muestras de leche en polvo o formula infantil, se adoptaron
los LMRs establecidos por la Comision para leche bovina (30 pg-Kg!
para Dano y 100 pg-Kg! para la suma de Enro y Cipro), y en el caso de
SARA, que no se encuentra legislada en esta matriz, se emple6 como
valor de referencia su limite de cuantificacién (80 ug-Kg!), de acuerdo a
lo establecido por la Decision 2002/657/CE.

Finalmente, el método desarrollado y validado se aplic6 al andlisis de
100 muestras de LFI, tanto de inicio como de continuacién, del mercado
latinoamericano y espanol. Solo dos muestras de leche, procedentes del
mercado latinoamericano, mostraron un pico que coincidia con el tiempo
de retencién de Sara. A pesar de que los espectros de absorciéon y emision
de dicho pico no coincidian con los del antimicrobiano, se realizdé un
analisis confirmatorio empleando LC-MS/MS, tal como senala la Decision
2002/657/CE. Los resultados confirmaron la ausencia de SARA en las dos
muestras.

Esta investigacion dio paso a la publicacion de articulos en el area (8),
en los cuales se detallan los resultados especificamente obtenidos para
la validacion del método dirigido a la determinacién de residuos de
fluoroquinolonas en muestras de leche de férmula infantil.
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La experiencia adquirida ha permitido el desarrollo de nuevos métodos
analiticos dirigidos a la evaluacién de residuos de estas sustancias en
muestras de carne bovina y pollo. Estos resultados se encuentran en
preparacion para publicacién en revistas especializadas del area.
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3.1. Generalidades

Los plaguicidas constituyen uno de los principales soportes utilizados
para el mantenimiento del bienestar animal bajo los modelos actuales
de cria intensiva de ganado. De acuerdo con organismos internacionales
como la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentaciéon (FAO), estos se definen como sustancias o mezclas de
sustancias destinadas a [1]:

- Prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier plaga, incluyendo
insectos, roedores y malezas, identificados como nocivos para el
cultivo y comercio de productos de origen vegetal o animal;

- Favorecer o regular la cadena de produccién de alimentos de origen
vegetal y animal, a fin de asegurar su calidad en el consumidor final,
buscando, especialmente, proteger el producto contra el deterioro
causado por almacenamiento y transporte;

- Facilitar el almacenamiento de grandes cantidades de productos de
origen vegetal, destinados al consumo humano o a la explotacién
comercial, como el caso de la madera.

En cuanto a su clasificacion, esta puede seguir diversos aspectos, como
[2] pueden ser los relacionados con el destino de aplicacion; organismo al
que dirigen su accién; forma de presentacion; grado de toxicidad; forma
de accién; y naturaleza. La Tabla 3.1 muestra las categorias de cada una
de estas clasificaciones.

En cuanto a la clasificaciéon basada en la toxicidad, especificamente la
toxicidad aguda se entiende como la capacidad del plaguicida para
producirun dano agudo ala salud a través de una o multiples exposiciones,
en un periodo de tiempo relativamente corto. Se mide a través de la dosis
letal media (DL50) o de la concentracion letal media (CL50). Ambos
parametros varian conforme a multiples factores como la presentacién
del producto (sélido, gel, liquido, gas, polvo, etc.), la via de entrada (oral,
dérmica, respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad, el sexo, etc. [3].
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Respecto a su clasificaciéon basada en la capacidad de estas sustancias
para permanecer presentes en un sustrato del ambiente, en particular,
aun después de transcurridos varios periodos desde su administracion,
estos se han categorizado en permanentes, persistentes, moderadamente
persistentes y no persistentes (Tabla 3.2). Esta categorizacion sigue como
criterio fundamental para la clasificacion, el tiempo de vida media de la
molécula en el medio ambiente. Este periodo hace referencia a un lapso
de tiempo que debe transcurrir para lograr la degradacién de la mitad del
compuesto o mezcla de compuestos aplicada.

Tabla 3.1. Clasificacién de los plaguicidas en funcidn de siete criterios principales.

Criterio de clasificacion Tipos

Fitosanitarios

Ganaderia

Destino de Industria alimentaria

aplicacion Ambiental

Higiene personal

Doméstico

Insecticidas

Acaricidas

Fungicidas

) Nematicidas
Organismo

al que dirigen Molusquicidas, rodenticidas y otros
su accion

Nerbicidas

Fitorreguladores y afines

Postcosecha y simientes

Produccién moderna, fibras y relacionados

Gases o gases licuados

Segtln su

presentacién Fumigantes y aerosoles

Polvos ultrafinos
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Sélidos

Liquidos

Cebos

Grado de
toxicidad

Extremadamente peligrosos

Altamente peligrosos

Moderadamente peligrosos

Ligeramente peligrosos

Forma de
accion

De acuerdo a su espectro de accién: Selectivos y
no selectivos

De acuerdo a su via de penetracién vegetal:
Sistémicos, transmisibles, penetrantes.

De acuerdo a su via de penetracién animal:
Ingestion, contacto, inhalacién

Herbicidas aplicados segin el momento de
aplicacién: Preemergentes, postemergentes

Naturaleza

Quimicos: Sintéticos y organicos (de formula
basada en sustancias de origen animal)

- Arsenicales

- Carbamatos

- Derivados de la cumarina

- Derivados de la urea

- Dinitrocompuestos

- Organoclorados

- Organofosforados

- Organometalicos

- Piretroides

- Tiocarbamatos

- Triazinas

Biolégicos (Bacillus thuringiensis)

Vida media
de efectividad

No persistentes

Moderadamente persistentes

Persistentes

Permanentes
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Tabla 3.2 Clasificacion de los plaguicidas en funcién de su capacidad para
estar presentes en un sustrato o ambiente, tiempo después del objetivo de su
administracion.

Persistencia Vida media Ejemplos

Derivados del mercurio,

Permanentes Indefinida L.
plomo o arsénico

Mas de 18 meses y hasta

Persistentes DDT, Aldrin, Dieldrin

por 20 anos
M r men - .,
Od.e adamente Entre 1 anoy 18 meses Paration, Iannate
persistentes
. Entre dias y hasta 12 Malatién, Diazinén,
No persistentes - - ’
semanas Carbarillo, Diametrin

Asimismo, como puede verse en la Figura 3.1, de acuerdo con la estructura
quimica que estos posean, se han clasificado en varias familias, de las
cuales no todas poseen la misma relevancia en cuanto a la magnitud del
dano que puede ocasionar su presencia en el ser vivo o el medio ambiente.
Los plaguicidas en los que centramos nuestras investigaciones, ya
fuera del ambito analitico y/o protedmico, fueron los clasificados como
organofosforados, organoclorados y piretroides. Especificamente del
primer grupo se consideraron Fentidén, Diazinén y Clorpirifés; del
segundo grupo, Endrin y p,p’- DDT; y del tercer grupo, Cipermetrina,
Fenvalerato y Flumetrina.

3.1.1. Plaguicidas organofosforados

Dentro de la amplia gama de familias de plaguicidas existentes se en-
cuentran los compuestos organofosforados, considerados como ésteres,
amidas o tioles sintéticos derivados del 4cido fosférico, fosfénico y fosfo-
rotioico. Debido a la diversidad estructural de los plaguicidas organofos-
forados (POPs), se le confieren caracteristicas fisicoquimicas como alta
volatilidad, solubilidad y propiedades toxicoldgicas. Estas sustancias se
caracterizan por ser solidos cristalinos o liquidos traslicidos de color
amarillo parduzco, de olor desagradable y facilidad para hidrolizarse en
medio alcalino o en medio acido.
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’ Insecticidas

De arigen
vegetal

Aceites

minerales

M“im _

Pyrethrum

Azadirachtin DDT l Malatién | Propoxur Deltametrina
BHC | Temefés I Bendiocarb Cipermetrina
’ |
| 1
Fention I Carbaryl Fenvalerato
Diclorvés | . Flumetrina
Fenitrotion
Metil-pirim |
rim|
| ™

Figura 3.1 Clasificacién de los plaguicidas en funcién de la familia de compuestos
del que procede.

Ventajas como una menor estabilidad en el ambiente, en comparacion
con los compuestos organoclorados, y una alta eficacia contra diferentes
especies de insectos los hace predilectos para su aplicacién; sin embargo,
esta bondad contrasta contra el inconveniente de la alta toxicidad para
los mamiferos.

En la Figura 3.2 y Tabla 3.3 se muestran la estructura general de los POPs
y las estructuras quimicas de los plaguicidas que han sido objeto de
estudio en algunas de nuestras investigaciones, respectivamente.

133



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

?( y )-X
O=P—OR,
OR,

Clasificacién

I. X contiene un nitrbgeno cuaternario

Segin 1. X es flaor
caracter .
quimico de X I1l. X es un grupo CN, OCN, SCN u

otro halogenado distinto a flGor

IV. X es otra molécula

Figura 3.2 Estructura general de los plaguicidas organofosforados.

Estos compuestos se caracterizan por atravesar facilmente las barreras
biologicas como la piel y mucosas, y una vez superados, poseen facil
penetracion a nivel de sistema nervioso central, lo que habla de su
capacidad para almacenarse en tejido graso y llegar a bioacumularse con
facilidad [4].

La elevada toxicidad atribuida a estas moléculas obedece a su capacidad
para inhibir de forma irreversible a la enzima acetil-colinesterasa, situada
en las hendiduras sinapticas, la cual es responsable de terminar el efecto
neurotransmisor de la acetilcolina [5].

Como se ha mencionado, los POPs considerados como ésteres del acido
fosférico y de sus derivados comparten como caracteristica farmacol4-
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Tabla 3.3 Estructura quimica y propiedades fisicoquimicas de plaguicidas
organofosforados objeto de estudio en algunas de nuestras investigaciones.

Plaguicida organofosforado Propiedades
H3'CZKC|:I
,fO_IT:S
HLC MW: 278.32 g/mol
: & i Log Kow =4.09
S _-CH, Insecticida y acaricida
FENTION (FTN)

O, O-dimetil fosforotioato

Eae CH
3
o
\__O N
= = | CH;
= 0 s _N MW: 304.34 g/mol
< Log Kow = 3.81
CHa CH; Insecticida
DIAZINON (DZN)
0,0-Dietil O-[4-metil-6-(propan-2-il)
pirimidina-2-il] fosforotioato
O
/ P N Cl
HLC P =
ST
O X MW: 350.586 g/mol
Cl Cl Log Kow =4.96
CH, Insecticida y acaricida

CLORPIRIFOS (CPF)
O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il
fosforotioato
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gica la accién de inhibir enzimas con actividad esterasica, mas especifi-
camente de la acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas, lo que
genera una acumulacién de acetilcolina, y como consecuencia, se altera
el funcionamiento del impulso nervioso.

La liposolubilidad y volatilidad que les caracteriza facilitan su absorcién
y en funcién de las variaciones de radicales en su estructura varia su toxi-
cidad (extremadamente peligrosos, altamente peligrosos y ligeramente
peligrosos)[5]. Hasta cierto punto, la aparicion de efectos téxicos media-
dos por POPs dependera de la proporcién en que se absorbe el plaguici-
da. En el caso especifico de ciertos organofosforados, cuya degradacién
es lenta, puede ocurrir un almacenamiento temporal significativo en la
grasa corporal.

Una vez que un POPs es absorbido, la molécula original y sus metabolitos
poseen la capacidad de permear con rapidez hacia 6rganos y tejidos,
principalmente higado y rinén, antes de alcanzar su eliminacién
mediante orina y heces. Evidentemente, aquellos POPs con mayor
caracter lipofilico tenderan a bioacumularse en tejido graso y nervioso.

Particularmente, Diazindn se caracteriza por no acumularse significati-
vamente en suelo, de modo que solo llega a absorberse de forma modera-
da en sedimentos, y definitivamente no posee tendencia a la bioacumu-
lacion en organismos acuaticos.

En contraste, Clorpirifés (CPF) se considera entre moderadamente y muy
persistente en suelos, en los que puede llegar a permanecer hasta por
mas de 200 dias y tiende a bioacumularse en el tejido adiposo. La alta li-
pofilicidad de CPF, combinado con su facilidad para adherirse al material
organico, son aspectos que facilitan su pérdida por evaporacion, trasla-
dando el problema a un nuevo compartimento ambiental: el aire. Aun-
que se considera moderadamente téxico, la exposicion relacionada con
los ambientes laborales, se ha identificado como una causa frecuente de
intoxicaciones, caracterizadas por presentar desde sintomas subclinicos
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hasta intoxicaciones severas. Un problema recientemente identificado a
nivel de salud humana se relaciona con la posibilidad de desarrollar pro-
blemas de infertilidad, alteraciones del comportamiento neurolégico o el
riesgo de padecer linfoma de Hodgkin [6-9].

3.1.2. Plaguicidas organoclorados

Paralelamente, otro grupo abundantemente utilizado en el control de
plagas son los conocidos compuestos organoclorados (POCs), los cuales
presentan estructuralmente sustituciones de dtomos de cloro, grupos
alifaticos o anillos ciclicos aromaticos, otorgandole caracteristicas
fisicoquimicas como la poca solubilidad en agua y alta lipofilicidad,
responsables de su alta persistencia (poco biodegradables) y toxicidad.
Estas sustancias se utilizan con fines insecticidas, herbicidas y fungicidas.

Los POCs se diferencian en cuatro grupos principales de sustancias en
funcién de su origen. Asi, encontramos: los derivados del clorobenceno,
entre los que destaca el DDT, DDD, Pertane y Metoxicloro; los derivados
del Indano, entre los que se encuentran Clordano, Heptacloro, Aldrin,
Dieldrin, Endrine Isodrin; los derivados del ciclohexano, como el caso de
Lindano, y finalmente, los derivados de la esencia de terbentina, como
Toxafeno y Endosulfan [10].

Gracias a caracteristicas como su estabilidad a la luz solar, humedad,
aire, calor y ataque por microorganismos, estas sustancias se consideran
como de elevada persistencia en el medio ambiente, representando un
importante problemamedioambiental,alacumularse ensueloycorrientes
de agua subterranea. Estas caracteristicas les convierte en importantes
problemas de contaminacion medioambiental persistente, de modo que
han venido a ser, en su mayoria, sustancias prohibidas, restringiéndose
su uso solo para combatir vectores de relevancia epidemiolégica y bajo
estrictos controles de las entidades gubernamentales en salud. Ejemplo
de este tipo de uso, hace referencia al control de los vectores responsables
de la propagacion de enfermedades de relevancia en salud ptblica, como
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dengue y malaria, siendo por tanto efectivo para combatir a los mosquitos
de los géneros Anopheles y Aedes.

En general, se ha considerado que los POCs actiian sobre el sistema
nervioso de los insectos, aunque poco se sabe si la ruta de accién obedece
a un mecanismo dependiente de la ingestién o el contacto.

Sin embargo, respecto a su toxicologia se conoce que estos pueden
ingresar y ejercer su efecto a través de las vias digestiva, respiratoria
o dérmica. Evidentemente, dado que el caracter lipofilico depende
de la estructura quimica de la sustancia, la penetrabilidad de estos
plaguicidas a través de la piel depende de su grado de permeabilidad
transdérmica, el cual se afecta directamente por el caracter lipofilico
de la molécula. De este modo, se conoce que DDT se absorbe poco a
través de la piel, mientras que Endrin, por ejemplo, lo hace con mayor
velocidad y eficiencia. En conclusién, la elevada lipofilicidad de los
POCs favorece que su presencia en el tejido adiposo se incremente,
favoreciendo su bioacumulacién [11].

Con base en lo antes descrito, estas sustancias poseen elevada toxicidad
a nivel del sistema nervioso central. A diferencia de los POPs, que
actiian sobre la acetil-colinesterasa, los POCs ejercen su accién a través
de su capacidad de interacciéon con las ATP-asas relacionadas con la
fosforilacion oxidativa, bloqueando la respiracion celular.

Las intoxicaciones por POCs son muy frecuentes debido a su afinidad
por tejido graso, su velocidad de eliminacién por via renal o heces es
baja, llegando a bioacumularse, especialmente en leche materna, por lo
que su presencia persistente en el organismo puede involucrar sintomas
de intoxicacion crénica. La ruta de eliminacion de POCs involucra
inicialmente la transformacion metabdlica por via hepatica y posterior
excrecion por via biliar o urinaria, también afectan a los rinones e higado,
de modo que se conocen por su dano hepdtico y renal [12].
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EnlaFigura 3.3 se muestra la estructura general de los POCs junto con las
estructuras quimicas de los plaguicidas que han sido objeto de estudio en
algunas de nuestras investigaciones.

H
(a)

Cl SFI

cl
a ¢

|“\~.
Cl = Cl

Endrin p.p-DDT

Figura 3.3 Estructuras general de los plaguicidas organoclorados (POCs) (a) y
estructura quimica de aquellos que se han estudiado en nuestras investigaciones.

3.2. Uso de plaguicidas en cria de animales

Idealmente, un pesticida debe ser letal para las plagas blanco, pero no
para las especies no objetivo, incluido el hombre. Desafortunadamente,
este no es el caso, por lo que ha surgido la controversia sobre el uso y
abuso de pesticidas, ante los estragos producidos en los seres humanos,
otras formas de vida y el ambiente en general.

Estas sustancias se utilizan a nivel mundial en el cultivo de alimentos
y proteccion de la salud humana y animal frente a vectores de riesgo
endémico. Para que ejerzan su efecto biocida, especificamente estas
sustancias pueden ser administradas a los animales o esparcidas sobre
sus cuerpos, provocando la presencia de sus residuos en el tejido animal
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comercializado para consumo humano, y también aparecer diseminados
en el suelo y corrientes de agua, como producto de su aplicaciéon por
aspersion o banos en el animal [12].

En cualquier caso, el empleo de plaguicidas en ganaderia supone un
riesgo potencial para la salud publica, en la medida en que pueden
aparecer residuos de estas sustancias o sus metabolitos en los alimentos
obtenidos de los animales tratados; en especial si no se han respetado
las indicaciones de administracion y/o tiempos de retiro. Asi, aunque
importantes desde el punto de vista de las Buenas Practicas Ganaderas
(BPGs), el empleo no controlado de estas sustancias puede generar una
amplia gama de riesgos para la salud humana, que dependeran de la
frecuencia y grado de exposicion.

Dada la amplia identificacion de riesgos a la salud humana y el medio
ambiente, el comercio de leche y carne contaminadas puede:
»  Desencadenar procesos alérgicos en el consumidor;

e Contribuir al desarrollo de resistencias por seleccion de formas
resistentes en el ecosistema huésped, que una vez transmitidas al
hombre, resultan mas resistentes;

» Afectar a los procesos de fermentacion lactica necesarios en la
obtencion de derivados de la leche a escala industrial;

e Inhibir el crecimiento de la flora microbiana que contamina un
alimento durante su control de calidad, de modo que su presencia
no se detecta y se corre el riesgo de aprobar su comercializacion;

e Inducir la actividad enzimatica mediante radicales libres;
e  Alterar la reproduccion y la respuesta inmune;
e Inducir cambios en el comportamiento hormonal; y

»  Provocar mutagenia, teratogenia o carcinogenia no solo en la especie
humana sino en las comunidades biéticas con diferente nivel de
sensibilidad.
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Este panorama muestra la necesidad de ejercer controles sobre la
presencia de estas sustancias en alimentos de origen animal. Dentro de
los plaguicidas, los organoclorados (POCs), organofosforados (POPs),
los derivados del &cido carbamico, piretrinas y piretroides han sido
los mas aplicados, aunque estos ultimos de modo mas limitado debido
a sus elevados costes. Su aplicacion va dirigida especialmente como
ectoparasiticidas para el control de moscas y garrapatas en el ganado.
Adicionalmente, los POPs también se emplean en el control de plagas
y enfermedades de cultivos destinados a la alimentacion del ganado
lechero, como pastos, alfalfa, sorgo y maiz, entre otros.

La creciente demanda de productos alimenticios de origen animal ha
dado lugar a la intensificacion de los sistemas de produccion agropecua-
rios y en particular, la ganaderia. El mantenimiento de estos sistemas re-
quiere el empleo de plaguicidas para controlar, prevenir o destruir plagas
que afectan al animal y a los cultivos a partir de los cuales se les provee
alimento [13].

El empleo de estas sustancias con tales fines, asi como el contacto de
los animales con potreros tratados con plaguicidas, conlleva su acumu-
lacion en diferentes tejidos del animal, independientemente de la via
de contacto empleada. El consumo de alimentos obtenidos de animales
tratados pone en riesgo la salud del consumidor y el alimento pierde la
condicion de inocuidad exigida para su comercio.

Actualmente, el control de residuos de plaguicidas en alimentos de
origen bovino constituye una de las prioridades del sistema de salud
publica a nivel mundial, a fin de evitar riesgos en el consumidor
asociados a efectos toxicologicos por exposicion cronica, tales como
cancer, leucemia, malformaciones congénitas, enfermedades del sistema
inmune, deterioro cognitivo, entre otros [14, 15].

En particular, se ha identificado que la exposicién a plaguicidas organo-
fosforados (POPs) y organoclorados (POCs) son causales de disrupcion
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endocrina, asociandose a trastornos metabodlicos como la obesidad y la
diabetes e induccién de patologias neuroldgicas como la demencia o la
enfermedad de Parkinson [16, 17]. Asimismo, se asocian con retraso en el
desarrollo neurolégico en el periodo prenatal y aumento en el riesgo de
cancer durante la primera infancia.

3.3. Aspectos regulatorios del uso de plaguicidas

Elpanorama expuestohacedelainocuidad alimentaria uno de los mayores
retos que afronta nuestro pais en la expansién de su mercado alimentario
a nivel internacional, y de no atender las directrices mundiales que lo
regulan, en poco tiempo se constituird en una amenaza importante para
el sector agropecuario. Asi, oportunidades como los Tratados de Libre
Comercio firmados con Estados Unidos (US) y la Unién Europea (UE),
en lugar de representar una excelente oportunidad de crecimiento del
sector agropecuario nacional, ha venido a transformarse en una amenaza,
aun para el comercio interno de los productores nacionales, debido a
la dificultad para cumplir con las normas internacionales referidas a
vigilancia y control de residuos de plaguicidas en carne.

Este panorama se debe a la poca tecnificaciéon del sector agropecuario,
la abundancia de fincas multipropésitos, los bajos y escasos apoyos
gubernamentales para impulsar la competitividad del agro colombiano,
entre otros.

En otras palabras, aunque necesarios para el bienestar animal, el empleo
de plaguicidas en la cria intensiva de ganado debe ser vigilado y contro-
lado en nuestro pais, mediante programas gubernamentales que optimi-
cen el rendimiento de los sistemas ganaderos, mejoren la evolucion ali-
mentaria y de salubridad, al tiempo que permitan afianzar los intereses
economicos de los productores nacionales ante la posibilidad de acceder
exitosamente a los mercados alimentarios de otros paises.

Un ejemplo de los criterios regulatorios internacionales que el sector
ganadero nacional debe cumplir es el Reglamento 396/2005 de la Comi-
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sion Europea, por el cual se establecen los Limites Maximos de Residuos
(LMRs) de plaguicidas en los productos de origen vegetal o animal des-
tinados al consumo humano o animal [18]. Definido como “el contenido
maximo de residuo permitido (expresado en mg-Kg! o ug-Kg!) de plagui-
cidas presentes en diferentes matrices alimenticias”, la determinacion
de los LMRs en derivados de origen animal ha requerido el desarrollo de
metodologias analiticas sensibles y selectivas dirigidas a su estudio en
alimentos como leche bovina, higado bovino, tejido porcino, etc., em-
pleando técnicas de cromatografia liquida acopladas a sistemas de detec-
cion como UV-Vis, DAD y MS.

Bajo este contexto, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) y
el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA) han reglamentado algunos aspectos sobre el uso de
plaguicidas en animales para consumo humano, como los establecidos
por la Resolucion 2906 de 2007 [19], fijando LMRs segtn lo establecido
por el Codex Alimentarius, pero la urgente necesidad de implementar
mdas programas de vigilancia y control gubernamentales, impide
garantizar alimentos con concentraciones de residuos de plaguicidas
inocuos para el consumidor.

Recientemente, el ICA actualiz6 el listado de productos y medicamen-
tos veterinarios autorizados para uso en el pais, dentro del que se en-
cuentran 46 productos aprobados para su uso generalizado en bovinos,
ya sea con fines ectoparasiticidas, larvicidas o antisépticos, y cuya com-
posicion incluye los plaguicidas considerados en el presente trabajo.

A pesar de la existencia de documentos como el CONPES 3676 de 2010,
referido a la consolidacién de la politica sanitaria y de inocuidad de las
cadenas lactea y carnica en relacién a aditivos, residuos de plaguicidas
y medicamentos de uso veterinario en alimentos, se carece de una
estrategia integral de inocuidad alimentaria y una regulacién estricta
que asegure productos inocuos al consumidor [20].
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Si bien nuestra capacidad productora ha aumentado considerablemente,
el compromiso de implementar la Buenas Practicas Ganaderas no lo ha
hecho en igual medida, de forma que se hace necesario aportar elementos
cientificos que evidencien la necesidad de constituir un verdadero
sistema regulatorio en el pais.

Para ello, se hace necesario el desarrollo de metodologias analiticas
sencillas, selectivas, sensibles y de bajo coste, que permitan el desarrollo
de programas masivos de vigilancia y control de plaguicidas en carne
bovina, de modo que se garantice la calidad e inocuidad de los alimentos
que consumen los colombianos y con los que se espera expandir nuestro
mercado internacional.

3.4. Aspectos analiticos de los plaguicidas

En las daltimas décadas la comunidad cientifica internacional ha dirigido
su atencion al desarrollo de métodos analiticos exactos y robustos que
viabilicen su determinacion en derivados alimenticios de origen animal
con matrices complejas, como es el caso de la carne bovina. Los métodos
para la determinacién de plaguicidas han evolucionado con el tiempo, de
forma paralela al desarrollo de instrumentacién cada vez mas sensible que
permite alcanzar menores limites de deteccion. La cromatografia liquida
y de gases constituyen las técnicas mas utilizadas en el analisis de estos
residuos, siendo los detectores de diodos en fila (DAD), fluorescencia
(FLD), espectrometria de masas (MS), captura de electrones, y nitrégeno-
fésforo (NPD) los cominmente empleados.

En la actualidad, la cromatografia de gases (GC) es la técnica mas utiliza-
da para el andlisis multiresiduo de plaguicidas en diversas matrices, in-
cluyendo la carne bovina, dada su elevada sensibilidad y selectividad en
la deteccion de este tipo de compuestos. Dichos aspectos son conferidos
por la incorporaciéon de detectores como el de deteccién en llama (FID),
microcaptura de electrones (u-ECD), nitrogeno-fésforo (NPD) y espec-
trometria de masas (MS). Entre las ventajas que presenta esta técnica
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cabe destacar una alta sensibilidad y selectividad, una elevada eficiencia
en la separacién, versatilidad y sencillez.

Los inconvenientes de la GC en el andlisis de plaguicidas radican en la
incompatibilidad de algunos plaguicidas con esta,debidos principalmente
a su inestabilidad térmica, elevado peso molecular, baja volatilidad y/o
alta polaridad. A pesar de que el acoplamiento GC-MS es muy comin y
que permite la confirmacion e identificacioén de la estructura quimica de
los plaguicidas, la dificultad practicay los costes de andlisis, asociados al
empleo de esta técnica limitan actualmente su aplicacién en el analisis
de rutina.

A pesar de que inicialmente la LC se aplicé a plaguicidas cuyo andlisis por
GC no era viable, en la década de los 80 se comenzd a potenciar el uso de
la LCy, desde entonces, su aplicaciéon en el campo del andlisis de residuos
de plaguicidas se ha extendido considerablemente, incluyendo a los POPs
y POCs. La diversidad de detectores como UV, hilera de diodos (DAD),
fluorescencia (FLD), MS, etc.,asi como la variedad de columnas disponibles
y la posibilidad de llevar a cabo gradientes de elucién mdas o menos
complejos han incrementado la cantidad de estudios relacionados con el
andlisis de plaguicidas mediante esta técnica. Ademas, el acoplamiento
de la LC con la MS (CL-MS) proporciona un aumento de sensibilidad y
de selectividad con respecto a los detectores universales, contribuyendo
adicionalmente a la elucidacion estructural, que resulta de gran utilidad
en la identificaciéon y confirmacion de los plaguicidas analizados.

Por su parte, el tratamiento de las muestras requiere cumplir con
caracteristicas de elevada sensibilidad y selectividad, asi como la
posibilidad de analizar simultdneamente un amplio namero de residuos
de distintas familias, por lo que el tratamiento de muestras suele
combinarse con procedimientos genéricos de preparacion de muestras,
como los QUEChERS (sigla del inglés: Quick, Easy, Cheape, Effective,
Rugged and Safe), haciendo de esta las opcion analitica mas empleada
en analisis confirmatorio de residuos de contaminantes [21].
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Otras técnicas analiticas utilizadas son los métodos de criba sencillos y
rdpidos que requieren una sensibilidad alta y un porcentaje muy bajo de
falsos negativos. Estos a pesar de su limitada selectividad constituyen
una herramienta util en los programas de vigilancia de residuos. Su
importancia reside en reducir al minimo el porcentaje de falsos negativos,
ya que solo las muestras positivas se evaluardn posteriormente. En su
mayoria, se trata de bioensayos inmunoquimicos y microbiol6gicos, cuyos
inconvenientes se cifran en una limitada sensibilidad; solo permiten
la identificacion de familias de compuestos pero no de sustancias
individuales; y sus limites de deteccién corresponden a calibrados
basados en disoluciones patréon de los antibidticos ignorando el hecho
de que la matriz de las muestras reales puede tener una influencia
significativa sobre la sensibilidad del bioensayo [22].

3.5. Componente experimental empleado en el analisis
de POPs y POCS

3.5.1. Instrumentacion y reactivos

- Equipo HPLC Lachrom Elite, compuesto por: bomba cuaternaria
Hitachi L-2130, automuestreador Hitachi L-22, sistema de adquisicién
de datos EZChrom Elite y detector DAD

- Columna Gemini C18 - Phenomenex (25cm x 4.6 mm D.I); 5um

- Sistema de purificacion de agua Direct-Q UV - Merck Millipore

- Viales para HPLC

- Vértex Mixer - Velp Scientifica

- Sonicador Elmasonic - ElIma GmbH & Co KG

- Balanza de precision - Precisa

- Balanza semi-micro - Precisa

- Equipo de extraccion en fase sélida

- pH metro HI 2221 - Hanna Instrument

- Cartuchos SPE StrataX®, 200 mg / 6mL - Phenomenex

- Material volumétrico clase A

- Micropipetas: 10-100; 20-200 y 100-1000 uL

- Centrifuga con sistema de enfriamiento - Hettich Lab. Technology
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- Procesador manual de alimentos - Enaxxion Electro
- Bano térmico — Indulab

Reactivos

- Acetonitrilo para HPLC (grado gradiente) - ].T. Baker
- Metanol para HPLC (grado gradiente) - ].T. Baker

- Acido o-fosférico 85% (grado analitico) - Scharlaub

- Hidroxido de sodio (grado analitico) - Scharlaub

- Fentién (FNT)

- Diazin6n (DZN)

- Clorpirifés (CPF)

- p,p’-DDT

- Endrin (END) (Patrén Interno)

3.5.2. Optimizacion de la separacion cromatografica

Teniendo en cuenta la solubilidad y el caracter de baja y mediana
polaridad de los dos grupos de plaguicidas estudiados (POPs y POCs), en
nuestras investigaciones se procede a la optimizacion de las condiciones
cromatograficas para lograr la mejor separacion de los analitos buscando
el desarrollo de un método 6ptimo para su determinacion.

Por lo general estos grupos de compuestos presentan una buena solubi-
lidad con disolventes de baja y mediana polaridad como hexano, dicloro-
metano, acetato de etilo y acetonitrilo.

La separacion se ha realizado habitualmente empleando columnas de fase
reversa de tipo C8 o C18 y, en algunos casos, funcionalizadas con sistemas
fenol o amida. La presencia de grupos silanoles residuales e impurezas
metalicas en los materiales de empaquetamiento de las columnas origina
la aparicion de colas y un ensanchamiento de los picos cromatograficos,
perdiéndose resolucion y comprometiendo la separacion de estas sustan-
cias. Por ello, al igual que en la separacién de fluoroquinolonas, los mét-
odos mas recientes tienden a emplear columnas con bloqueo de los siste-
mas residuales (o encapadas) o columnas de silice de elevada pureza.
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Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, se ha
utilizado una columna Gemini C18 (250 x 4.6 mm, 5um) de alta pureza y
sistema end-capping, para la separacion de Fention, Diazinén, Clorpirifés,
Endriny p,p”-DDT en extractos de muestras de carne bovina.

Con el fin de optimizar la separacién cromatografica de los plaguicidas en
esta columna, y tomando en cuenta su comportamiento en medio orgéanico,
se ha utilizado como fase movil la mezcla MeCN/H,0, evaluando la influencia
de la composicion (90:10 y 80:20 %v/v) y la sensibilidad del sistema de
deteccion. El empleo del componente organico contribuy6 al ajuste del
poder elutrépico y la resolucién cromatografica en un tiempo de separacion
razonable; en tanto que el componente acuoso permitio la disminucion
del poder elutrépico de la fase mévil y con ello mejorar la selectividad del
sistema de separacion. La composicién 90:10 %v/v evidenci6 la influencia
de la alta participacién del modificador organico sobre la retencion
cromatografica, conllevando a una significativa disminucion en el tiempo
total de cromatografia (12 min), debido al elevado poder elutrépico de esta
fase. Esto conlleva que la transferencia de masa sea de menor tiempo de
residencia en la fase estacionaria que en lamoévil, a pesar de utilizar un menor
caudal (0.7 mL-min-1), por lo que el ensanchamiento de banda columnar se
hace mas bajo. Esta combinacién de aspectos condujo a una disminucién en
la retencidn analitica y por tanto en la eficiencia cromatografica (N).

En contraste, la composicion 80:20 %v/v se caracterizé por proporcionar la
mayor eficiencia en la separacién cromatografica del grupo de plaguicidas
(N =19227), al igual que bajo factor de colaje en los picos cromatograficos
de cada analito (F < 1.1) y valores de RSDs inferiores a 2% en el calculo del
valor medio de areas bajo la curva de cada sustancia.

Es de resaltar que la obtencion de estos valores 6ptimos en cada parametro
suelen ser los exigidos en el desarrollo de métodos cromatograficos
destinados al empleo en muestras con matrices sencillas, condicién
exactamente opuesta a la que caracteriza a la matriz de la muestra bajo
estudio. En la siguiente figura se muestra un cromatograma representativo
de la separacion de los plaguicidas evaluados.
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g FEN

Figura 3.4 Separacién cromatografica obtenida al inyectar 20 uL de la mezcla de
pesticidas POPs y POCs, empleando ACN/H,0 80:20, %v/v, caudal de 1 mL min-1,
en la columna Phenomenex GEMINI C18 y deteccion DAD (A242nm). Nivel de
concentracién: FEN, DIA, CLO: 50 ppb; END: 10 ppm; p,p” -DDT: 200 ppb.

3.5.3. Optimizacion del tratamiento de muestra

Este método fue aplicado al analisis de muestras de carne bovina,
que contiene entre 21-24% en proteinas, 3.1-5.0% de grasa total,
carbohidratos, vitaminas y minerales necesarios para la formacién de
tejidos en el organismo humano. Esta elevada concentracién y variada
composicién, incrementan la complejidad del andlisis, constituyéndose
en un importante reto analitico garantizar la recuperaciéon completa de
los residuos de POPs y POCs presentes, a fin de evitar que un alimento
contaminado llegue a ser consumido por la poblacion.

Entre los principales inconvenientes relacionados con la determinacion de
POPs y POCs en esta matriz se encuentran: el empleo de altos volimenes
de disolvente de extraccion, dado que la mayoria se basa en la aplicacién
del método Soxhlet; la formacion de emulsiones; coextraccion de interfe-
rentes lipidicos, gracias a la baja polaridad del disolvente de extraccion ge-
neralmente utilizado (diclorometano, acetato de etilo); y disminucion de
la vida util de la columna cromatografica de separacién, debido al empleo
de disolventes agresivos con el sistema de fase estacionaria.

Si bien las técnicas instrumentales de andlisis son cada vez mads sofisti-
cadas tecnoldgicamente, la preparacion de muestra continta siendo la
etapa critica en el desarrollo de estos métodos, dado que errores anali-
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ticos cometidos en esta conducen al comercio de muestras no conforme,
poniendo en riesgo la salud del consumidor.

La etapa de preparacion de la muestra comprende dos subetapas de gran
relevancia y secuenciales la una de la otra, como se pueden presentar:
pretratamiento en el cual se presenta la extracciéon cuantitativa de
los analitos de interés, paralelo a la eliminacion de los interferentes
enddgenos mayoritarios; y preconcentracion y limpieza, en la cual se
lleva a cabo la remocion de los interferentes residuales de la matriz y
preconcentracion de los compuestos a analizar.

Pretratamiento

El anélisis de POPs y POCs en muestras de alimentos como la carne bovina
implica un paso de homogenizacion previo a la etapa de pretratamiento.
Con ello se persigue reducir el tamano de particula para asi aumentar
el area superficial y mejorar el poder de extraccion del agente utilizado
para disolver los analitos de interés. Usualmente para tal fin se emplean
procesadores manuales de alimentos y molinos eléctricos, los cuales
proporcionan un tamano de particula pequeno y buena uniformidad de
las muestras.

Una vez homogeneizada, se utilizan disolventes organicos de alta afini-
dad por los analitos de interés, de modo que se asegure una extraccién
cuantitativa de estos en la etapa. El uso de disolventes de mediana o poca
afinidad podria llevar a métodos poco ttiles, debido a la pérdida de ana-
litos de interés durante el proceso de extraccion. Asi, los disolventes que
solemos emplear en esta etapa son acetonitrilo y acetato de etilo.

Preconcentracion y limpieza

Entre las diversas técnicas existentes, la Extracciéon en Fase Soélida
(SPE) es la de mayor aplicacién en el campo de la vigilancia y control de
residuos de sustancias de uso veterinario en alimentos de origen animal
destinados al consumo humano, gracias a caracteristicas como robustez,
simplicidad, bajo tiempo de analisis, especificidad, sensibilidad y costes
[23, 24].
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Esta técnica ha demostrado ser muy eficaz para la limpieza, extracciéon
y preconcentracion de residuos de plaguicidas desde muestras de carne,
y dado que involucra pocos volimenes de disolventes durante su proce-
dimiento, es considerada una técnica amigable con el medio ambiente.

La puesta a punto de una de nuestras metodologias, basada en SPE para la
extraccion de POPs y POCs desde muestras de carne bovina, ha implicado
el uso de cartuchos con lechos de fase estacionaria de fase reversa C18.
Con base en la literatura los sistemas que mas frecuentemente hemos
utilizado son Oasis, ENV Isolute, Bond Elut y Strata X®, entre otros.

Recientemente, la introduccién de diversos tipos de copolimeros
adsorbentes ha ayudado a hacer de la SPE una técnica de extraccién mas
robusta con un intervalo mas amplio de aplicacién.

Considerando las etapas involucradas en la SPE, el empleo del tipo de
cartuchos mencionados, permite el acondicionamiento de los mismos con
el uso de MeOH vy posterior reacondicionamiento con el mismo sistema
disolvente en el que se encuentra el extracto de la muestra, luego de su
pretratamiento. El lavado de contaminantes enddgenos persistentes de
la matriz ha llegado a involucrar el uso de NaOH (agente desengrasante),
MeOH y MeCN; y finalmente la elucion de los analitos de interés suele
ser muy eficiente con el uso de extracciones secuenciales basadas en el
uso de mezclas MeCN/CH,Cl, y CH,Cl,.
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4.1 Generalidades

En la actualidad, la foodémica o alimentémica se ha convertido en una
rama de la investigacién en alimentos muy versatil y capaz de ofrecer las
herramientas para los ensayos de inocuidad que se requieren hoy dia. En
foodémica, el analisis de los alimentos se realiza desde una perspectiva
de la composicién molecular de sus nutrientes y las modificaciones
quimicas que pueden sufrir a lo largo de la cadena de produccién y
comercializacion. Ademds, permite obtener un conocimiento detallado
del valor nutricional y funcional del alimento, asi como de los riesgos
toxicoldgicos asociados a las modificaciones quimicas y las alteraciones
deliberadas en su composicién [1, 2]. Dentro de las técnicas empleadas en
foodémica se encuentran la genémica, transcriptomica, metabolémica y
protedmica [2]. Siendo esta ultima ampliamente usada en el estudio de
las modificaciones oxidativas en alimentos de origen animal [3], como
resaltaremos en este capitulo.

El dano oxidativo causado a proteinas de origen animal es una de las
alteraciones mds evaluadas en matrices alimentarias, ya que este puede
repercutir negativamente en su valor nutricional. El biomarcador mas
utilizados para evaluar la oxidacién proteica es la formacioén de grupos
carbonilos (carbonilacién) en sus residuos de aminoacidos, los cuales
gracias a su estabilidad quimica constituyen dianas adecuadas para
su medicién en el laboratorio. Es importante recordar que el término
residuo de aminoacido hace referencia a cada uno de los aminoacidos
que constituyen la cadena polipéptidica y no guarda relaciéon alguna
con la presencia de niveles trazas de contaminantes en los alimentos
(también denominados residuos).

Los residuos de aminoacidos de una proteina poseen cadenas
laterales que le permite interactuar con otro tipo de biomoléculas.
Asi, por ejemplo, su reaccion con aldehidos y cetonas provenientes
de la oxidacién de lipidos presentes en los alimentos puede conducir
a la formacién de aductos que se caracterizan por su estabilidad
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quimica. Estas uniones irreversibles conducen a la aparicion de grupos
carbonilos en la cadena lateral de los aminoacidos involucrados en la
reaccion, como se describe mas adelante en este capitulo. Un aumento
de la carbonilacién proteica se ha relacionado ampliamente con la
pérdida del valor nutricional de los alimentos, debido a la disminucion
que produce sobre propiedades funcionales como la solubilidad y
digestibilidad de la proteina [3].

En términos comerciales, la carbonilaciéon de proteinas tiene reper-
cusiones negativas sobre los productos carnicos porque favorece la
pérdida de propiedades tecnoldgicas del alimento como sabor, color,
terneza y capacidad de retencién de agua. Caracteristicas que son im-
portantes en la fabricacién de productos derivados y el mantenimien-
to de la competitividad en el mercado [3]. Adicionalmente, las protei-
nas oxidadas pueden tener repercusiones en la salud del consumidor,
al promover alteracién de la flora intestinal y cambios en el estado
redox de intestino, siendo este ultimo clave para la iniciacién de pro-
cesos carcinogénicos [4].

Bajo este contexto, en este capitulo consideraremos dos aspectos
fundamentales para el estudio de las proteinas alimentarias de origen
animal. El primero, dirigido a la revisiéon de sus caracteristicas usos
y propiedades nutricionales. El segundo, dirigido a los aspectos
basicos de la oxidacion de las proteinas, los mecanismos de formacion
de los grupos carbonilos y los métodos protedmicos que se utilizan
actualmente para su estudio. Todo esto como un preambulo necesario
a los subsiguientes capitulos de este texto, donde se describen los
resultados de algunos trabajos de investigacion que los autores han
realizado a escala de laboratorio y bajo condiciones in vitro para
evaluar el impacto de la presencia de plaguicidas y antibidticos de uso
veterinario sobre las principales fracciones proteicas de la carne de
pollo y leche bovina.
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4.2 Proteinas de origen animal: usos y aplicaciones

Las proteinas se pueden definir como biopolimeros constituidos por
aminodacidos (polipéptidos) que estdn unidos por enlaces peptidicos.
Estas biomoléculas se sintetizan en los ribosomas y representan
aproximadamente la mitad del peso de los tejidos del organismo [5].
Las proteinas constituyen una parte muy importante para los seres
vivos al participar en practicamente todos los procesos bioldgicos
[6, 7]. Son esenciales para el crecimiento, gracias a su contenido de
nitrégeno, que no esta presente en otras biomoléculas como los lipidos
o glicidos. Asimismo, desempenan un amplio nimero de funciones a
nivel celular incluidas la formacion estructural de las células y tejidos, el
mantenimiento de la integridad celular, defensa ante agentes externos,
reparacién de danos, control y regulaciéon de las funciones celulares,
transporte de determinados gases a través de la sangre, como el oxigeno
y el diéxido de carbono, y funcionan a modo de amortiguadores para
mantener el equilibrio acido-base y la presién oncética del plasma, entre
otras (Tabla 4.1) [6, 7].

Los aminodacidos son los bloques de construccién de las proteinas, hasta
la fecha se han descrito mas de 300 aminodacidos, pero solo 20 participan
en la sintesis de proteinas, de los cuales solo 11 pueden sintetizarse
en el cuerpo humano a partir de otros aminoacidos, y los otros nueve
se consideran aminoacidos esenciales que deben ser suministrados a
través de los alimentos [8]. Los aminodcidos esenciales son aquellos que
no pueden producirse en el cuerpo humano, o lo hacen en cantidades
insuficientes para satisfacer las necesidades fisiologicas en ciertas
etapas de la vida, especialmente durante la infancia; mientras que los
aminoacidos no esenciales son producidos por el cuerpo a partir de
los aminodacidos esenciales o a través del metabolismo normal de las
proteinas. El cuerpo humano necesita un gran nimero de aminodacidos
en cantidades suficientemente grandes para mantener un buen estado de
salud, por lo que una dieta equilibrada es de vital importancia [9].
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Tabla 4.1 Tipo y funciones de las proteinas en los sistemas bioldgicos.

Tipo de proteina Funcién Ejemplo
Dan soporte, confieren Colageno, elastina,
Estructurales elasticidad y resistencia | queratina, proteinas de
a los tejidos. membranas, histonas.
e L. Biocatalizadores de las Pepsina, tripsina, lactasa,
Enzimaticas . 1 . .
reacciones metabdlicas. | gastrina, lipasas.
Dirigir y controlar Ciclicas, factores de
Reguladoras Siry conf o
procesos a nivel celular. | transcripcion.
Hemoglobina, mioglobina,
Transporte Transportar sustancias citocromos, lipoproteinas,
albumina.
. Inmunoglobulinas
Defender el organismo . . .
Defensa , (anticuerpos), citoquinas,
de patogenos externos. . .
fibrin6geno, mucinas.
Servir como segundos Insulina, glucagon,
mensajeros para somatotropina,
Hormonal . -
regular y controlar gonadotropina coriénica
funciones celulares. humana, angiotensina.
. Almacenar aminoacidos Ovoalbtimina (huevo), casei-
Almacenamiento . . A
u otro tipo de sustancias. | nas, lactoalbiminas (leche)
, .. Favorecer el Actina, miosina, dineina
Contractil .. o
movimiento (cilios y flagelos).

Fuente: Tabla construida por los autores con la informacién suplementada por Alberts

et al. (2002)

Anivelfisiolégico, el recambio regular de los tejidos y proteinas corporales
en el humano es posible gracias a la presencia de las proteinas en la dieta
[10]. Para mantener un aporte apropiado de aminoacidos, especialmente
de los esenciales, una persona promedio necesita alrededor de 7.0
g de proteina por dia, por cada 9.1 Kg de peso corporal, por lo que se
recomienda una ingesta diaria de 0.8 g de proteinas por cada Kg de peso

corporal por dia [10].

Una dieta pobre en proteinas genera una deficiencia de aminoacidos que
se traduce en una disminucién de la formacién de proteinas endégenas.
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Un estado prolongado de deficiencia de aminoacidos finalmente conduce
a la aparicion de enfermedades como kwashiorkor y marasmo [11, 12].

El término deficiencia de proteinas se puede definir como un estado
de insuficiencia relativa o absoluta de proteinas a nivel corporal, o
de deficiencia de uno o mas de uno de los aminoacidos esenciales, es
considerado con un balance negativo de nitrogeno y puede ser el resultado
de una dieta deficiente en proteinas, del déficit global de alimentos o
la presencia de algunas enfermedades. Este fendmeno también puede
ocurrir a pesar de la ingesta adecuada de proteinas, si esta ultima es
de baja calidad (es decir, el contenido de uno o mas aminoacidos es
inadecuado) [9, 12].

Aunque la calidad nutricional de una proteina esta determinada en mayor
parte por su contenido de aminoacidos esenciales y su capacidad para
cubrir los requisitos del cuerpo; los aminoacidos no esenciales también
tienen funciones importantes en el cuerpo que van mas alla de ser simples
componentes proteicos [13]. Por ejemplo, algunos de ellos sirven como
precursores para la sintesis de otros aminodacidos, tales como la prolina 'y
el glutamato para la arginina. Los aminodcidos cuya produccién depende
de la disponibilidad de sus precursores se consideran condicionalmente
indispensables (por ejemplo, tirosina a partir de fenilalanina). Ademas,
un desequilibrio entre los aminoacidos prescindibles e indispensables
a favor de estos ultimos daria como resultado el uso de aminodcidos
indispensables para la sintesis de aminoacidos prescindibles a un costo
metabolico sustancial. Esto se evita mediante una ingesta equilibrada de
aminodcidos esenciales y no esenciales [12, 14, 15].

Ademas del papel crucial que juegan las proteinas en el aporte nutricional
de los alimentos, las industrias alimentarias modernas han explotado
sus propiedades tecno-funcionales con el fin de producir una amplia
variedad de productos alimenticios a base de proteinas (yogurt, queso,
aislado de proteinas lacteas como suplementos dietarios, embutidos,
carnes frias entre otros), representando también un papel importante
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en el desarrollo econdmico. De acuerdo con la cifras y proyecciones de
crecimiento demografico a nivel mundial, se espera que la poblacién
humana global esté alrededor de 9.500 millones para 2050, lo cual indica
que la demanda per capita de carne y sus derivados se duplicara durante
este periodo (Figura 4.1) [16].

Actualmente la leche, los huevos, la carne y los mariscos representan
las fuentes mas importantes de proteinas utilizadas por las industrias
alimentarias para la fabricacion de productos alimenticios, seguido de
las fuentes vegetales como las legumbres y los frutos secos. Algunas
fuentes de proteinas emergentes como los insectos, las algas y la carne
in vitro (basadas en células cultivadas) todavia tienen un uso limitado
por las industrias alimentarias [17].

— 1997-1993
1994-1996
1984-1986
1974-1976

/

Africa Sub-sahariana

10 13,5
356 q\ :

Norte de Africa

Asia del sur

Latinoamérica

Figura 4.1 Consumo per cdpita de carne y sus derivados. Expresado como (Kg
per capita, equivalente de peso en canal). Fuente: (OCDE-FAO, 2019) - http://
www.fao.org/3/y4252e/y4252e05b.htm#TopOfPage
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En la actualidad, la produccién de proteinas de origen animal (POA) es
uno de los objetivos mas importantes de los sistemas de produccion agro-
pecuarios modernos, en este orden de ideas, los sistemas multipropdsitos,
enfocados en la produccién de mas de un producto agropecuario son los
mas utilizados desde hace mdas de una década en todo el mundo [18, 19].

A nivel mundial estan claramente definido que la leche, los huevos y la
carne bovina y de aves de corral como las principales fuentes de POA,
gracias a su alto contenido de aminoacidos esenciales [10, 13, 15]. De
acuerdo con Elmadfa y Meyer (2017), las POA poseen un patrén de ami-
noacidos mas cercano a los requeridos para el adecuado funcionamien-
to del cuerpo humano, en comparacion con las fuentes vegetales [13].
En este sentido, las POA suministran los nueve aminoacidos esenciales
en cantidades aproximadamente adecuadas (Tabla 4.2), ademds estas
proteinas son mds faciles de digerir y, por lo tanto, sus aminoacidos se
encuentran mas disponibles para ser absorbidos a nivel intestinal [13].

Otra de las razones para el alto consumo de POA es su considerable valor
de disfrute, de hecho, en la cultura occidental el consumo regular de carne
se considera un indicador del nivel y estilo de vida. En los dltimos anos,
de acuerdo con las cifras de la OCDE, muchos paises latinoamericanos en
vias de desarrollo consumen mas productos de origen animal de los que
producen, lo cual ha impulsado el incremento de la demanda mundial de
alimentos de origen animal [20].

Tabla 4.2 Concentracion de aminodacidos esenciales presentes en proteinas de
origen animal y vegetal de la dieta occidental, en comparacion con la proteina
de referencia FAO/OMS.

Fuente de Aminoacidos!

proteina Val Leu Ileu Trp Lys His Thr AA AS
Leche 66.7 973 60.0 44.8 78.8 27.0 44.8 95.8 339
Huevo 68.2 86.3 533 44.1 725 245 441 937 517
Carne de res 49.6 79.6 455 399 845 319 399 714 39.0
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Pechuga de pollo 49.6 75.0 52.8 422 849 31.0 422 733 40.5

Harina de trigo 40.2 64.6 33.7 11.6 26.8 20.3 272 542 40.5

Soja 55.6 90.7 54.0 484 74.1 30.1 484 100.3 32.9

WHO/FAO? 40.0 61.0 30.0 25.0 48.0 16.0 250 71.0 23.0

La concentracién de los aminodcidos se expresa en mg.g*! de proteina. ? Obtenido de
la Food Agricultural Organization (http://www.fao.org/home/es/). Fuente: La tabla fue
construida por los autores basados en la informacion reportada por Elmadfa y Meyer
(2017) [13]. Abreviaturas: AA: aminoacidos aromadticos (es decir, fenilalanina y tirosina);
His: histidina; Ile: isoleucina; Leu: leucina; Lys: lisina; AS: aminodcidos azufrados (es
decir, metionina y cisteina); Thr: treonina; Trp: tript6fano; Val: valina.

4.3 Proteinas de la carne de bovinos y aves de corral

La carne bovina representa la fuente mas importante de proteinas
de alta calidad para la nutricion humana, siendo sus caracteristicas
organolépticas, el valor nutricional y las condiciones higiénico-sanitarias
los factores que determinan su calidad.

A razén de 20 Kg / habitante / ano, constituye uno de los productos de
mayor consumo para la poblaciéon colombiana, del que se prevé una
solicitud anual de 10.000 toneladas para exportacién a US en los proxi-
mos anos [21, 22]. Los mercados internacionales pactados bajo TLCs
con nuestro pais (US, UE, Japon, entre otros) exigen carne bovina de
calidad certificada, lo que incluye aspectos como procedencia, procesos
y trazabilidad. Mercados como los latinoamericanos y del Caribe son
menos exigentes, pero representan precios de comercializacion mas
bajos [23].

La carne bovina concentra entre 21-24% en proteinas, 3.1-5.0% de
grasa total, carbohidratos, vitaminas y minerales necesarios para la
formacién de tejidos en el organismo humano [24, 25]. Esta elevada
concentracién y variada composicion incrementa la complejidad del
analisis, constituyéndose en un importante reto analitico garantizar la
recuperacion completa de los residuos de pesticidas organofosforados
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(POPs) y organoclorados (POCs) presentes, a fin de evitar que un alimento
contaminado llegue a ser consumido por la poblacion.

Para comprender los cambios post mortem asociados a la conversion del
musculo a carne, asi como sus propiedades y utilidad, se debe estudiar
la estructura, composicion y funciones de la musculatura en el animal
vivo. Existen tres tipos de musculos en el cuerpo del animal; musculo
cardiaco, liso y esquelético. En este caso es de nuestro interés el estudio
de la conformacion del misculo esquelético.

El musculo esquelético tiene dos componentes fundamentales, que son
el tejido conectivo y las fibras musculares. El tejido conectivo protege,
sostiene y le da la firmeza necesaria. La capa mas externa de tejido
conectivo que rodea al musculo recibe el nombre de epimisium [26].

Los musculos estan formados por la unién de numerosas fibras muscula-
res que estan separadas en haces o fasciculos, mediante tejido conectivo
en forma de septos denominado perimisium. Estos septos parten de la
superficie interna del epimisium y contienen los vasos sanguineos y ner-
vios de mayor tamano. Una delicada extension de tejido conectivo, deno-
minada endomisium, rodea cada fibra individual. Independientemente
de la clasificacion del tejido conectivo, su composicion serd la misma
en todos los casos: colageno, elastina, glucoproteinas y proteoglicanos.
Ademas del endomisium, las fibras musculares estan cubiertas por una
bicapa de lipoproteinas denominada sarcolema [26, 27].

El sarcolema, es una delicada membrana que se encuentra inmediata-
mente debajo del endomisium. La apariencia estriada caracteristica de la
fibra es debida a la presencia de series de delgadas unidades conocidas
como miofibrillas, que estan embebidas en el citoplasma de las células,
denominado sarcoplasma. Este Gltimo contiene ademas de los organulos
celulares otras sustancias como lipidos, glucégeno, ribosomas y protei-
nas [26, 27].
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Las miofibrillas son el elemento mas notable en las miofibras esqueléticas
y constituyen alrededor del 60% de la proteina de las miofibras. Una
miofibrilla estd compuesta de muchas unidades estructurales conocidas
como sarcomeras, las cuales estan organizadas de manera continua
de extremo a extremo. Las proteinas de unién entre los sarcomeros
forman la linea Z y por ende una sarcémera se extiende a lo largo de una
miofibrilla desde una linea Z hasta la siguiente linea Z. Los sarcémeros
estan compuestos principalmente de filamentos delgados de actina y
filamentos gruesos de miosina y representan la unidad funcional del
musculo. La accién contractil del musculo esquelético resulta de la
coordinacion entre la contraccion y elongacion de millones de sarcomeras
(Figura. 4.2) [27]

Musculo

Miofibrilla

Epimisio Perimisio

Endomisio
Miofilamento delgado (Actina) Miofilamento grueso (Miosina)

Figura 4.2 Composicion del tejido esquelético de musculo de mamiferos. En la
imagen se puede apreciar, la organizacién estructural de la proporcién de mayor
tamano, a los microfilamentos.

El musculo esquelético tiene una composicion de entre 71-76% de agua,
17-21% de proteinas, 1-7% de grasas y de 2.5-3% de sustancias solubles
no nitrogenadas. Una de las mayores razones para el elevado consumo de
carne de pollo es su alto contenido proteico, por lo que es de importancia
mencionar los principales grupos de proteinas que conforman el masculo
blanco o pechuga de pollo. De acuerdo con su procedencia, las proteinas
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del musculo se clasifican en: Sarcoplasmicas, miofibrilares y del tejido
conectivo [26].

4.3.1 Proteinas sarcoplasmicas

En este grupo se incluyen enzimas solubles involucradas en el metabo-
lismo anaerdbico, que juegan un papel importante en los cambios que se
producen tras la muerte del animal durante su transformacién en carne;
por ejemplo, las proteasas y pigmentos musculares que influyen notable-
mente en la calidad de la carne en la fase post mortem. En general son
proteinas endocelulares, solubles en agua y en soluciones salinas neutras
de baja fuerza iénica [27].

Componen una masa fluida que bana a las miofibrillas y a su vez le
proporcionan energia y capacidad de sintetizar proteinas, lo cual, hace
posible la eliminacién de ciertos productos metabdlicos. Aunque estas
proteinas no tienen muchas propiedades funcionales, si cabe resaltar su
actividad enzimatica, de almacenamiento y transporte de oxigeno [27].
Ejemplos de ellas son la mioglobina y la hemoglobina.

La mioglobina, junto con la hemoglobina proporciona el color rojo a la
carne, y son responsables del transporte y almacenamiento del oxigeno
en el organismo del animal. La capacidad que tiene el musculo de
almacenar oxigeno depende del contenido de mioglobina. La formacién
de mioglobina se incrementa con la edad y cuando el esfuerzo del
musculo es mayor [28].

4.3.2 Proteinas miofibrilares

Constituyen del 55 al 60 % del total de la proteina en el musculo y
estan muy relacionadas con el rigor mortis, la ternura y la capacidad
de retencién de agua de la carne. Son solubles en soluciones salinas
neutras de alta fuerza iénica (>0,50M) [29]. De acuerdo a sus funciones
fisioldgicas en él, se clasifican en proteinas reguladoras, contractiles y
del citoesqueleto.
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Las reguladoras son importantes en el ciclo contraccién-relajacion y se
dividen en reguladoras mayores y menores. Dentro de las reguladoras
mayores se encuentran la tropomiosina y la troponina. La primera, con
un peso molecular aproximado de 38 kDa, es la segunda proteina mas
abundante del filamento delgado y constituye un 7 % del total de las
miofibrilares, mientras que la troponina es una proteina globular con
alto contenido de prolina, con un peso molecular de 80 kDa y constituye
de un 8 a 10 % de las miofibrilares. Por su parte, las reguladoras menores
se asocian a los filamentos de actina y miosina y por eso se ha postulado
que tienen conexion con la estructura de los filamentos miofibrilares.

El grupo de proteinas miofibrilares del citoesqueleto estan involucradas
en el mantenimiento de la forma y funcion de la miofibrilla. Estas protei-
nas desempenan un papel estructural en la conformacién de la confor-
macion de la miofibrilla, la célula muscular y adicionalmente proporcio-
na elasticidad a la fibra.

Por ultimo, las proteinas miofibrilares contractiles son aquellas que par-
ticipan del ciclo de contraccidon-relajacion del masculo. Entre ellas se en-
cuentran la miosina y actina. La miosina constituye mas de una tercera par-
te de la proteina del musculo, por lo tanto, es la mas abundante de todas las
miofibrilares. Tiene un peso molecular de 500 kDa y un punto isoeléctrico
de aproximadamente 5.4. En la molécula de miosina se encuentran cerca de
500 restos de aminodcidos, entre ellos todos los esenciales.

La segunda proteina pero no menos importante es la actina; comprende
un 20 % del total de las proteinas musculares, su peso molecular es de 42
kDa. Es el principal componente de los filamentos delgados y es rica en
el aminodacido Prolina. Durante la contraccién muscular in vivo se forma
un complejo entre la actina y miosina llamado actomiosina, que también
esta presente en el rigor mortis y es el principal responsable de la rigidez
que se origina en este proceso [30].

Luego de haber hablado en términos generales de la composicién del
musculo, miraremos las modificaciones que ocurren en la conversion de
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este, a carne. Durante este proceso ocurre una serie de cambios continuos
en el metabolismo de las células musculares, asi como en la estructura de
sus proteinas, que se producen en un periodo de varias horas o dias luego
del sacrificio del animal y que se caracterizan por una disminucion del
pH, agotamiento de ATP, decrecimiento de la temperatura del musculo y
establecimiento de la rigidez cadavérica o rigor mortis [29].

Una vez sacrificado el animal, con la interrupcién del riego sanguineo
inician los cambios post mortem. Al cesar el flujo de sangre disminuye
el suministro de oxigeno al musculo, con lo que deja de funcionar la via
aerobia del metabolismo energético y se activan las vias anaerobias,
principalmente la glucélisis, lo que lleva a un descenso en el pH por
acumulacién de acido lactico. El valor de pH “in vivo” es cercano a la
neutralidad de 7.0-7.2 pero llega a valores cercanos a 5.70 en pechuga de
pollo a las 24 horas postmortem [27, 29].

El descenso en el pH inactiva las enzimas implicadas en el glucélisis con
lo que disminuyen los niveles de ATP, dificultando la relajacién muscular
debido a un aumento de Ca+2 en el reticulo sarcopldsmico. Ademas, el
descenso en la temperatura del musculo limita la eficiencia en la bomba
de Ca+2, dando como consecuencia el establecimiento de las uniones acti-
na-miosina, iniciando asi el estado de rigidez muscular o rigor mortis que
caracteriza la etapa final de los cambios post mortem. Hacia las ocho horas
postmortem, el rigor mortis va desapareciendo por accioén de las enzimas
proteoliticas, iniciando el proceso de maduracién de la carne [27, 29].

4.4 Proteinas de la leche bovina

La leche bovina y sus derivados culturalmente son componentes muy
importantes de la dieta humana a nivel mundial. Segin los datos
reportados por la OMS / FAO, mas de seis mil millones de personas
consumen leche y sus derivados, la mayoria de estos en paises
desarrollados [31]. Su composiciéon quimica compleja determina el valor
nutricional y las propiedades tecnolégicas asociadas, las cuales se deben
en mayor proporcion a las proteinas que la constituyen [32].
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La leche es una mezcla compleja de proteinas, lipidos, glicidos, mine-
rales, vitaminas y otros componentes menores dispersos, suspendidos o
disueltos en agua [33]. La leche bovina es considerada como una fuente
importante de proteinas para la dieta humana, ya que proporciona apro-
ximadamente 32 g por cada litro. Las proteinas lacteas se consideran con
frecuencia la mejor fuente de proteina animal, gracias a su alto conteni-
do de aminodcidos esenciales [34].

Estas se clasifican en dos grandes grupos, constituidos por las caseinas
(CAS)yproteinasdel lactosuero (PLs) en funcién de su solubilidad en agua.
En este sentido, las CAS hacen parte de la fraccién insoluble y representan
el 80% del contenido total de proteinas lacteas (aproximadamente 2.7 g
por cada 100 g de leche), mientras que el otro 20% corresponde a las
PLs, constituyentes de la fracciéon soluble (aproximadamente 0.6 g por
cada 100 g de leche) [35, 36]. La Tabla 4.3 describe las concentraciones y
funciones principales de las proteinas lacteas.

Tabla 4.3 Concentraciones y funciones biolégicas de las principales fracciones
proteicas de la leche bovina.

Proteinas lacteas Concentﬁacwn Funcién
(gLhH)
a-Caseina 13.0 Almacenamiento y
Caseinas |B-Caseina 9.3 transporte de minerales
+2 -3 +2 +2 +2
«-Caseina 3.3 (Ca*?, PO473 Fe, Zn*™, Cu™?).
B-Lactoglobulina 3.9 Un¥on a acidos grasos y el
retinol
+2
a-Lactoalbimina 1.2 Transp o.r"ce de Ca”y
produccion de lactosa
Inmunoglobulinas 0.7 Proteccién inmunolégica
Lactosuero Transporte de firmacos
Albumina sérica 0.4 DoT! y
xenobioticos
Lactoferrina 0.1 Efecto antimicrobiano
Lactoperoxidasa 0.03 en sinergia con las
Lisozima 0.0004 inmunoglobulinas

Fuente: La tabla fue construida por los autores basados en la informacién reportada por
Pereira (2014) [34].
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Ambos grupos de proteinas se clasifican como de alta calidad, teniendo
en cuenta los requisitos de aminoacidos humanos, la digestibilidad
y la biodisponibilidad. De acuerdo con Pereira (2014), el perfil de
aminoacidos es bastante diferente entre las dos fracciones, en las PLs
el suero es especialmente rico en aminoacidos de cadena ramificada, es
decir, leucina, isoleucina y valina, asi como lisina; mientras que las CAS
tiene una mayor proporcién de histidina, metionina y fenilalanina [34]. A
continuacion, se describen las caracteristicas de ambos grupos proteicos.

4.4.1 Caseinas

Las CAS son proteinas pleiotrdopicas, cuya funcién original es la bio-
mineralizacion de la glandula mamaria a través de la absorcion de calcio
mediante la interaccion de este ion con los aminodcidos fosforilados
presentes en las estructuras de las CAS. Por otro lado, la funcién mejor
conocida de estas biomoléculas es servir como proteinas nutricionales
de la dieta humana. Las CAS como ya se habia mencionado son proteinas
insolubles, las cuales se encuentran suspendidas en el seno de la
leche bovina debido a un estrecho equilibro dindmico de suspensién -
precipitacion [37, 38].

Las CAS se consideran proteinas intrinsecamente no estructuradas,
es decir sin estructuras secundarias especificas [38, 39], a pesar de la
abundancia de estudios encaminados a su elucidacién, a la fecha, no
existe una teoria unificada acerca de esta, sin embargo, lo que si esta
claro, es que todas las CAS se encuentran intimamente relacionadas en
la leche como particulas coloidales heterogéneas asociadas al fosfato de
calcio, dichos coloides se denominan micelas de CAS [39].

Las micelas de CAS son estructuras solidas y esponjosas dispersas en
un medio acuoso, donde alcanzan un diametro promedio de 160 nm, un
peso molecular de 105 kDa y un punto isoeléctrico de 4.6 [35]. La funcion
principal de las micelas es fluidificar las moléculas de CAS y solubilizar
el fosfato de calcio. Mediante ensayos protedmicos que combinan
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estudios cromatograficos, electroforéticos y de espectrometria de masas,
se ha demostrado que la fraccion proteica de las micelas representa
aproximadamente el 93% de su masa seca, y estd compuesta por cuatro
componentes individuales, denominados asl-, as2-, - y k-caseina en
una relacién molar aproximada de 4:1:4:1 [35].

A estos cuatro tipos de CAS se les puede anadir varios grupos de proteinas
minoritarias como la y-caseina, que es un fragmento procedente de la
protedlisis de la B-caseina. El resto de los sélidos micelares consiste en
material inorgdnico, denominado como fosfato calcico coloidal o fosfato
calcico micelar. La mayoria de los modelos estructurales publicados
indican que la k-caseina se halla localizada mayoritariamente en la
superficie de la micela, jugando un papel esencial en la regulacion del
tamano micelar y en el mantenimiento de la suspension de las caseinas
en la leche (Figura 4.3) [37, 39, 40].

O ® Claster de Ca*?
O Agrupacion de caseinas

Centro hidrofilico de la micela

O
o
O

t

Superficie rica en k-Caseina

Figura 4.3 Representaciones del modelo de micelas de caseina propuesto por
Schmidt [40].

Las CAS también son proteinas reomorficas acidas, es decir no mantienen
una estructura plegada estable, con puntos isoeléctricos en el intervalo
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de 4.9-5.6 y peso molecular entre 19 y 24, las cuales presentan un alto
contenido de residuos de fosfoserina y prolina y un nimero pobre de
residuos de aminodcidos azufradosy precipitan al acidificar la leche hasta
un pH de 4.6. El proceso de formacion de las micelas de CAS consiste en la
union de las cuatro CAS por interacciones hidrofébicas y especialmente
por nanoclusters de fosfato de calcio (Figura.4.3). Una vez formada la
micela es térmicamente estable, solo se agrega a temperaturas superiores
a 140°C en pH normal de la leche yambiente i6nico. Sin embargo, son muy
sensibles a los agentes quelantes, que pueden inducir su interrupcion. La
industria alimentaria emplea las CAS como ingredientes de productos
alimenticios para mejorar su viscosidad y estabilizad y para mejorar las
propiedades nutricionales de estos productos [36].

4.4.2 Proteinas del lactosuero

El lactosuero se define como un producto obtenido de la separacion
de la grasa y las CAS de la leche, mediante la acciéon de sustancias de
caracter acido o de enzimas digestivas como la renina, los cuales rompen
el sistema coloidal de la leche en dos fracciones, una sélida, compuesta
principalmente por proteinas insolubles y lipidos ocluidos (CAS) y una
fraccién liquida, correspondiente al lactosuero en si, en cuyo interior se
encuentran solubilizados proteinas y demas componentes nutricionales
que no fueron integrados a la coagulacion de la CAS [41].

La B-lactoglobulina (B-Lg) y la a-lactoalbimina (a-La) son las principales
proteinas del suero bovino, representan alrededor del 50% y el 20%
de su contenido total de proteinas, respectivamente (Tabla 4.3) [36].
La p-Lactoglobulina es una pequena proteina globular presente en la
leche de muchos mamiferos excepto en la leche humana, de roedores
o lagomorfos. Esta proteina contienel62 residuos de aminoacidos y un
peso molecular de aproximadamente 18.3 kDa. Su punto isoeléctrico
varia entre 5.1 y 5.2, y a pH neutro aparece principalmente como un
dimero no covalente, pertenece a la familia de las lipocalinas, dada su
capacidad para unirse y transportar pequenas moléculas hidréfobas,
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principalmente especies relacionadas con el dcido retinoico (vitamina A)
en una cavidad lipofilica [42].

Por otro lado, la a-Lactoalbimina también es una proteina globular
producida por las células epiteliales de la glandula mamaria, en donde
se combina con la enzima pB-1,4-galactosiltransferasa para formar
lactosa sintasa, un complejo enzimadtico que cataliza la transferencia de
la galactosa a la glucosa, para formar lactosa, el principal carbohidrato
en la leche [43]. Esta proteina tiene un peso molecular de 14.2 kDa, 123
residuos de aminodcidos y un punto isoeléctrico entre 4.3 y 4.7, es una
metaloproteina con un sitio de alta afinidad para la fijacién de calcio
[36]. Las proteinas de suero bovino son usadas ampliamente en varios
alimentos, primero gracias a su valor nutricional y funcional y segundo,
a sus propiedades gelificantes y emulsificantes [42]. Los geles de proteina
de lactosuero pueden ser usados como agentes retenedores de agua y
grasa en el alimento, asi como agentes promotores de espuma [44].

4.5 Carbonilacion de proteinas

La carbonilacion es una modificacion postraduccional oxidativa, irrever-
sible y no enzimatica de las proteinas, que se caracteriza por la aparicién
de grupos carbonilos (C=0) reactivos en la cadena lateral de los residuos
de aminodcidos. Dicha modificacién estd normalmente asociada con la
pérdida permanente de la funcién y puede producir eliminacién o acu-
mulacion de las proteinas danadas.

Los grupos carbonilo pueden ser introducidos en las proteinas en
diferentes sitios y por medio de diferentes mecanismos. Quimicamente,
este tipo de oxidacion se lleva a cabo por tres rutas principales:

- Oxidacion directa por reaccion con EROs. Este tipo de modificaciones
se producen habitualmente por el ataque del radical hidroxilo (-OH),
que puede ser originado por radiacion ionizante o por la reaccion de
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cationes metdlicos con el per6xido de hidrégeno (H,0,, reaccién de
Fenton). Los productos de la oxidacién de dichos aminoacidos son:
2-pirrolidona a partir de prolina, semialdehido a-aminoadipico a
partir de lisina, semialdehido glutamico a partir de arginina y prolina
y acido 2-amino-3-cetobutirico a partir de treonina. Recientemente
se demostr6 que los productos carbonilados que representan
cuantitativamente la mayor parte de una medicién de carbonilacién
son el semialdehido glutdémico y en menor grado, el semialdehido
a-aminoadipico (Figura 4.4)[45].

GHs H H
o]
o] o] H-0 T
/\f Metal de transicién /\/j 2
cH’ E— N
HaN™ NHy HoNZ N'j:k NH, O NH

Z
H

H N . . P
H50 Semialdehido alfa amincadipico

EJH
Residuo de Lisina H

Figura 4.4 Ruta de carbonilacién directa de proteinas causada por metales de
transicion. El esquema muestra la formacion de semialdehido a-aminoadipico
a partir de la oxidacion de la cadena lateral del aminoécido lisina en presencia
metales de transicién.

Reaccion indirecta con productos finales de la oxidacion de aziicares
y lipidos. Los grupos carbonilo reactivos pueden ser generados por
reacciones del grupo amino de los residuos de lisina, arginina e
histidina con productos finales de la oxidacién de lipidos y azuca-
res (Figura 4.5) [45, 46]. Dentro de esta ruta se forman productos de
adicion como los aductos de Michel; asi por ejemplo, el grupo amino
de los aminodacidos basicos puede reaccionar con aldehidos como el
4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) proveniente de derivados de la peroxi-
dacién de los lipidos [47]. Otros derivados como el malondialdehido
(MDA) y la acroleina también se describen con frecuencia en la oxi-
dacién de proteinas alimentarias de origen animal [48].
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Figura 4.5 Rutas de carbonilacién indirecta de proteinas. El esquema muestra la
formacién de productos de adicién a partir de la oxidacién de la cadena lateral
del aminodcido lisina con a) Aztlcares y b) Lipidos.

- Ruptura de la cadena polipeptidica. En este caso, la carbonilacién se
da por medio de la ruta de a-amidacion o por la oxidacién de residuos
de 4cido glutdmico lo cual conlleva a la formaciéon de péptidos en
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los cuales el amino-N-terminal estd bloqueado por un derivado
a-cetoacilo (Figura 4.6). En esta ruta, mediante radiacion ionizante
se produce la radidlisis del agua y se generan radicales hidroxilo que
al reaccionar con los hidrogenos de los carbonos « de la estructura
central de las proteinas, forman nuevos radicales en carbonos
relativamente estables (por deslocalizacion con los electrones en las
funciones amida adyacentes) [45].

O R 0 y o i R T H
H, nH A H., _NH P NH ®
o . NH — 1"-:( NH, + o NH
4 R 5 R Via de alfa amidacion g R i it

Figura 4.6 Ruta de carbonilacién de proteinas mediante ruptura del esqueleto
carbonado.

Dentro de las consecuencias de la carbonilacién proteica se ha descrito
una disminucion de la solubilidad, aumento de la agregacion y pérdida
de la digestibilidad, lo cual repercute en las propiedades tecnoldgicas,
sensoriales, funcionales y nutricionales de alimentos como la carne y la
leche [3, 49-51].

Ademas, se ha descrito un aumento fisioldgico de los niveles de proteinas
carboniladas en diversos trastornos humanos, como la enfermedad de
Alzheimer, insuficiencia renal crénica y diabetes colitis ulcerosa [52, 53].
Asimismo, se consideran factores de riesgo de cancer de colon por sus
efectos en la microbiota intestinal [4, 51], y en algunos casos particulares
se ha planteado que también podrian incitar la aparicién de reacciones
alergénicas mediante la formacién de nuevos epitopos o por el contrario
prevenir la respuesta alérgica mediante su enmascaramiento [50].

4.5.1 Métodos de cuantificacion de proteinas carboniladas

Diversos ensayos de laboratorio han sido desarrollados para la deter-
minacion de proteinas carboniladas durante los tltimos treinta anos. El
método mas utilizado consiste en la marcaciéon o derivatizacion de los
grupos carbonilos con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), seguido de su
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deteccién por métodos espectrofotrométricos, fluorimétricos o con anti-
cuerpos especificos en diferentes formatos de inmuno-ensayos.

La cuantificacion mediante ensayos espectrofotométricos fue propuesta
por Levine y se fundamenta en la capacidad que tiene la sonda de DNPH
para reaccionar con los grupos carbonilos y formar un aducto (hidrazona)
que presenta un maximo de absorbancia a los 370 nm [54]. El método se
caracteriza por ser simple y econémico frente a los otros ensayos. Dentro
de las ventajas de este ensayo estan su facilidad de implementacién en
términos de accesibilidad y bajo costo. Sin embargo, es muy laborioso y
requiere de mucho tiempo para el procesamiento de la muestra, puesto
que se debe realizar la precipitacion de las proteinas, lavado de muestras
con una mezcla de disolvente organico (tres veces), y resuspension de la
proteina marcada. Un procesamiento deficiente de la muestra en alguno
de estos pasos puede conducir a la sobreestimacion de los niveles de
carbonilos, como, por ejemplo, cuando la etapa de lavado es deficiente y
queda junto con la muestra DNPH libre que también absorbe a 370 nm.
Por el contrario, la resuspension de la proteina marcada puede ser parcial
y conducir a la pérdida de muestra, situacién que podria conducir a una
subestimacion de los niveles de carbonilos y obligaria a la inclusién de
un nuevo paso de cuantificacién de proteinas [55, 56].

Mas recientemente, otros investigadores han introducido modificaciones
al método original de Levine, que elimina la interferencia del DNPH libre,
reduce significativamente el tiempo de procesamiento de la muestra
al eliminarse las etapas de precipitacion, lavado y resuspension. Este
método es conocido como método alcalino del DNPH, porque la hidrazona
se forma en medio basico y genera un desplazamiento en la longitud de
onda de maxima absorcién de 370 nm hasta 450 nm. Sin embargo, dada
la inestabilidad de la dinitrofenilhidrazona en medio alcalino el tiempo
de incubacién de las muestras luego de la alcalinizacién con NaOH debe
ser controlado rigurosamente [55].

La cuantificacion mediante inmunoensayos implica la inmovilizacion
sobre membranas de las proteinas derivatizadas y la utilizacién de
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anticuerpos especificos. Dentro de los diferentes soportes solidos en los
que se puede inmovilizar la proteina se encuentran las membranas de
poliviniliden difluoruro (PVDF) y nitrocelulosa (NC). Dependiendo del
método de inmovilizacién utilizado, entonces el ensayo puede ser de
Dot-blot 0o Western-blot [56]. Un tercer soporte so6lido, lo constituyen
las placas multipocillos utilizados en los ensayos Elisa; sin embargo,
su implementacién no ofrece mayores ventajas sobre los métodos con
membranas y por el contrario requiere de mayores tiempos de andlisis
[57, 58]. Por estas razones, solo haremos referencia de manera sucinta a
los ensayos de Dot-blot y Western-blot.

En el ensayo de Dot-blot, la muestra de proteina es cuantificada, marcada
con sonda de DNPH y una alicuota de esta es aplicada directamente en
forma de una pequena gota la membrana. La absorcién de la gota provoca
la adhesion de la proteina a la membrana, quedando en forma de una
mancha o ‘dot’ (es el caso del ‘Dot-blot’). Existen dispositivos que facilitan
la aplicacién de las proteinas directamente a la membrana, aplicando una
succién con bomba de vacio que facilita la penetracién de la solucion,
y reciben los nombres de ‘Dot-blot’ o ‘Slot-blot’ en funcién de que la
proteina quede aplicada en forma de una gota circular o de una linea.
La visualizacion de las manchas de proteinas se realiza con ayuda de
anticuerpos monoclonales y policlonales que se unen de manera selectiva
a la sonda de DNPH. Cuando en el procedimiento se incluye un segundo
anticuerpo que reconoce al primero, el método gana en sensibilidad y
diversidad en la forma de visualizacion de las manchas de proteinas. En
el caso de anticuerpos secundarios modificados con peroxidasa de rabano
picante (HRP, por sus siglas en inglés Horseradish peroxidase) es posible la
deteccion de la senal quimioluminiscente de las proteinas carboniladas a
partir de unos pocos nanogramos. Adicionalmente, es importante resaltar
que la siembra directa de la muestra de proteina en la membrana permite
que la técnica resulte atil para ensayos cuantitativos [56, 59-62].

Finalmente, el Dot-blot se destaca también por su formato simple y
rapido, que permite el estudio de varias muestras en simultaneo, puede
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realizarse con sondas marcadas con haptenos o radioactivamente y es
un método econémico en comparacion a otras técnicas de hibridacion
[59-62].

Por su parte, el Western-blot, también llamado inmunoblot, es una
técnica utilizada para identificar una proteina o grupo de proteinas de
otras presentes en una muestra compleja. Para ello, las proteinas de
la muestra se someten primero a un proceso de separaciéon mediante
electroforesis en gel. El SDS-PAGE es el método mds ampliamente
utilizado para esta etapa de separacion, que se realiza en funcion del
peso molecular de las proteinas presentes en la mezcla. Luego de la
separacion, las proteinas son transferidas del gel a una membrana de
NC o PVDF, principalmente.

Este paso resulta limitante porque la eficiencia de la transferencia se
puede ver afectada por diversos factores, intrinsecos y extrinsecos para
cada tipo de muestra. De ahi que la técnica solo se considera en términos
generales como una prueba semicuantitativa. Luego de transferidas a
las membranas, estas son procesadas de manera similar a lo descrito
arriba para el ensayo de Dot-blot, es decir, se utilizan anticuerpos
especificos para detectar las proteinas de interés. A diferencia del Dot-
blot, el resultado del Western-blot aporta informacién sobre el peso
molecular de la proteina detectada y permite calcular su cantidad
relativa en la muestra. Entre sus ventajas también se encuentra una
alta sensibilidad debido a su capacidad para detectar tan poco como 0.1
nanogramos de proteina en una muestra y su especificidad. Esta Gltima,
también se ve favorecida por el proceso de electroforesis que puede
separar las proteinas en funcién de su tamano y/o carga [46, 57, 63].
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5.1 Introduccion

Con el continuo crecimiento de la poblacién mundial, los sistemas de
producciéon alimentarios en especial los de origen animal como aves
y ganado, han recurrido al uso de modelos de cria intensiva, a fin de
suplir la demanda de estos productos. Bajo este sistema, los animales
son confinados en dreas reducidas para promover su engorde y rapido
crecimiento [1]. Sin embargo, estas condiciones favorecen la coloni-
zacion de plagas en los animales, las cuales generan enfermedades
que repercuten en la productividad y promueven el uso de insectici-
das tipo organoclorados y/o organofosforados para su control y erra-
dicacién [2].

No obstante, el empleo continuo e irracional de estas sustancias puede
conllevar a la aparicion de sus residuos en productos como la carne de
pollo representando un riesgo para la salud del consumidor frecuente,
debido a la alta toxicidad de estas sustancias [3]. Por ello, se hace ne-
cesario contar con metodologias analiticas que permitan monitorizar
la presencia de residuos de estos contaminantes en matrices alimenta-
rias, como un mecanismo de control de calidad, en aras de garantizar
la inocuidad del alimento como ya describimos en los capitulos ante-
riores. Sin embargo, la monitorizacion de los contaminantes debe ser
complementada con la evaluacion de los efectos que tiene la presencia
de residuos quimicos sobre los principales componentes nutricionales
de los alimentos antes mencionados, aiin a concentraciones estableci-
das legalmente como seguras.

En particular, el estudio de los efectos de los plaguicidas sobre las protei-
nas concentra la atencién de buena parte de la comunidad cientifica por-
que estas macromoléculas son definitorias de muchas de las propiedades
tecno-funcionales y valor nutricional de los productos carnicos [1]. Asi,
por ejemplo, la oxidacion de las proteinas es una de las alteraciones mas
evaluadas en matrices alimentarias, ya que esta puede repercutir en su
valor nutricional y propiedades organolépticas [1].
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Bajo este contexto, consideramos en este capitulo la capacidad que
poseen los insecticidas POCs y POPs de promover estrés oxidativo en
sistemas bioldgicos, alin a niveles traza de contaminacién. En particular,
presentaremos los resultados obtenidos en ensayos de laboratorio
dirigidos a demostrar que la presencia de residuos de DDT, CPF y DZN
induce un dano oxidativo irreversible en proteinas musculares de la carne
de pollo a niveles de concentracién préximos a sus valores de limites
maximos de residuos (LMRs). Para esto, muestras homogenizadas de
pechuga de pollo se contaminaron de forma individual con CPF, DZN y
DDT, a cuatro valores de concentracién. Posteriormente, las muestras se
incubaron en oscuridad porunahora,seguido de la extraccién de proteinas
y su cuantificacién por método de Bradford. La carbonilacién proteica se
cuantificé6 por método alcalino de 2,4-DNPH. Adicionalmente se evalu6
el efecto de la contaminacion de las muestras y el almacenamiento a
-20°C por un intervalo de 15 dias.

Los resultados obtenidos se detallan para cada plaguicida a los diferentes
niveles de contaminaciéon y demuestran que el modelo experimental
utilizado resulta util para la mediciéon del dano oxidativo causado por
estas sustancias.

5.2 Metodologia
5.2.1 Reactivos y materiales

e Metanol grado analitico, Merck (Darmstadt, Alemania)

e Hidréxido de sodio, Merck (Darmstadt, Alemania)

» Cloruro de sodio grado biotecnoldgico, Merck (Darmstadt, Alemania)
e Cloruro de potasio, Merck (Darmstadt, Alemania)

» 2- mercaptoetanol, Merck (Darmstadt, Alemania)

» Coomassie blue brillant G250, Merck (Darmstadt, Alemania)

« Acido tricloroacético, Merck (Darmstadt, Alemania)

* 2,4-Dinitrofenilhidrazina, PanReac AppliChem (Barcelona, Espana)
» Fosfato de potasio 1.5 hidratado, PanReac AppliChem (Barcelona, Espana)
e Azida de sodio, PanReac AppliChem (Barcelona, Espana)
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Acido clorhidrico, PanReac AppliChem (Barcelona, Espana)

Dodecil sulfato de sodio grado proteémico, Amresco® (Fountain
Pkwy, USA)

Tris base grado biologia molecular, Amresco® (Fountain Pkwy, USA)
Glicerol grado proteémico, Amresco® (Fountain Pkwy, USA)

Acido ortofosférico grado cromatografico, Scharlab (Barcelona, Espafia)
DDT, Sigma Aldrich® (San Luis, USA)

Diazinon, Sigma Aldrich® (San Luis, USA

Clorpirifés, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Ausburg, Alemania)

Enla Tabla 5.1 se muestra la estructura y las propiedades fisicoquimicas
de los plaguicidas a utilizar en este estudio.

5.2.2 Equipos

Los equipos empleados en el desarrollo de la investigacion fueron:

Balanza de precision (B] 1000C),

Balanza semimicro (ES 225-SM-DR, Precisa),
Shaker (FinePCR, Korea),

Potenciémetro (Thomson,)

Vortex (Clasic Vortex mixer, VELP Scientifica, USA)
Procesador de alimentos (Cusinart, China)

Lector de microplacas (Labtech, Inglaterra)
Centrifuga refrigerada (Labtechnologies, Alemania).

Tabla 5.1 Estructura y propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas evaluados.

1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-etano |Insoluble en acidos diluidos y agua

Plaguicida Propiedades
Cl PM: 354.486 g/mol
a_|-“ Log Kow = 6.91

Prohibido su uso

Resistente a la destruccion por la

luz y la oxidacion

Solubilidad: Grasa, acetona, éter,
Cl cl benceno, tetracloruro de carbono,
DDT dioxano y piridina.
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cl cl
| T
Bi N/ 5 PM: 350.586 g/mol
o) CH Log Kow =4.96
I - \/ 3 o« . o e
s 4':’\0 Uso: Insecticida -acaricida
K Solubilidad: Acetona, benceno,
CHa tetracloruro de carbono, metanol,
. tricloroetano.
L CLORP. IRIF 0s L .. | Insoluble en agua
O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il
fosforotioato
HsC
N PM: 304.34 g/mol
| Log Kow = 3.81
HaC e
‘ N ° o Uso: Moscas y garrapatas en la
CHs ¢F|'< T practica veterinaria.
2 OL Solubilidad: Benceno, tolueno,
CHs hexano, ciclohexano, alcholes.
< Insoluble en agua.
.. DIAZINON . Sensible a la oxidacion por encima
O,0-Dietil O-[4-metil-6-(propan-2-il) de 100 °C
pirimidina-2-il]-fosforotioato

Fuente: Tomado de la base de datos Pubchem. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ [4]

5.2.3 Soluciones de trabajo

Soluciones patrén de plaguicidas. Se prepararon disoluciones acuosas
de DZN (0.05, 0.1, 0.15 y 0.2 pg'-mL-1), CPF (0.125, 0.25, 0.375 y 0.5
pg-mL-1) yDDT (2.5, 5.0, 7.5y 10 pg'mL-1) a partir de diluciones seriadas
de las soluciones stock de100ug-mL-1. Los solventes empleados para la
preparacion de las soluciones stock fueron metanol para el caso de CPF y
DZN y acetonitrilo para el DDT. Una vez preparadas las soluciones fueron
almacenadas a 4°C en oscuridad hasta su uso, por un periodo no superior

a un mes (Figura 5.1).
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/ / 7\
AYANRARA
/ s 4 | — \ o
- - - --) 0125 pg.ml? 0.25 ug.mL* 0.375 pg.ml' 0.5 ug.mL*
Dilucién seriada empleando Soluciones de trabajo de CPF

Solucion stock de CPF en

agua como solvente
metanel (100 pg.mL™")
bl (‘\' m o} n o |
ﬁ: \ v [ J
| A Ve TR & W
\ \ / G, =) =) =)
(o - o) 0.05 pg.ml* 0.1 pgml*  0.15 pg.ml? 0.2 pg.mL*
Solucion stock de DZNen  pilucién seriada .m,',“m Soluciones de trabajo de DZN
metanocl (100 ug.mL ") agua como solvente
" " -
N I
/ﬂ( H H / \ / \ /. / \
(=) | (=) (=)
7\ Fa \ J \ 4 \ J —
= e - 2.5 pgml' 5.0 pg.ml? 7.5 pg.ml' 10 pgml!
Solucién stock de DDT en  Dilucion seriada empleando Soluciones de trabajo de DDT
acetonirilo (100 pg.mL*) agua como solvente

Figura 5.1 Esquema que ilustra la preparacion de las soluciones de trabajo de
los plaguicidas Clorpirifés (CPF), Diazinén (DZN) y DDT, empleadas para la
contaminacion de las muestras. Fuente: Construida por los autores a través de
imagenes tomadas del siguiente link: https://commons. wikimedia.org/wiki/
File:Volumetric_flask.svg.

Soluciones para la extraccion de proteinas. Para la extraccion de
proteinas sarcoplasmicas, miofibrilares e insolubles de la pechuga de
pollo, se emplearon los tres tipos de soluciones descritas a continuacion.
Estas fueron utilizadas de manera secuencial para la obtencion de las
diferentes fracciones proteicas musculares, asi:

Solucién amortiguadora de baja fuerza iénica (SBFI). Esta solucion fue
preparada pesando con exactitud 6.58 g de K;PO, .3H,0, 32.5 mg de
NaNj; y 292.2 mg de EDTA, los cuales fueron disueltos en agua Milli-Q y
ajuste de pH a 7.3 con una solucién de HCI 5 N y aforado a un volumen
de 500 mL. Con esta solucion se realiz6 la extraccion de las proteinas
sarcoplasmicas.
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Solucién amortiguadora de alta fuerza iénica (SAFI). Esta solucion fue
preparada pesando con exactitud los mismos valores de K;PO, .3H,0,
NaN; y EDTA usados en la preparacién de la SBFI, y adicionalmente 20.5
g de KCl, la mezcla resultante se disolvié en agua Milli-Q, luego se ajusto
el pHa 7.3 con HCI 5 N y, por tltimo, se complet6 volumen a 500 mL. Con
esta solucion se realizo la extraccion de las proteinas miofibrilares.

Solucion de KCI 0.15 M. Para su preparacion se pesaron con exactitud 5.59
g del reactivo, los cuales fueron disueltos en 500 mL de agua Milli-Q.
Con esta solucidn se realizé la extraccion de la fraccion de proteinas
insolubles.

Soluciones para la cuantificacion de grupos carbonilos. La carboni-
lacién de proteinas se cuantificé empleando el método espectrofotomé-
trico basado en el marcaje de los grupos carbonilos con la sonda de 2,4-
DNPH, descrito en la seccion 4.5.1 del capitulo 4 [5]. Las soluciones em-
pleadas fueron:

Solucion de 2,4-DNPH 10 mM. Esta fue preparada por disolucién de 19.9
mg de 2,4-Dinitrofenilhidrazina al 67%, en 50 mL de una solucién de
acido fosférico 0.5M. La mezcla resultante se mantuvo almacenada en
oscuridad y a temperatura ambiente de laboratorio (25°C).

Soluciéon de NaOH 6N. Para su preparacion se pesaron con exactitud 9.6 g
de reactivo, los cuales fueron disueltos en 40 mL de Agua Milli-Q.

5.2.4 Obtencion, preparacion y almacenamiento de las muestras
de estudio

Las muestras de pechuga de pollo (mudsculo pectoral mayor y menor)
fueron adquiridas en expendios mayoristas de la ciudad de Cartagena
de Indias (Colombia), una vez transcurridas 24 horas del sacrificio del
animal. Para el proceso de muestreo se seleccioné una marca de pollo
comercial cuyo fabricante garantizaba la ausencia de residuos de
pesticidas durante su proceso de cria. Las muestras se colocaron en bolsas
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de plastico resellables y se almacenaron en una cava de poliestireno con
geles refrigerantes, con el fin de mantener la cadena de frio durante su
transporte hasta el laboratorio.

En el laboratorio, las muestras fueron sometidas a un proceso de limpie-
za, retirando la piel, huesos y restos visibles de tejido graso y conectivo.
Posteriormente estas se cortaron en pequenos cubos, los cuales fueron
homogenizados en un procesador de alimentos. Las muestras homoge-
neizadas fueron alicuotadas en tubos Falcon, tomando como masa de la
alicuota un gramo de pechuga homogenizada (Figura 5.2), quedando lis-
tas para el proceso de tratamiento. Estas muestras se identificaron como
muestras blanco.

5.2.5 Tratamientos in vitro

Para obtener muestras tratadas, se procedié a contaminar alicuotas de
muestras blanco con cada plaguicida (CPF, DZN y DDT), hasta obtener
cuatro niveles de concentracién por contaminante para un total de 12
muestras tratadas (ver Tabla 5.2). Para ello, a alicuotas individuales de
muestra blanco se agregaron 200 uL de cada disolucion de trabajo de
contaminante; posteriormente se incubd en oscuridad a temperatura
ambiente por una hora para permitir la interaccion de los contaminantes
con la matriz de pechuga de pollo. Como control negativo se utilizaron
alicuotas de muestras blanco a las que se agregaron 200 uL del disolvente
utilizado en la preparacion de las disoluciones de trabajo.

Tabla 5.2 Concentraciones de pesticidas en las muestras tratadas.

Concentracion de contaminacion (ug-Kgt)
Plaguicida
C1 Cc2 C3 C4
CPF 50 100 150 200
DDT 500 1000 1500 2000
DZN 10 20 30 40
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Pechugas de pollo

Eliminacion de residuos de:
- Piel
Huesos
- Tejido graso y conectivo.

Figura 5.2 Esquema que ilustra el proceso de preparaciéon y almacenamiento de
las muestras de estudio. Fuente: Construida por los autores a través de imagenes
tomadas de los siguientes links: https://www.dietasdeportivas.com/beneficios-de-
la-pechuga-de-pollo; https://www.sel eccionganadera.cl/producto/16-cubos-de-
pechuga-de-pollo; http://www.clker.com/clipart- centrifuge-tube-falcon-1.html

Adicionalmente, se evalu6 el efecto del almacenamiento a -20°C sobre
la carbonilacion de las proteinas insolubles. Para ello, alicuotas de las
muestras recién homogenizadas fueron contaminadas a las concentra-
ciones mencionadas y junto con alicuotas de los blancos fueron almace-
nadas a -20 °C y monitorizadas en periodos de siete (t=1) y quince dias
(t=2) a-20°C (Figura 5.3). Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
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Muestras contaminadas

Alicuotas 1 g de pechuga homogenizada

Incubacién y almacenamiento

Tiempo o Tiempo 1 Tiempo 2

Figura 5.3. Flujograma del proceso de tratamiento de las muestras de estudio.
Fuente: Construida por los autores con imagenes de: http://www.clker.com/clipart-
centrifuge-tube-falcon-1.html

5.2.6 Extraccion de proteinas

Se empleo el procedimiento reportado por Molette C y col [6] y Soglia y
Col [7], con algunas modificaciones, para la extraccion de las diferentes
fracciones de proteinas presentes en los musculos pectorales del
pollo, tanto en las muestras blanco como en las contaminadas con los
pesticidas de interés.

Esta etapa del procedimiento fue previamente validada en términos de
la repetitividad y reproducibilidad de los porcentajes de recuperacion
proteica (rendimiento) obtenidos en diferentes ensayos y bajo nuestras
condiciones de laboratorio. Los datos que presentamos en este capitulo
corresponden a los obtenidos para la fraccion insoluble, dado que para
el tiempo en que se redact6 este libro, aquellos correspondientes a las
fracciones sarcoplasmicas y miofibrilares se encuentran sometidos a una
revista cientifica y se encuentran en fase de evaluacién.
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Para la obtencién de la fraccién insoluble fue necesario la extraccion
inicial de las otras proteinas constitutivas de la pechuga de pollo, como
son las sarcoplasmicas y miofibrilares. Para ello, a cada muestra evaluada
se le agreg6 un volumen de SBFI seguido de vortex y centrifugacion,
obteniéndose un sobrenadante (proteinas sarcoplasmicas) y un pellet.
Este ultimo fue tratado con SAFI y centrifugado, obteniéndose un
sobrenadante (proteinas miofibrilares) y un pellet que se resuspendi6 en
KC10.15Myse centrifug6 a 3000 rpm por 3 minutos y4°C. El sobrenadante
resultante contenia la fracciéon de proteinas insolubles (Figura 5.4), las
cuales fueron mantenidas en frio hasta los subsiguientes ensayos.

00

I/ A\
Muestras de estudio
Viortes iy Adicion de SBFI
L
Centrifugacién
. -
Sobrenadante Pellet
Proteinas sarcoplasmicas < Adicién de SAFI

Vortex -

Descartar « .

Centrifugacion
Ld ) L]
Sobrenadante Pellet
Proteinas miofibrilares
Adicion de KClo.15 M
Descartar « Vortex s
A 4
Centrifugacion
Conservar para analisis v ' .
Sobrenadante Pellet

posteriores Proteinas insolubles

Figura 5.4 Esquema del proceso de extraccién de proteinas. SBFI: Solucion
amortiguadora de baja fuerza idnica. SAFI: Solucién amortiguadora de alta fuerza
idnica. Fuente: Construida por los autores a través de imagenes tomadas del
siguiente enlace http://www.clker.com/clipart-centrifuge-tube-falcon-1.html
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5.2.7 Cuantificacion de proteinas e indice de carbonilos

Una vez extraidas las proteinas de la fraccién insoluble se procedié
a su cuantificacion a través de la aplicacion del método descrito
por Bradford [8]. Para esto, 5uL de la disolucién de las fracciones
proteicas se sembraron por triplicado en una microplaca, seguido de la
adicion de 200 pL del reactivo de Bradford. Posteriormente, se realizo
la lectura espectrofotométrica a una longitud de onda de 595 nm.
La concentracién de proteinas en las muestras se calculé mediante la
construccién de una curva de calibracién construida con disoluciones
patron de BSA en un intervalo lineal de 0.0125 a 2.0 mg L (Figura 5.5).

o
aVa

+ 200 ul de reoctivo de Bradford, Comassie

Blue G-2500.25% P -
A=595nm
5
=4 E Calculo las
3 “ y=mx+b — concentraciones de las
2 muestras
(0.125 - 0.25 - 0.5 = 0.75 = 1.0 = 2.0) mg yL*
Curva de BSA
Concentracion de la curva de BSA

Figura 5.5 Representaciéon esquematica del protocolo de cuantificacién de
proteinas por el método de Bradford. Fuente: Construida por los autores a
través de imagenes tomadas de: http://www.clker.com/clipart-centrifuge-
tube-falcon-1.html y http://www.insbal.com/ index.php?cat=Lector%20de%20
Placas%20para%20Fluoresc
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La carbonilaciéon proteica fue medida a través de la técnica de
espectrofotometria de absorcion molecular, empleando el método
alcalino basado en el uso de 2,4-DNPH propuesto por Mesquita y Col
[5], con algunas modificaciones descritas a continuacion. Inicialmente,
se adquirié una masa de proteinas insolubles equivalente a 150 ug de
muestras contaminadas y blancos, las cuales fueron ajustadas a un
volumen final de 200 pL en un tubo eppendorf.

Las soluciones resultantes fueron derivatizadas, anadiéndoles 200
uL de DNPH 10mM en H,PO, 0.5M, seguido de incubacion en oscu-
ridad a 25°C durante 10 minutos. Posteriormente, 80 uL de las so-
luciones derivatizadas fueron sembrados por triplicado en una mi-
croplaca junto con 20 puL de NaOH 6N. Después de 10 minutos de
incubaciéon de la mezcla resultante (25°C y oscuridad), la absor-
bancia de la solucién fue leida en un espectrofotometro a 450 nm.
El contenido de carbonilos fue calculado usando el coeficiente de extin-
ciéon molar del DNPH corregido para microplacas (e=11154 uM-cm™).
Los resultados fueron expresados como nmoles de carbonilo.mg-1 de
proteinas. Debido a la inestabilidad de la hidrazona en medio basico fue
necesario el estricto control de tiempo una vez se anadi6 el hidroxido de
sodio (Figura 5.6).

5.2.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron expresados como la media * la desviacién
estandar. Los valores de carbonilacion de las muestras evaluadas se
graficaron usando el paquete estadistico GraphPad Prisma version 8.01
para Windows. En el andlisis del efecto de los contaminantes y tiempo de
almacenamiento sobre la formacién de grupos carbonilos en las proteinas
insolubles de la pechuga de pollo se empled el andlisis de varianza de
una via (ANOVA) con post test de Tukey.
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Figura 5.6 Representacion esquematica del protocolo de cuantificacién de grupos
carbonilos por el método espectrofotométrico basado en el uso de 2,4-DNPH. La
cuantificacién de los grupos carbonilos a través de la ley de Beer-Lambert, utiliza
el coeficiente de extincién molar del DNPH corregido para microplacas (e=11154
pM-L.cm?). Fuente: Construida por los autores a través de imagenes tomadas
de: http://www.clker.com/clipart-centrifuge-tube-falcon-1.html y http://www.
insbal.com/ index.php?cat=Lector%20de%20Placas%20para%20Fluoresc

5.3 Resultados

Todos los contaminantes indujeron oxidacién a sus diferentes niveles de
exposicién en las proteinas de la fraccién insoluble de pechuga de pollo
(tiempo 0), exceptuando a DZN, a la concentracién de 40 pg-Kg'y DDT
a los valores de 500 y 1000 ug.Kg* (p>0.05) (Figuras 5.7 a 5.11). A conti-
nuacion, se describen los resultados obtenidos por cada contaminante.

5.3.1 Carbonilacion inducida por Clorpirifés en proteinas insolubles

Los datos obtenidos se presentan de manera de analisis comparativo
de las muestras tratadas con aquellos obtenidos en los controles y que
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denominamos de aqui en adelante como oxidacién o carbonilacion basal,
o simplemente basal.

En la Figura 5.7 se muestra el grafico de barras para la carbonilacion
inducida por CPF sobre las proteinas insolubles de pechuga de pollo
en muestras recién homogenizadas (t= 0). En esta se puede observar
que todas las concentraciones ensayadas promovieron carbonilacién
significativa con respecto al basal (p<0.05). Ademas, se encontr6 que la
carbonilacion inducida por los valores de contaminaciéon de 50, 100 y
150 pg-Kg! no tuvieron diferencias significativas entre ellos (p>0.05),
mostrando un valor promedio de 1.06 * 0.129 nmol-mg de proteina, el
cual fue 8.2 veces mayor al observado para el control.

2.0+
1.5 Basal 1
1 50 pg.kg
10 ﬂg.ﬂgJ
150 pg.kg-1
1.0 200 pg.kg-1

Carbonilos (nmoles.mg™ de proteinas)

Concentraciones de Clorpirifos

Figura 5.7 Valores de carbonilacion inducida por Clorpirifés sobre las proteinas
insolubles de la pechuga de pollo. Se grafican la media de contenido de carbonilo
en las muestras contaminadas y el blanco (n = 2). Las barras de error indican la
desviacion estandar. *¢ Superindices diferentes indican diferencia significativa
(p <0.05) entre la carbonilacién basal y la promovida por las concentraciones
de Clorpirifés. *¥ Superindices indican diferencia significativa (p <0.05) entre la
carbonilacion promovida por las concentraciones de Clorpirifés.
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En tanto que la carbonilacién promovida a 200 pg-Kg' fue 13.9 veces
mayor al basal (1.72 # 0.049 nmol-mg! de proteina) y 1.6 veces mayor
respecto a las demds concentraciones, siendo esta por tanto la maxima
oxidacion generada por Clorpirifés sobre la fraccion insoluble de las
proteinas de pechuga de pollo.

Estos resultados suministran evidencias de la capacidad de CPF para
promover estrés oxidativo sobre las proteinas en estudio, comportamiento
que concuerda con lo observado en modelos con animales, como ratas y
peces[9-11].El efecto oxidante exhibido por CPF puede estar asociado con
su facilidad de atravesar la membrana celular y sistemas de baja polaridad
como el caso de las proteinas insolubles, debido a su alto coeficiente,
Kow: 4.96 [4]. De esta forma puede atravesar las barreras anatomicas que
le imponen el sarcoplasma y las miofibrillas que recubren a la fraccién de
proteinas insolubles.

5.3.2 Carbonilacion inducida por Diazinén en proteinas insolubles

La carbonilaciéon promovida por DZN en las proteinas insolubles de la
pechuga de pollo se muestra en la Figura 5.8. Todas las concentraciones
evaluadas de este contaminante a excepcién de 40 pg-Kg! promovieron
carbonilacion significativa respecto al basal (p<0.05). Las oxidaciones
inducidas por las concentraciones 10y 20 pg-Kg! no tuvieron diferencia
significa (p>0.05) asi como 20 y 30 pg-Kg'!, siendo en promedio 0.18
* 0.011 nmol'mg! de proteina y 0.20+0.01 nmol-mg"' de proteina,
respectivamente, ambas fueron 1.6 veces mayor respecto al basal.

A diferencia de CPF, DZN a valor mdximo de contaminacion (40 ug-Kg!)
no promovid carbonilaciéon en las proteinas de la fracciéon insoluble,
evento que podria estar relacionado con una baja distribucién dentro
de la muestra, mediada quiza por el alto contenido de moléculas que
podrian saturar y limitar el paso a través de la membrana, si se tiene en
cuenta que el musculo al estar en un estado post mortem tiene limitada
sus actividades metabdlicas [12].

203



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

Al igual que CPF, DZN fue capaz de promover estrés oxidativo en
el intervalo de concentraciones de 10 a 30 pg-Kg!, como ha sido
evidenciado en modelos in vivo [13, 14]. Sin embargo, el poder oxidante
fue menor que aquel mostrado por CPF, de forma que no se encontré un
aumento de la carbonilaciéon significativo respecto a la concentracion
mads alta. Comportamiento que podria estar asociado a su menor Kow:
3.8 [4] y al microambiente de la célula muscular en estado post mortem
que podrian dificultar el proceso de difusién. Adicionalmente, DZN
evidencié una carbonilacion similar a los valores de 10 y 30 ug-Kg!,
evento que favoreceria la hipotesis de la baja difusion a concentraciones
mas altas.

0.25-
0.20 bx
S
0451 M 20 g kg-1
B 30 pg.kg-1
0.10- M 40 g kg-1

0.00 T T
Concentraciones de Diazin6n

Carbonilos (nmoles.mg‘1 de proteinas)

Figura 5.8 Valores de carbonilacién inducidos por Diazinén en proteinas
insolubles de la pechuga de pollo. Se grafican la media de contenido de carbonilo
en las muestras contaminadas y el blanco (n = 2). Las barras de error indican la
desviacion estandar. *© Superindices diferentes indican diferencia significativa
(p <0.05) entre la carbonilacion basal y la promovida por las concentraciones
de Diazinén. *¥ Superindices indican diferencia significativa (p <0.05) entre la
carbonilacion promovida por las concentraciones de Diazinén.
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5.3.3 Carbonilacion inducida por DDT en proteinas insolubles

La carbonilacion inducida por DDT en las proteinas insolubles se mues-
tra en la Figura 5.9. A diferencia de CPF y DZN, DDT solo indujo carbo-
nilaciéon significativa respecto al basal a las concentraciones de 1000 y
2000 pg-Kg! (p<0.05). Asi mismo, la oxidacién promovida por estas con-
centraciones también mostré diferencia significativa (p<0.05), siendo
el contenido de carbonilos 0.17 = 0.006 nmol-mg* de proteina y 0.14
0.003 nmol-mg! de proteina, respectivamente. Valores que respecto al
basal fueron 1.4 y 1.1 veces mayor.

El poder oxidante de DDT en esta fraccion fue altamente variable en el
intervalo de concentraciones evaluadas, de forma que, el valor maximo
fue alcanzado a 1000 pg-Kg! y el minimo a 2000 pg-Kg!, siendo este
ultimo 1.2 veces menor.

A pesar de que DDT tiene un Kow mads alto (6.91) [4] que los plaguicidas
antes mencionados, su dano oxidativo fue menor, aun a la concentracion
mas alta evaluada, comportamiento que podria estar asociado con la
forma o mecanismo de inducir estrés oxidativo a nivel celular.

Su actividad oxidante se deriva del efecto inductivo que tiene sobre la
actividad de enzimas tipo citocromo P450, que durante su actividad me-
tabdlica generan especies reactivas de oxigeno por desacoplamientos de
la reaccion [15, 16]. No obstante, este mecanismo requiere del funciona-
miento 6ptimo de la célula, el cual no es proporcionado en una célula en
estado post mortem [12], donde las reservas energéticas son escasas y los
sistemas enzimaticos pueden estar en un proceso de desacople. De ahi,
que el dano oxidativo promovido en las condiciones in vitro , resulten me-
nores a aquellos obtenidos por otros investigadores en modelos bioldgicos
in vivo, como ratones, lineas celulares y/o moluscos [17-19].
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Figura 5.9 Valores de carbonilacién inducidos por DDT en las proteinas
insolubles de la pechuga de pollo. Se grafican la media de contenido de carbonilo
en las muestras contaminadas y el blanco (n = 2). Las barras de error indican la
desviacion estandar. *© Superindices diferentes indican diferencia significativa
(p <0.05) entre la carbonilacion basal y la promovida por las concentraciones de
DDT promovida por las concentraciones de DDT.

5.3.4 Analisis comparativo de la carbonilacion promovida por
CPF, DZN y DDT

Para comparar la carbonilacién inducida por los plaguicidas en estudio
se calculd la relacion entre los valores de carbonilacién de las muestras
contaminadas frente a la de los blancos (IC de muestras contaminadas
/IC basal). Como se observa en la Tabla 5.3, CPF fue el plaguicida que
mayor dano oxidativo ocasiond a las proteinas insolubles a todas las
concentraciones ensayadas, siendo en promedio 7.2y 1.2 veces mayor con
respecto a la carbonilacién promovida por DZN y DDT, respectivamente.

Por otro lado, al comparar las carbonilaciones maximas inducidas por
CPF, DZN y DDT, independientemente de su concentracién (Figura 5.10),
se observd que no existio diferencia significativa entre las promovidas
por esos dos ultimos contaminantes (p>0.05). En lo que respecta a CPF
su poder oxidante fue notorio, siendo en promedio 9.3 veces mayor a
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DZN y DDT. De ahi, que se sugiera que la capacidad oxidante in vitro
de los plaguicidas en estudio sobre proteinas insolubles de pollo sea el
siguiente: CPF>DZN2>DDT.

Tabla 5.3 Relacion del indice de carbonilo en muestra contaminada en funcion
del indice de carbonilo basal.

Nivel de Relacion IC/IC basal
contaminacion (LMR) CPF DZN DDT
0.5 8.1 1.4 1.1
1.0 7.9 1.6 14
1.5 9.8 1.6 1.0
2.0 13.9 1.0 1.1
Promedio 9.4 1.4 1.2
2 20,
g
g 1.5-
g 1.0 Pl icid Media + DE
'é AR (nmoles/mg proteina)
= 0.5- CPF-1.5LMR 1.7+£0.05
5 DZN-1.5LMR 0.2+0.01
‘g DDT-LMR 0.2+0.01
L Ctorpfr'rfos Diaz'inon DDT

Figura 5.10. Comparacién entre los niveles de los plaguicidas que promovieron
la maxima carbonilacion en las proteinas insolubles de la pechuga de pollo,
bajo las condiciones estudiadas. La carbonilacién es expresada como nmoles
de carbonilos.mg™! de proteina. Al comparar los grupos se encontroé diferencias
significativas entre ellas (p=0.0010), siendo la carbonilacién inducida por CPF
superior a las demas. DE: Desviacion estandar.

5.3.5 Efecto del almacenamiento sobre la carbonilaciéon promovi-
da por CPF, DZN y DDT

La congelacién es uno de los métodos de preservacion mdas importantes
para la carne y sus productos derivados, debido a que genera una minima
pérdida de su calidad durante el almacenamiento a largo plazo. Por
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ello, se evalué el efecto del almacenamiento de las muestras a 7 y 15
dias (tiempo 1y 2 respectivamente) sobre la capacidad oxidante de los
plaguicidas en estudio.

Los resultados obtenidos mostraron que CPF present6 una carbonilacién
variable en funcién del tiempo de almacenamiento, siendo los picos
maximos de carbonilaciéon inducidos por los valores de contaminacién
equivalentes a 200, 50 y 100 pg-Kg' a los dias cero, siete y quince,
respectivamente. Ademads, la carbonilacion promovida por todas las
concentraciones en los tiempos evaluados fue significativa con respecto
a la basal (p<0.05) (Figura 5.11a).

En lo que respecta a DZN, se observo que la carbonilaciéon inducida tuvo
un comportamiento similar al observado en las curvas dosis-respuesta
al dia séptimo de almacenamiento, siendo la maxima carbonilacién la
inducida a 40 pg-Kg'!, sin embargo, al dia 15 este comportamiento se
pierde, obteniéndose valores de oxidacion por debajo y similares al basal.

Ademads, se observd que la mas alta oxidacion fue promovida por la
concentracién de 20 pug-Kg! (Figura 5.11b). Es importante resaltar que
solo a los tiempos cero y siete la carbonilacién inducida por Diazinén
difiri6 significativamente con respecto al blanco a excepcién de la
promovida por 40 ug-Kg! en tiempo cero.

Para el caso de DDT, la carbonilacion fue variable en el tiempo,
observandose que la concentracion equivalente a 2000 pg-Kg! promovio
la mas baja oxidacién a siete y quince dias de almacenamiento. En
adicion, la carbonilaciéon generada a los dias siete y quince por DDT
difiri6 significativamente con respecto al basal, con excepciéon de la
promovida por 2000 pg-Kg! al dia quince. De hecho, en el intervalo de
500y 1500 pg-Kg! se observé una respuesta oxidativa dependiente de la
concentracién (Figura 5.11c).

De forma general, se pudo observar que la carbonilacién inducida por
DZN y DDT fue aumentando con el tiempo del almacenamiento, al igual
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Figura 5.11. Cambios en la carbonilaciéon inducida por Clorpirifés (a), Diazinén
(b) y DDT (c) en las proteinas insolubles de la pechuga en funcién del tiempo de
almacenamiento. Se grafican la media de contenido de carbonilo en las muestras
contaminadasy el blanco (n=2). Las barras de error indican la desviacién estandar.
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que el blanco, comportamiento que es concordante con lo observado por
autores como Soyer y col [84] en proteinas de pechuga y pata de pollo
almacenadas a-7,-12y-18°C. Adicionalmente, estos dos plaguicidas evi-
dencian un posible efecto oxidante que se incrementa con el almacena-
miento, altamente notorio en el dia séptimo.

Sin embargo, al dia quince de almacenamiento la oxidaciéon generada
por DZN es equiparable a la del blanco, no obstante, DDT sigue con la
tendencia hasta la carbonilacién promovida a 2000 pg-Kg'.

CPF por su parte, a todos los tiempos de almacenamiento y a excepcién
de 150 ug.Kg! en el dia 15, siempre indujo una carbonilacién significati-
vamente mayor a la basal, sugiriendo que el poder oxidante de este pla-
guicida se mantiene en el tiempo y que ademas posee un comportamien-
to independiente de la concentracién, de forma que los valores mas altos
de oxidacién fueron promovidos a concentraciones 200, 50 y 100 ug.Kg™!
al dia cero, siete y quince, respectivamente.

5.3.6 Relevancia de la oxidacion de proteinas por residuos de
plaguicidas

Los glacidos, lipidos y proteinas son las principales biomoléculas
continuativasdelosalimentosdeorigenanimal,lascualessonsusceptibles
de oxidacion por diferentes agentes ya sean fisicos o quimicos. Dentro de
este grupo de biomoléculas, las proteinas constituyen uno de los blancos
principales de oxidacién, debido a su abundancia relativa y al papel
crucial que representan en la catdlisis de las reacciones bioldgicas [20].

Los grupos carbonilo se producen en las cadenas laterales de aminodcidos
como la prolina, arginina, lisina y treonina al oxidarse, conduciendo a
una modificacion irreversible que no puede ser reparada por las enzimas
celulares, alterando asi elementos estabilizadores de proteinas, como
los puentes salinos y los pliegues de prolina, traducido en la alteracién
de la estructura cuaternaria de la proteina, promocion de la agregacion
proteica y pérdida de la funcionalidad [21, 22].
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La carbonilacién de proteinas genera cambios en sus propiedades
fisicoquimicas, incluidos la modificacién quimica de sus aminoacidos,
disminucién de la solubilidad producto de la agregacion, pérdida de la
actividad enzimatica y la digestibilidad, junto con alteraciones de la
viscosidad, gelacién y emulsificacion. Las proteinas juegan un papel
decisivo en las propiedades tecnoldgicas, funcionales, nutricionales
y sensoriales de los alimentos. Modificaciones de la estructura nativa
y/o la integridad de proteinas de la pechuga de pollo como resultado
de la carbonilacion afectan la calidad de la carne, incluidos los rasgos
de textura, color, aroma, sabor, capacidad de retencion de agua y
funcionalidad biolégica [23].

Actualmente, el consumo de proteinas oxidadas ha sido relacionado
con el aumento del riesgo de cancer de colon, enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa [24]. Asi mismo estudio realizados en ratas y ratones han
evidenciado que laingesta de proteinas oxidadas aumenta los marcadores
de oxidacion proteica en sangre y érganos internos, contribuyendo de
esta forma a la promocion de oxidacién proteica in vivo. Adicionalmente,
tanto aminodcidos y péptidos oxidados pueden inducir un deterioro en
la homeostasis y toxicidad celular a través de diversos mecanismos,
entre ellos la incorporaciéon de aminodacidos oxidados a enzimas y
proteinas estructurales; evento que puede finalmente contribuir al mal
funcionamiento y apoptosis celular [25].

Con base en los resultados obtenidos, la presencia de residuos de Clorpi-
rifés, Diazinon y DDT en la carne de pollo a concentraciones reportadas
mundialmente como inocuas (LMR), e inclusive por debajo de estas (0.5
LMR), podrian representar un factor de riesgo importante para el consu-
midor frecuente, al ser capaces de promover la carbonilacion de las pro-
teinas insolubles de la pechuga de pollo a todos los tiempos evaluados
(excepto por DZN al dia 15 de exposicion y DDT al dia 0 de exposicion).

Estos resultados representan a su vez un punto de partida, como una
plataforma de lanzamiento para el desarrollo de estudios a nivel biologico
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(invivo), que evaltien los efectos producidos por el consumo de proteinas
insolubles carboniladas por los residuos de estos contaminantes.

5.4 Conclusiones

- Se demostré que la presencia de Clorpirifés, Diazinén y DDT a las
concentraciones evaluadas inducen un dano oxidativo irreversible
en las proteinas insolubles de la pechuga de pollo, al incrementar
significativamente sus valores de carbonilaciéon bajo el modelo de
contaminacion ensayado.

- Clorpirifés se identific6 como el plaguicida que indujo el mayor dano
oxidativo en las proteinas insolubles, incluso a concentraciones
equivalentes a 0.5 y 1.0 LMR, consideradas como inocuas por los
organismos regulatorios. En promedio, la carbonilaciéon inducida
fue 7.2 y 1.2 veces mayor que la promovida por Diazinén y DDT,
respectivamente.

- DDT fue el contaminante que indujo la menor carbonilacién observa-
da en las proteinas insolubles. Solo concentraciones de 1000 y 2000
pug.Kg! promovieron un dano oxidativo significativo (p<0.05).
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6.1 Introduccion

La seguridad alimentaria es un concepto moderno que estd siendo
desafiado hoy en dia, gracias a las dimensiones globales de las cadenas de
suministro de alimentos, las cuales buscan incrementar los rendimientos
de produccion al menor costo posible [1]. El objetivo de la seguridad
alimentaria es garantizar la inocuidad de los alimentos y salvaguardar
la vida del consumidor frecuente, a través de la adopcion de politicas
que garanticen la ausencia de residuos de sustancias potencialmente
peligrosas (antibidticos y pesticidas) en los alimentos de elevada rotacion
como la leche [1,2].

Una de las estrategias desarrolladas por organismos internacionales
como el Consejo Europeo y la Comisién del Codex Alimentarius para
garantizar la seguridad alimentaria y el comercio internacional, es el
establecimiento de concentraciones maximas permitidas de antibioticos
y pesticidas en los alimentos, las cuales no representan un riesgo para
el consumidor frecuente, estas concentraciones son denominadas
como Limites maximos de residuos (LMRs) estos se obtienen para cada
sustancia individualmente a partir de modelos animales experimentales
y luego se extrapolan por homologia a los humanos [3].

En el caso particular de la leche, las regulaciones internacionales se cen-
tran en el control de residuos de antibiéticos como las tetraciclinas (TCs) y
los B-lactamicos (B-LTs), al ser los medicamentos de primera eleccién para
la profilaxis y el tratamiento de infecciones comunes en el ganado lechero,
debido a su bajo costo, accesibilidad y diversidad de modos de administra-
cién [4,5]. Independientemente de la ruta de administracion utilizada (in-
tramuscular, oral, intramamaria o intrauterina), las TCs y los B-LTs pueden
provocar la aparicién de sus residuos en los alimentos de origen animal,
especialmente cuando se aplican de forma incorrecta e indiscriminada.

En la ultima década el uso topico de pesticidas de la familia de los
piretroides (PTDs) ha tomado un auge importante en los sistemas de
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produccion lacteos, estas sustancias se usan en el ganado lechero para el
control de plagas que parasitan a los animales, gracias a sus bajos efectos
toxicoldgicos en comparacién con los organofosforados y carbamatos [2].
El aumento en el uso de PTDs ha generado su monitorizacion y control
en la leche, ya que sus residuos pueden depositarse en los tejidos del
animal gracias a su naturaleza lipofilica y rapida distribucion.

A pesar de la regulacion existente, diferentes investigaciones han infor-
mado niveles de TC, 3-LTs y PTDs superiores a sus LMRs en muestras de
leche comercial, utilizando HPLC-FLD o DAD como técnica de cuantifi-
cacién [6-9].

Dado el alto consumo de leche a nivel mundial y la problematica
asociada a la presencia de residuos de antibidticos y pesticidas en este
alimento, el grupo de Quimica Analitica y Biomedicina de la Universidad
de Cartagena ha desarrollado una linea de investigacion enfocada en
evaluar los efectos de la presencia de residuos de TC, B-LTs y PTDs sobre
las principales proteinas constitutivas de la leche.

El estudio de los efectos de residuos de antibi6ticos y plaguicidas sobre
las proteinas de alimentos representa una linea de investigacién muy
reconocida por la comunidad cientifica a nivel mundial, dado que estas
biomoléculas son definitorias de muchas de las propiedades funcionales
y nutricionales de los alimentos; en este sentido, la evaluacion de la
oxidacion de las proteinas es una de las alteraciones mds investigadas
en matrices alimentarias, ya que esta puede repercutir en su valor
nutricional y propiedades organolépticas.

Bajo este contexto, en el presente capitulo se considera la capacidad que
poseen las TCs, B-LTs y plaguicidas PTDs de promover estrés oxidativo
en sistemas bioldgicos, ain a niveles traza de contaminacion (LMRs).
Particularmente se presentan los resultados obtenidos en ensayos
de laboratorio dirigidos a demostrar que la presencia de residuos de
clortetracilina (CTC), tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC), doxiciclina
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(DXC), ampicilina (AMP), penicilina benzatinica (PBEN), oxacilina (OXA),
dicloxacilina (DICL), cipermetrina (CIP), fenvalerato (FEN) y flumetrina
(FLU), inducen un dano oxidativo irreversible sobre caseinas (CAS) y
proteinas del lactosuero (PLs) de la leche bovina.

Para ello, muestras homogenizadas de leche entera bovina se contami-
naron de forma individual con CTC, TC, OTC, DXC, AMP, PBEN, OXA,
DICL, CIP, FEN y FLU a dos valores de concentracién. Posteriormente,
las muestras se incubaron en oscuridad por una hora, seguido de la ex-
traccion de proteinas y su cuantificacion por el método de Bradford. La
carbonilacion proteica se cuantificd por método alcalino de 2,4-DNPH.

Los resultados obtenidos se detallan para antibidtico y plaguicida a
los diferentes niveles de contaminaciéon y demuestran que el modelo
experimental utilizado resulta util para la medicién del dano oxidativo
causado por estas sustancias.

6.2 Metodologia
6.2.1 Obtencion y almacenamiento de las muestras de estudio

Las muestras de leche cruda empleadas en el andlisis se obtuvieron a partir
de una vaca de ordeno ubicada en una finca ganadera del municipio de
Arjona (Bolivar), la cual estaba libre de la administracién de antibiéticos y
del uso de plaguicidas del grupo de los PTDs, al menos dos meses previos a su
muestreo. Se tomaron de forma manual cinco litros de leche directamente
desde el reservorio inicial de almacenamiento después de ser extraida
del animal. El volumen de muestra adquirido se soport6 en los calculos
volumétricos trazados para el desarrollo de todos los experimentos, y
posibles inconvenientes a encontrar durante la optimizacion de los métodos
usados para la cuantificacion de los indices de carbonilo, garantizando asi
la homogeneidad en términos de muestra usada para el desarrollo de todos
los ensayos. La toma de la muestra se hizo garantizando las condiciones de
asepsia tanto de los instrumentos empleados como del personal encargado
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de la recoleccion, para lo que se utilizaron guantes de latex, se corrobor6
la esterilidad del reservorio de la leche y se usaron recipientes plasticos
estériles para su trasvasado y almacenamiento.

El transporte de la muestra desde el sitio de recoleccién hasta el
laboratorio se hizo empleando una cava de poliestireno expandido para
su almacenamiento, la cual se cargd previamente con geles refrigerantes
para mantener su temperatura interna por debajo de los 4°C. Dicha
temperatura fue monitorizada durante el periodo de transporte desde el
sitio de obtencién de la muestra hasta las instalaciones del laboratorio.
Una vez alli, el volumen total de muestra fue alicuotado, empleando
recipientes esterilizados de 50 mL de capacidad, con el objetivo de evitar
procesos continuos de descongelacién-congelacion durante el desarrollo
progresivo de los ensayos, los cuales pudieran alterar la estabilidad de las
proteinas y promover la formacién de grupos carbonilo. Los recipientes
obtenidos se almacenaron a una temperatura -20°C hasta su analisis.

6.2.2 Obtencion de las fracciones proteicas

Alicuotas de 2 mL de leche se centrifugaron empleando una centrifuga
refrigerada Hettich (Alemania) (3000 rpm, 2°C, 30 min), obteniendo la
grasa constituyente de la matriz lactea, a partir de la cual se extrajo la
fraccion de proteinas de la membrana del globulo graso (PMG). Con el
fin de eliminar residuos de proteinas del lactosuero adheridas al glébulo
graso, se realizaron lavados con 1,5 mL de PBS pH 7,4 (tampodn fosfato
salino, NaCl 146 mM, Na,HPO, 64 mM y NaH,PO, 23mM) a 9000 rpm, 4°C
y 15 min.

A los globulos lavados se les adicion6 4mL de metanol, 1 mL de
diclorometano y 3 mL de agua, centrifugando la mezcla resultante a 6000
rpm, 4°C por 10 min, obteniendo del proceso un sobrenadante organico-
acuoso y un precipitado equivalente a las PMG, este dltimo es lavado con
3 mL de metanol y centrifugado a 6000 rpm, 4°C por 10 min, separandose
asi la fraccién correspondiente a las PMG, listas para reconstituirse en un
disolvente apropiado.
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A la leche desengrasada obtenida anteriormente, se le aplic6é un
proceso de fraccionamiento guiado por mecanismos fisicoquimicos de
extraccion. En este orden de ideas, el siguiente paso de la metodologia
fue la acidificacion de la leche desengrasada con una disolucion de acido
acético al 25 %v/v, alcanzando un pH de 4.6, en el cual las caseinas son
insolubles. La suspensién obtenida se sometié a centrifugacién (3000
rpm, 4°C y 5 min), obteniendo un precipitado equivalente a la fraccion
de caseinas y un sobrenadante constituido por la fraccion del lactosuero.
Estos ultimos fueron separados mecdnicamente.

El pellet de caseinas obtenido se sometié a lavado con una solucién
diluida de acido acético pH 4.5, para eliminar impurezas coprecipitadas,
la suspension resultante es centrifugada a 3000 rpm, 4°C y 5 minutos,
obteniendo la fraccion lavada de caseinas lista para su reconstitucién en
un solvente apropiado. Se precipitaron las proteinas del sobrenadante
con la fraccion del lactosuero anadiendo acido tricloroacético al 50% v/v,
la mezcla resultante se centrifugé a 3000 rpm, 4°C y 5 min, generando un
pellet constituido por la fraccién proteica y un sobrenadante equivalente
al lactosuero desproteinizado, finalmente las masas proteicas de las
fracciones se disolvieron en un solvente apropiado (Figura 6.1) [10-12].

6.2.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 aplicando el método descrito
por Bradford en el ano 1976 [13], el cual consiste en cuantificar la
absorcion de luz absorbida a la longitud de onda de 595nm, por parte del
complejo coloreado formado entre las proteinas y el colorante Comassie
Blue G-250. La metodologia empleada para la cuantificacién consistio
en colocar por triplicado 5uL de la disolucion de las fracciones proteicas
en los pozos de una microplaca, a los que secuencialmente se agregaron
200 pL de la soluciéon denominada reactivo de Bradford, constituida por
el colorante Comassie Blue G-250 (0,25% p/v en un vehiculo alcohdlico
acidificado).
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Muestras de leche estudio (2 mL)
Vortex —»
Grésa Lechede;engrusada
Lawvar con PBS — |
+— Acido acético (25%v/v) hasta pH 4,6
Centrifugacién Vortex — y (25%6v) i
i :
I 1 Centrifugacion
Gldbulo graso Restos de Proteinas - :
! del lactosuero Sobrenadante Pellet
PMG Proteinas del lactosuero Caseinas Lavar con deido
Vortex f Afiadir TCA 5o% pfv Vortex —s" acéticopH 4,5
T
Centrifugacién Centrifugacion
. ' ' ¢ f }
Sobrenadante Proteinas de lactosvero  cpprenadante Caseinas

Figura 6.1 Representacién esquematica del proceso de extraccién fraccionada de
las principales fracciones proteicas de la leche bovina. TCA: acido tricloroacético;
PMG: Proteinas de la membrana del glébulo graso. Fuente: Construida por los
autores a través de imagenes tomadas del siguiente enlace http://www.clker.
com/clipart-centrifuge-tube-falcon-1.html

Los pozos con la mezcla final son leidos en un espectrofotometro, deter-
minando su absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteinas es cal-
culada por extrapolacion, soportado en la ecuacién lineal de los valores
de absorbancia de una curva de calibracion, construida con patrones de
proteinas de albumina sérica bovina de concentracién conocida (Quick
StartTM, BSA Estandar de BIO-RAD), usando un intervalo dindmico lineal
de patrones entre 0,125 y 0,75 mg de proteinas-mL de solucién [13].

6.2.4 SDS-PAGE

La electroforesis unidimensional en geles de proliacrilamida dodecilsul-
fato de sodio, fueron desarrolladas con el objeto de corroborar la eficien-
cia del protocolo de extraccion para separar selectivamente las proteinas
de interés. Para esto se emplearon geles de resolucion (Resolving) al 15%
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de poliacrilamida y de apilamiento (Stacking) al 4%. La metodologia
desarrollada se basé en la descrita por Jovanovic y col [89] en la cual
se siembran 5ug de proteinas en los pozos del gel, junto con 4 uL del
tampon de carga 2 X (disolucion que contiene SDS, glicerol, B-mercap-
toetanol y el colorante azul de bromofenol) y 1,6 uL de una disolucién
del reactivo B-mercaptoetanol al 20% v/v, hasta completar un volumen
final de 10 pL. La separacion electroforética es realizada inicialmente
a 90 voltios los primeros 30 minutos y a 130 voltios el resto del ensayo
(90 — 120 minutos) (89). De este modo se consiguié contar en el labo-
ratorio con un protocolo optimizado para la obtencion de proteinas de
leche bovina [14].

6.2.5 Preparacion de las muestras contaminadas

Las muestras de leche se enriquecieron individualmente con los an-
tibioticos pertenecientes a la familia de las tetraciclinas: clortetracilina
(CTC), tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC) y doxiciclina (DXC); junto
con los B-lactdmicos: ampicilina (AMP), penicilina benzatinica (PBEN),
oxacilina (OXA), dicloxacilina (DICL); y los herbicidas piretroides: ciper-
metrina (CIP), fenvalerato (FEN) y flumetrina (FLU).

Para ello, a 2 mL de leche se le anadio, la alicuota de la disolucion patron
del contaminante correspondiente, obteniendo una concentracion final
equivalente al valor establecido como su LMRy 1.5 veces este. Los valores
especificos de contaminacién se seleccionaron con base en lo reportado
por el Reglamento de la Uni6on Europea (UE) No. 37/2010 del 22 de
diciembre del 2009. Los valores de contaminacion usados se muestran
en la Tabla 6.1.

Previo a su analisis protedmico, las muestras contaminadas se almace-
naron en oscuridad a 4°C durante 40 min. Considerando la naturaleza del
disolvente empleado en la preparacion de las disoluciones patrén, a las
muestras blanco se anadié una alicuota de dicho disolvente, equivalente
a la empleada en el enriquecimiento de muestras contaminadas. En to-
dos los casos, se prepararon triplicados para el analisis.
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Tabla 6.1 Valores de concentracién empleados para la contaminacién de las
muestras de leche bovina.

Concentracion evaluada (ug-L!)
Contaminante Molécula
LMR 1.5 LMR
AMP
4 6
PBEN
B-Lt
DICL
30 45
OXA
OTC
TC
TCs 100 150
CTC
DXC
CIP 20 30
PTDs FEN 40 60
FLU 30 45

LMR: Limite maximo de residuos
6.2.6 Determinacion del indice de carbonilo por el método alcalino

La oxidaciéon proteica de las muestras medida como el indice de
carbonilo, se determindé empleando el método espectrofotométrico
descrito por Mesquita y col [15]. Para esto, en un tubo eppendorf se
deposité una cantidad equivalente a 200 ug de cada fraccién proteica
(caseinas y lactosuero), extraidas tanto de las muestras blanco como
de las enriquecidas. Esta masa fue ajustada llevandola a un volumen
equivalente a 400 pL, empleando como diluyente el tampén de disolucién
de las proteinas. La mezcla obtenida es diluida posteriormente a 800 pL,
agregandole 400 pL de una disolucién de DNPH (10mM en H;PO, 0,5
M), la solucidn diluida resultante se incuba por 10 minutos en agitacién
constante en un shaker orbital y a temperatura ambiente. De la solucién
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final, se toman volimenes triplicados de 160 pL cada uno, depositandolos
en una microplaca de 96 pozos y anadiéndoles secuencialmente 40 L de
NaOH 6N.

Las lecturas de absorbancia fueron realizadas a una longitud de onda de
450nm en un periodo de tiempo inferior a 10 minutos. La concentracion
de los grupos carbonilo en las disoluciones es calculada partiendo de la
ecuacién de Beer-Lambert, empleando una absortividad corregido para
microplacas (e=11154 pM'.cm!), correspondiente a los derivados de
hidrazona de los grupos carbonilo producidos en el ensayo, y tomando
como referente los valores de absorbancias obtenidos por cada fraccién
proteica de las muestras analizadas [15].

6.2.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron expresados como la media * la desviacion
estandar. Los valores de carbonilaciéon de las muestras evaluadas se
graficaron usando el paquete estadistico GraphPad Prisma version 8.01
para Windows. En el andlisis del efecto de los contaminantes y tiempo
de almacenamiento sobre la formacién de grupos carbonilo en las CAS y
PLs se empleo el andlisis de varianza de una via (ANOVA) con post test
de Tukey.

6.3 Resultados
6.3.1 Obtencion de las fracciones proteicas

Las actividades desarrolladas en torno a la optimizaciéon del proceso
de extraccion selectiva de las proteinas de la leche bovina arrojé como
resultado un protocolo sencillo, reproducible y amigable con el ambiente,
desde el punto de vista de la reduccion del consumo de solventes
orgdnicos y el uso racional de los recursos. Para la puesta a punto de la
metodologia de extraccion fueron ensayados en total cinco protocolos,
los cuales diferian en los valores de temperaturas, velocidades y tiempos
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de centrifugacion de sus subprocesos metodologicos (Tabla 6.2). Los
ensayos fueron realizados por duplicado. La Tabla 6.2 resume las
caracteristicas de los protocolos ensayados.

Dentro de los procesos criticos ensayados estuvieron: 1) Desengrasado:
En este proceso se evaluo el efecto de la velocidad de centrifugacion
(9000 - 3000 rpm), el tiempo (15, 30 y 60 minutos) y la temperatura (-15,
2y 4 °C) para los cinco protocolos. 2) Lavado de glébulos grasos: La
eficiencia del lavado en términos de separaciony extraccion de proteinas
coprecipitadas se evalu6 mediante modificaciones en las velocidades de
centrifugacion ensayando los valores de 3000 y 9000 rpm. 3) Extraccion
de las PMG: En este proceso solo se evalud el efecto de la velocidad de
centrifugacion ensayado los valores de 6000 y 3000 rpm. 4) Extraccion
de caseinas y lactosuero: En estos procesos se evalu6 también el efecto
de la velocidad de centrifugacion la cual para el caso de caseinas fueron
5110 y 3000 rpm, mientras que para el lactosuero fueron evaluadas las
velocidades de 3000y 9000. Los resultados obtenidos en los cinco ensayos
se resumen en la Tabla 6.3. Los pardmetros evaluados para determinar
la escogencia de un protocolo sobre otro fueron las concentraciones de
proteinas extraidas y sus respectivos porcentajes de recuperacion.

Tabla 6.2 Consolidados de las variables constitutivas de los protocolos ensa-
yados para la extraccion selectiva de las principales fracciones proteicas de la
leche cruda bovina.

Protocolos ensayados
Variables A B C D E
Subproceso
del protocolo |Volumen de leche cruda 15 15 15 15 15
empleado
Velocidad de
Desengrasado | centrifugacién (rpm) 9000 | 9000 | 3000 | 3000 | 9000
(Extraccion
de glébulos | Temperatura (°C) 4 2 2 -15 2
grasos)
Tiempo (minutos) 60 30 15 15 30
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Volumen de PBS
crallale (L) 15 15 15 15 15
Lavado de |velocidad de
los glébulos e inasEn () 9000 | 9000 | 3000 | 3000 | 9000
grasos
Temperatura (°C) 4 4 4 4 4
Tiempo (min) 15 15 15 15 15
Volumen de metanol (mL) | 4 4 4 4 4
Volumen de
diclorometano (mL) 1 1 1 L 1
Volumen de agua (mL) 3 3 3 3 3
Extraccién de | ... o
las PMG Tiempo de agitacién (seg) | 10 10 10 10 10
Velocidad de 6000 | 6000 | 3000 | 3000 | 6000
centrifugacion (rpm)
Temperatura (°C) 4 4 4 4 4
Tiempo (min) 10 10 10 10 10
Volumen de écido acético | _ 400 | ~ 400 | = 400 | ~ 400 | ~ 400
usado (uL)
Extraccién de | Velocidad de 5110 | 5111 | 3000 | 3000 | 3000
las caseinas | centrifugacion (rpm)
Temperatura (°C) 4 4 4 4 4
Tiempo (min)
Volumen de agua (mL) 5 5 5 5 5
Velocidad de
Lavado acuoso | centrifugacién (rpm) 5110 | 5111 | 3000 | 3000 | 3000
de las caseinas
Temperatura (°C) 4 4 4 4 4
Tiempo (min) 5
Volumen de acetona (mL) 2 2 2 2 2
Lavado de las | Velocidad de 5110 | 5111 | 3000 | 3000 | 3000
caseinas con |centrifugacion (rpm)
acetona Temperatura (°C) 4 4 4 4 4

Tiempo (min)
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Volumen de TCA (mL) ~2.0|~20|=20|=%20|=%20
Extraccién de | velocidad de 9000 | 9000 | 3000 | 3000 | 3000
las proteinas centrifugacion (rpm)
del lactosuero Temperatura (°C) 4 4 4 4 4
Tiempo (min) 5 5 5 5 5
Volumen de acetona (mL) 1 1 1 1 1
Lavado de las |Velocidad de
Sacion e | et et (o) 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000
lactosuero con
acetona Temperatura (°C) 4 4 4 4 4
Tiempo (min) 5 5 5 5 5

Tabla 6.3 Concentracion de las diferentes fracciones proteicas obtenidas a
partir de leche cruda bovina, tras aplicar los protocolos A, B, C,D y E.

PROTOCOLO A
Muestra 44 . L | Promedio | Desv. Est. | Recuperacion (%)
(mg-mL") | (mg-mL™)
Leche entera 33.65 - - - -
PMG’ 0.04 0.03 0.035 0.007 9.8 5(16.20)
Caseina 27.32 23.42 25.37 2.756 94.25 (10.88)
R3-Lg/a-La™ 0.66 0.62 0.64 0.028 18.97 (3.72)
PROTOCOLO B
Muestra sy . e | Promedio | Desv. Est. | Recuperacion (%)
(mg-mL") | (mg-mL")
Leche entera 32.97 - - - -
PMG" 0.13 0.13 0.13 0.01 9.39 (4.40)
Caseina 32.81 26,73 29.78 4.19 120.49 (13.18)
3-Lg/a-La™ 0.32 0.33 0.325 0.01 9.97 (2.40)
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PROTOCOLO C
Muestra oy i L | Promedio | Desv. Est. | Recuperacion (%)
(mg-mL") | (mg-mL™)
Leche entera 32.70 - - - -
PMG’ 0.11 0.09 0.10 0.02 30.40 (15.86)
Caseina 22,36 24,91 24.63 2.19 93.38 (8.89)
R-Lg/a-La™ 3.90 3.67 3.79 0.16 64.31 (4.29)
PROTOCOLO D
Muestra LY a Y 1 | Promedio | Desv. Est. | Recuperacion (%)
(mg-mL™) | (mg-mL")
Leche entera 40,89 - - - -
PMG" 0,21 0,22 0,215 0,0071 5.25 (3.28/)
Caseina 6,94 8,11 7,525 0,8273 23.00 (10.90)
R3-Lg/a-La™ 3,30 1,58 2,44 1,2162 29.83 (49.85)
PROTOCOLO E
Muestra L 5 e 1 | Promedio | Desv. Est. | Recuperacion (%)
(mg-mL”) | (mg-mL™)
Leche entera 49.98 - - - -
PMG’ 0.77 0.86 0.815 0,0636 19.99 (7.81)
Caseina 13.94 16.08 15.01 1,5132 45.89 (8.89)
3-Lg/a-La™ 0.66 0.49 0.575 0,1202 20.07 (20.91)

Las tablas anteriores desglosan los resultados obtenidos durante el
desarrollo de los protocolos de extraccidon, en ellas se compilan los
valores de concentracion proteica en mg de proteina/mL de solucién. En
la columna que expone los resultados de % de recuperacion se detallan
entre paréntesis los coeficientes de variacion obtenidos. A continuacion,
se describen las siglas empleadas *PMG: Proteinas de la membrana
del glébulo graso, **proteinas de la fraccion del lactosuero: 5-Lg:
f-lactoglobulina, a-La: a-lactalbumina.
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Como se puede observar en los resultados descritos en la Tabla 6.3, los
protocolos Ay B apesar de tener buenas recuperaciones paralafraccion de
CAS, en las PLs solo se obtuvieron porcentajes de recuperacion inferiores
al 19%, mientras que en los protocolos D y E solo llegaron a extraerse un
30% del total de PLs. Por lo anterior, fue seleccionado el protocolo C como
el mas adecuado, al presentar los mas altos porcentajes de recuperacion
para CAS (93.38) y PLs (64.31%), por mostrar un comportamiento
adecuado en el bandeado electroforético de cada fraccion, y al presentar
disminuciones en términos de tiempo y velocidad de centrifugacion
empleados en los procesos particulares de extraccion de las principales
fracciones proteicas.

Es pertinente recalcar como punto de cierre de los resultados finales del
protocolo de extraccion, laimportancia que tiene combinar en una misma
metodologia diferentes procesos, que en conjunto permiten separar
selectivamente tres grupos de proteinas con propiedades distintas,
constituyentes de leche bovina. No existe evidencia cientifica que
exponga algln protocolo con caracteristicas similares al antes descrito,
puesto que en las investigaciones consultadas los autores centran sus
esfuerzos en la extraccion de una sola fraccion, segin su interés de
investigacion.

A suvez, el protocolo optimizado mejora considerablemente las metodo-
logias descritas por la literatura cientifica para extraer fracciones protei-
cas puntuales, ya sea en la reduccion de las velocidades de centrifugacion
y en el uso se agentes precipitantes, resultando evidente al contrastar
procesos como el planteado por Arenay col. para el desengrasado de las
muestras lacteas, en el cual emplean velocidades de centrifugaciéon hasta
de 12000 rpm [12], en comparacién con las 9000 rpm empleadas en el
protocolo disenado.

En el caso particular de los procesos de extraccién de caseinas y
lactosuero, el protocolo mostro la capacidad de evitar el uso de solventes
organicos, como si lo estipula el Reglamento (CE) No. 273/2008 propuesto
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por la Unién Europea, en el que emplean particiones liquidas a base de
solventes como diclorometano y acetona, superando los 25 mL, en aras de
extraer las dos fracciones proteicas mencionadas [10]. En contraposicion,
el protocolo disenado emplea disoluciones de acidos inorganicos como
agentes precipitantes, sumado a procesos de centrifugacion para extraer
dichas proteinas, actividades mucho mas sostenibles y amigables con el
ambiente.

6.3.2 Cuantificacion de proteinas

El método descrito por Bradford usado para cuantificar las proteinas ex-
traidas, utiliza como marcador el colorante Coomassie Blue G-250 (roji-
zo/marrén), el cual posee una absorbancia maxima a la longitud de onda
465 nm. En condiciones acidas, el colorante reacciona principalmente
con la arginina y en menor grado con residuos de lisina, histidina, tirosi-
na, triptéfano y fenilalanina de las proteinas, produciendo un color azul,
con un maximo de absorbancia a 595 nm (el intervalo de absorcion esta
entre 575y 615 nm), pudiendo detectar de 0.2 - 20 ug de proteina.

Soportados en lo anterior, uno de los puntos criticos identificados en la
optimizacién de los ensayos de cuantificacién proteica, fue el volumen
empleado de alicuota como vehiculo de transporte de las proteinas,
debido a que el tampdn de disolucién usado para disolverla posee dodecil
sulfato de sodio (SDS), reactivo que promueve una tonalidad verdosa en la
mezcla formada al agregar el reactivo de Bradford a la disolucion proteica
en el pozo de la microplaca, la cual no coincidia con las reportadas por la
curva de calibracion, interfiriendo asi con la lectura trazada.

Para resolver el problema fue necesario ensayar factores de dilucion en
las disoluciones de las proteinas, que permitieran reducir considerable-
mente la concentracion de SDS final, sin comprometer de tal forma la
concentracién final de las proteinas, pudiendo generar salidas del inter-
valo dindmico lineal.
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Con el objetivo de reducir el volumen de leche empleado en los andlisis,
los procesos de extraccion desarrollados en los ensayos previos a la
cuantificacién del indice de carbonilo de las muestras se hicieron
a partir de 2 mL de leche cruda, usando el protocolo C, descrito en la
Tabla 6.2, en estos ensayos se descarto la extraccion de PMG, por no ser
objeto de estudio en la determinacién de su oxidacion producto de los
contaminantes empleados. Los valores de concentracion de proteinas
obtenidos se describen en la Tabla 6.4. En estos se puede observar que
el rango de concentraciones estuvo entre 16.0 — 18.3 y 3.3 — 4.3 mg de
proteinas-mL! de leche procesada para CAS y PLs, respectivamente.
Estos valores se emplearon para el desarrollo de los calculos previos a la
cuantificacion de grupos carbonilo en las proteinas.

Tabla 6.4 Concentracién de proteinas de las fracciones de caseinas y proteinas
de lactosuero expuestas a residuos de TCs, B-LTs y PTDs.

Concentracion'
Contaminante Concentracion i
Caseinas Lactosuero
LMR 18.7£0.15 1.9+0.19
oTC
1.5 LMR 19.3+0.73 2.0+0.04
LMR 18.2£0.16 1.8+0.04
TC
1.5 LMR 21.4%0.55 1.8+0.03
TCs
LMR 15.6 £0.11 2.1+0.01
CTC
1.5 LMR 17.5+0.83 2.4%0.02
LMR 19.1 £0.46 3.3+0.17
DXC
1.5 LMR 18.9 +0.47 1.9+0.11
Blanco 20.6 £1.63 2.0+0.01
LMR 11.1 £0.87 3.4+ 0.07
AMP
1.5 LMR 11.3+0.01 3.3%0.12
B-LTs
LMR 15.0 £0.02 3.5%0.09
PBEN
1.5 LMR 11.2+0.08 3.3+0.22
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LMR 12.0+0.13 3.3+£0.27

OXA
1.5 LMR 9.20 +1.04 3.9+0.03
LMR 12.2 £0.30 3.1+0.15

DICL
1.5 LMR 11.2+£0.92 3.1+£0.03
Blanco 13.0+0.13 4.0+0.17
LMR 16.2£0.28 3.7+0.11

CIP
1.5 LMR 16.0 £0.14 3.5+0.07
LMR 16.3+0.17 3.6 +0.11

PTDs FEN
1.5 LMR 16.0+0.43 3.6 £0.02
LMR 16.4+0.39 3.9%0.16

FLU
1.5 LMR 17.3+0.48 4.1+0.13
Blanco 17.4+0.12 4.0+ 0.07

'Expresada como mg de proteinas-mL'de leche procesada. (Media * SD, n = 3). AMP:
Ampicilina; PBEN: Penicilina benzatinica; OXA: Oxacilina; DICL: Dicloxacilina;
OTC: Oxitetraciclina; TC: Tetraciclina; CTC: Clortetraciclina; DXC: Doxiciclina; CIP:
Cipermetrina; FEN: Fenvalerato; FLU: Flumetrina.

6.3.3 SDS-PAGE

Los resultados obtenidos en las separaciones electroforéticas realizadas
a las fracciones proteicas obtenidas en los ensayos de optimizacion
del protocolo de extraccion se desglosan en la Figura 6.2. El andlisis
electroforético de las fracciones extraidas en los protocolos ensayados
(A, B, C, D y E) mostr6 buen comportamiento en términos de separacion,
obteniendo fracciones proteicas individuales con bandas definidas y
reproducibles. La comparacion de las bandas proteicas obtenidas por
fraccién en los distintos protocolos, frente a aquellas publicadas en la
literatura, evidencian la calidad del proceso de extraccién. Por ejemplo, en
el caso particular de la fraccion de caseinas, todos los protocolos ensayados
mostraron buena separacion de la fraccion (a, B y k- caseinas), obteniéndose
bandas separadas y diferenciadas, en contraste con la presencia de bandas
solapadas en los geles publicados en literatura cientifica [16].
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Como se puede observar en la Figura 6.2, los perfiles de proteina obtenidos
por SDS-PAGE mostraron un comportamiento caracteristico para cada
fraccion de proteina, de acuerdo con lo informado en la literatura [16]. El
patron de bandas de CAS mostré las cuatro bandas de proteinas tipicas de
esta fraccidn, correspondientes ala caseina as1, as2, By k respectivamente,
en un rango de peso molecular entre 34 y 17 kDa. La ausencia de bandas
diferentes a las reportadas para CAS en estos carriles nos permite afirmar
que la metodologia de extracciéon fue adecuada, separando el CAS del
resto de las fracciones de proteinas de la leche bovina.

Para la fraccion del lactosuero fue posible distinguir sus componentes
principales, como las bandas de B-lactoglobulina y a-lactoalbiimina, en
el rango de 18 a 14 kD, a pesar de la presencia de bandas tenues debidas
a la presencia de residuos de CAS. Ambos perfiles de proteinas (CAS y
PLs) fueron similares a los reportados previamente por Costa [16]. Los
resultados finales se muestran en la Figura 6.2, y la Tabla 6.5.

Tabla 6.5 Resumen de intensidad de bandas constitutivas de las fracciones
extraidas al aplicar los cinco protocolos de extraccion.

PROTOCOLOS

ool IVCH I S
PMG’ 4.03(7.39) | 4.30 (4.92) | 2.87 (10.68) | 2.34 (26.62) | 1.29 (18.99)
Casefna 4.48 (1.85) | 4.54(1.18) | 4.37(0.69) | 4.73 (1.35) | 4.39 (3.31)
-Lg/o-La” 3.05(2.63) | 2.70 (8.71) | 2.74(2.07) | 1.33(4.14) | 1.82 (8.45)

"PMG: Proteinas membrana del glébulo graso; “proteinas fraccion lactosuero: fR-Lg:
R3-lactoglobulina, a-La: a-lactalbumina; ““Unidades de intensidad de bandas medidas
en términos de volimenes (int) y ajustadas dividiéndolas entre 1x10°, en paréntesis
RSD de réplicas.
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PROTOCOLO A PROTOCOLO B
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n
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Figura 6.2 Comportamiento del bandeo electroforético de las principales
fracciones proteicas (1: PMG, 2: Caseinas, 3: Lactosuero) extraidas de la muestra
de leche cruda bovinas, mediante los protocolos A, B, C y E. Los geles empleados
en los ensayos tenian una concentracion de acrilamida del 15%, en estos se
puede apreciar los carriles correspondientes al marcador de peso molecular
(PM) con diez bandas que van desde los 250 kDa a los 10 kDa, a su vez ilustra
el carril con las proteinas de la leche entera (L1, L2), caseinas (C1, C2, C3, C4
y C5), lactoglobulinas y lactalbiuminas (LS1, LS2, LS3 y LS4) y las proteinas de
membrana del glébulo graso (PMG1 y PMG2).
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6.3.4 Carbonilacion de proteinas

La formacién de grupos carbonilo en las cadenas laterales de los
aminoacidos de proteinas en alimentos se reconoce actualmente como
uno de los principales biomarcadores para la evaluacion del estrés
oxidativo [17], esta es una modificacion irreversible y no enzimatica
de los aminoacidos, inducida por factores intrinsecos como el estrés
oxidativo y extrinsecos como la exposicion de los alimentos a diferentes
tipos de radiacion electromagnética, altas temperaturas y condiciones
no controladas de almacenamiento y transporte [18,19].

Las muestras blanco evaluadas tuvieron valores de carbonilacién de (2.0 £
0.02;4.26 £0.16; 5.7 £ 0.47) nmoles de carbonilo-mg! de proteinasy (4.5
+0.01; 6.0 £0.57; 10.6 = 1.33) nmoles de carbonilo-mg! de proteinas en
las fracciones de CAS y PLs, respectivamente (Tabla 6.6, Fig. 6.3-6.5). Al
comparar estos valores con los ICs de las muestras enriquecidas con las
TCs, B-LTs y PTDs, se puede observar que en CAS el 95.4% (21/22) de los
tratamientos indujeron un dano oxidativo irreversible, al presentar ICs
significativamente superiores a los de la muestra blanco (p<0.05), excepto
por TC al 1.5 LMR (5.2 = 0.13 nmoles de carbonilo-mg! de proteinas).

Respecto a la fraccion del lactosuero, los ICs de las muestras de leche
contaminadas con TC al 1.5 LMR y CTC al LMR no fueron estadisticamente
diferentes al de sus respectivos blancos (10.0 # 0.36; 9.4 = 0.17 nmoles
de carbonilo-mg! de proteinas), el resto de los tratamientos (90.9%)
promovieron la carbonilacién de esta fraccién, respecto a su muestra
blanco (Tabla 6.6, Figura 6.3).

Estos resultados sugieren que la presencia de residuos de TCs, B-LTs y
PTDs enlos alimentos como la leche, incluso a valores de LMR, reportados
como seguros para el consumidor frecuente, podrian promover un dano
oxidativo irreversible sobre sus principales fracciones proteicas. A
continuacion, se describen los resultados obtenidos por cada grupo de
contaminantes evaluados.
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6.3.4.1 Carbonilacion inducida por las tetraciclinas

Los valores de ICs promovidos por los residuos de las TCs evaluadas se
describen en la Tabla 6.6 y se muestran en el grafico de barras de la Figura
6.3. El dano oxidativo inducido por las TCs tuvo un comportamiento
diferente en ambas fracciones de proteicas (CAS y PLs). Al comparar la
carbonilacion neta inducida por estos contaminantes (obtenida al restar
los ICs promovidos por los tratamientos menos el de la muestra blanco)
(Tabla 6.6), se puede observar que el 62.5% de los tratamientos (5/8)
promovieron una carbonilacién superior en la fracciéon del lactosuero,
en comparacion con OTC al 1.5 LMR y CTC al LMR (25%), los tnicos
tratamientos que indujo una mayor carbonilacién en CAS (p<0.05).

Tabla 6.6 Indices de carbonilo calculados en las principales fracciones proteicas
de la leche bovina expuestas a TCs, B-LTs y PTDs.

Caseinas Lactosuero
Contaminante
ICs! Ratio? CN3 ICs Ratio CN
1.0 | 5.8+0.37+ 1.4 1.5£0.37 | 14.5+0.79° 14 3.9%0.79
OTC
1.5 9.0+0.11* 2.1 4.7%+0.11 | 12.4+1.20* 1.2 1.8+1.20
1.0 5.6+0.11* 1.3 1.3£0.11 | 16.5%0.05* 1.6 5.9+0.05
TC
1.5 5.2+0.13 1.2 0.9+0.13 | 10.0£0.36 0.9 -0.6 £0.36
1.0 9.0+0.24* 2.1 4.8+0.24 9.4+0.17 0.9 -1.2+0.17
CTC
1.5 7.0%0.26" 1.6 2.7£0.26 | 16.1 £0.21" 1.5 5.6+0.21
1.0 9.2+0.87* 2.2 49+0.87 | 25.1+0.23" | 2.4 |14.5+0.23
DXC
1.5 7.7+0.57* 1.8 3.4+0.57 | 16.2+1.28" 1.5 5.6+1.28
Blanco 4.26*0.16 10.6 £1.33
1.0 2.4+0.26 1.2 0.5+0.26 | 10.7 £4.58* 2.4 6.2 £4.58
AMP
1.5 2.7+0.23" 1.4 0.7+0.23 | 12.2+6.69" | 2.7 7.7 £ 6.69
1.0 3.2+0.28" 1.6 1.3+0.28 | 18.7+6.69" | 4.2 14.2 £ 6.69
PBEN
1.5 4.9+0.31" 2.5 2.9+0.31 | 29.5%£2.64" | 6.6 |25.0+2.64
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1.0 3.4 +0.30" 1.7 1.4+0.30 | 25.7+1.06* | 5.7 |21.2+1.06
OXA
1.5 4.2+0.18" 2.1 2.3+0.18 | 25.1£1.69° | 5.6 |[20.6*1.69
1.0 2.6 £ 0.06* 1.3 0.6+0.06 | 51.4+4.23" | 11.5 |46.9+4.23
DICL
1.5 8.7+0.16" 4.4 6.7+0.16 | 54.1+£2.11* | 12.1 |49.6+2.11
Blanco 2.0+0.02 4.5%0.01
1.0 12.8+1.72*| 2.2 70+£1.72 | 17.3£0.67* | 2.9 |11.2+0.67
CIP
1.5 17.9£0.70* 3.1 12.1£0.70 | 6.5%0.68 1.1 |0.40%0.68
1.0 27.7+1.66" | 4.7 20.5+1.66 | 21.7+1.26* | 3.6 |15.6*1.26
FEN
1.5 23.60.57" | 4.1 17.8+0.57 | 17.1£2.00* | 2.8 |[11.0%2.00
1.0 24.8+0.28" | 4.3 19.0+£0.28 | 13.8+0.08" | 2.3 7.7%0.08
FLU
1.5 74.9+0.68 | 13.0 | 69.1£0.68 | 73.1+0.07* | 12.0 | 67.0+0.07
Blanco 5.7 +0.47 6.0 +0.57

'ICs: indices de carbonilo, expresado como nmoles de carbonilo. mg™! de proteinas. (Media *
SD,n=3).2calculado de la siguiente manera: Indice de carbonilo de las muestras enriquecidas
conlas TCs, B-LTs y PTDs/ Indice de carbonilo de la muestra blanco. 3 calculado de la siguiente
manera: Indice de carbonilo de las muestras enriquecidas con TCs, p-LTs y PTDs / Indice de
carbonilo de la muestra blanco. (Media = SD, n=3). * Valores estadisticamente diferentes
del blanco (P < 0.05). AMP: Ampicilina; PBEN: Penicilina benzatinica; OXA: Oxacilina;
DICL: Dicloxacilina; OTC: Oxitetraciclina; TC: Tetraciclina; CTC: Clortetraciclina; DXC:
Doxiciclina; CIP: Cipermetrina; FEN: Fenvalerato; FLU: Flumetrina.

En CAS, a excepcion de las muestras contaminadas con OTC, se encontro
que no hubo diferencias entre los valores de carbonilacién promovido
por estos antibioticos a los valores de LMR (100 pg- L) y 1.5 veces el
LMR (150 pg-L!) estos ICs fueron para TC, CTC y DXC, 1.3, 1.9 y 2.0 veces
mayor al observado en la muestra blanco, respectivamente. DXC al LMR
fue el tratamiento que indujo la mayor carbonilacion en CAS, con un IC
de 9.2 = 0.87 nmoles de carbonilo- mg! de proteinas, el cual fue 2.2 veces
superior al de la muestra blanco (4.26 + 0.16 nmoles de carbonilo-mg!
de proteinas). Por otro lado, TC al 1.5 LMR fue el contaminante que
indujo la menor carbonilacién en esta fraccién (5.2 = 0.13 nmoles de
carbonilo-mg! de proteinas) la cual no fue diferente estadisticamente a
la de la muestra blanco (Tabla 6.6, Figura 6.3).
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En el lactosuero por su parte, todos los tratamientos indujeron un ICs
inferior al aumentar su concentraciéon a 150 pg-L! (p<0.05), excepto en
las muestras tratadas con OTC, en donde no hubo diferencia entre los
ICs inducidos en ambas concentraciones evaluadas. La maxima y minima
carbonilacién en esta fraccion fue inducida por DXC y CTC al LMR, con
ICs de 25.1 £ 0.23 y 9.4 + 0.17 nmoles de carbonilo-mg! de proteinas,
respectivamente, valores que estuvieron 2.4 y 0.9 veces superiores a los
de la muestra blanco (Figura 6.3).
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Figura 6.3 Comportamiento de los indices de carbonilo de las caseinas y proteinas
del lactosuero de muestras de leche contaminadas con residuos de tetraciclinas. Los
datos se expresan como la media = DS (n: 3). Las barras de error indican la desviacién
estandar. Los asteriscos sobre las barras describen el nivel de significancia estadistica
obtenido al comparar el ICs de cada tratamiento vs el blanco (****p <0.0001, ***p <0.005,
**p <0.01 y *p <0.05). El simbolo de la estrella sobre las barras denota ausencia de
diferencias significativas entre el ICs del blanco y los tratamientos. OTC: Oxitetraciclina;
TC: Tetraciclina; CTC: Clortetraciclina; DXC: Doxiciclina.

En la literatura cientifica se han demostrado los efectos prooxidantes
(formacién de radicales libres) y antioxidantes (absorcién de especies
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reactivas al oxigeno) in vitro de las TCs, los cuales estan fuertemente
relacionados con la capacidad quelante de estas moléculas [20]. El efecto
fual de las TCs explica por qué moléculas como DXC pueden promover
la mayor oxidacion en una fraccion, y en otros muestran incluso efectos
reductores (TC y CTC al LMR y 1,5 LMR en CAS y PLs, respectivamente).

Las diferencias encontradas en el comportamiento oxidativo de los
TC en funcion del tipo de fraccién proteica (CAS y PLs) sugieren cuan
importante llegan a ser las interacciones quimicas entre los residuos
de estos contaminantes con las proteinas objetivo. Las TCs, al tener
una estructura quimica comdn (farmacoéforo), comparten propiedades
fisicoquimicas y unareactividad similar, la cual puede variar en funcién de
los sustituyentes, los cuales pueden conferirle caracteristicas distintivas
a cada una de las moléculas.

6.3.4.2 Carbonilacion inducida por los B-lactamicos

La carbonilaciéon promovida por los B-LTs evaluados se muestra en la
Figura 6.4. Los resultados obtenidos mostraron que todas las concen-
traciones evaluadas de estos antibioticos promovieron la carbonilacion
irreversible y significativa de las fracciones de CAS y PLs respecto al
blanco (p<0.05). En ambas fracciones, DICL al 1.5 LMR y AMP al LMR
indujeron la mayor y menor carbonilacién, con ICs de (8.7 + 0.16; 2.4 *
0.26) y (54.1 £ 2.11; 10.7 = 4.58) nmoles de carbonilo-mg' de proteinas
en CAS y PLs, respectivamente.

Al comparar la carbonilacion neta inducida por estos antibidticos
(Tabla 6.6), se puede observar que el 100% de los B-LTs promovieron
una carbonilacion superior en la fraccion del lactosuero (p<0.05), a las
dos concentraciones evaluadas, las cuales fueron aproximadamente el
doble en las muestras contaminadas con AMP y PBEN, y mds del triple
en las muestras enriquecidas con OXA y DICL. El dano oxidativo inducido
por las TCs tuvo un comportamiento diferente en ambas fracciones de
proteicas (CAS y PLs). A diferencia del comportamiento presentado por
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las TCs, los B-LTs por su parte, indujeron ICs superiores al aumentar su
concentracién a 150 pg-L! en las muestras de leche bovina (p>0.05).
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Figura 6.4 Comportamiento de los indices de carbonilo de las caseinas y proteinas del
lactosuero de muestras de leche contaminadas con residuos de B-lactamicos. Los datos
se expresan como la media # DS (n: 3). Las barras de error indican la desviacion estandar.
Los asteriscos sobre las barras describen el nivel de significancia estadistica obtenido al
comparar el ICs de cada tratamiento vs el blanco (****p <0.0001, ***p <0.005, **p <0.01 y
*p <0.05). Una estrella sobre las barras denota ausencia de diferencias significativas entre
el ICs del blanco y los tratamientos. AMP: Ampicilina; PBEN: Penicilina benzatinica;
OXA: Oxacilina; DICL: Dicloxacilina.

6.3.4.3 Carbonilacion inducida por los piretroides

Los valores de ICs promovidos por los residuos de los PTDs evaluados se
describen en la Tabla 6.6 y se muestran en el grafico de barras de la Figura
6.5. El dano oxidativo inducido por las PTDs tuvo un comportamiento
diferente en ambas fracciones de proteicas (CAS y PLs). Al comparar
la carbonilaciéon neta inducida por estos contaminantes (Tabla 6.6),
se puede observar que a diferencia de los antibidticos (TCs y B-LTs), el
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83.3% (5/6) de los tratamientos indujo una mayor carbonilacién en la
fraccion de CAS, solo la muestra contaminada con CIP al LMR presento
una mayor carbonilacién en PLs (p<0.05).

En CAS, FLU al 1.5 LMR fue el tratamiento que indujo la mayor, con un IC
de 74.9 £ 0.68 nmoles de carbonilo-mg! de proteinas, el cual fue 13.0 ve-
ces superior al de la muestra blanco (5.7 £ 0.47 nmoles de carbonilo-mg™!
de proteinas). Por otro lado, CIP al LMR fue el contaminante que in-
dujo la menor carbonilacién en esta fraccién (12.8 = 1.72 nmoles de
carbonilo-mg! de proteinas) la cual fue 2.2 veces superior al de la mues-
tra blanco (Tabla 6.6, Figura 6.5).
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Figura 6.5 Comportamiento de los indices de carbonilo de las caseinas y proteinas del
lactosuero de muestras de leche contaminadas con residuos de tetraciclinas. Los datos se
expresan como la media * DS (n:3). Las barras de error indican la desviacién estandar.
Los asteriscos sobre las barras describen el nivel de significancia estadistica obtenido al
comparar el ICs de cada tratamiento vs el blanco (****p <0.0001, *** p <0.005, **p <0.01y *
p <0.05). Una estrella sobre las barras denota ausencia de diferencias significativas entre el
ICs del blanco y los tratamientos. CIP: Cipermetrina; FEN: Fenvalerato; FLU: Flumetrina.
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En el lactosuero por su parte al igual que en CAS, FLU al 1.5 LMR fue el
tratamiento que indujo la mayor carbonilacion en la fraccion, seguido por
FEN al LMR con ICs de 73.1 £ 0.07 y 21.7 = 1.26 nmoles de carbonilo-mg™!
de proteinas, los cuales fueron 12.0 y 3.6 veces superiores al de la muestra
blanco. Por otro lado, CIP al 1.5 LMR fue el contaminante que indujo la
menor carbonilacién en esta fracciéon (12.1 £0.70 nmoles de carbonilo-mg*
de proteinas) la cual fue 2.2 veces superior al de la muestra blanco.

6.3.4.4 Comparacion de la carbonilacion promovida por TCs,
B-LTs y PTDs

Para comparar la carbonilacion inducida por los contaminantes
evaluados se calculé la relacion entre los valores de carbonilacion de
las muestras contaminadas frente a la de los blancos (IC de muestras
contaminadas /IC basal). Como se observa en la Tabla 6.6, en CAS los
PTDs fueron los contaminantes que indujeron la mayor carbonilacién
(FLU 1.5 LMR> FEN LMR> DICL1.5 LMR> FLU LMR> CIP 1.5 LMR), con
ICs que fueron 13, 4.7, 4.4, 4.3 y 3.1 veces superior al de la muestra
blanco, respectivamente (Tabla 6.6). Al hacer un analisis entre el
comportamiento oxidativo promovido por los contaminantes en
esta fraccion y sus propiedades fisicoquimicas, se pudo observar una
tendencia creciente del ICs en funcién del coeficiente de particion
octanol-agua (logP), el cual indica el caracter hidrofilico o hidrofébico
de una sustancia quimica. Se realiz6é un andlisis de regresion lineal,
bajo la hipétesis: el nivel de lipofilia de los contaminantes evaluados
esta directamente relacionado con su capacidad para promover la
carbonilacion de CAS y PLs, para esto, el logP de las TCs, B-LTs y PTDs
obtenido de la base de datos ChemAxon se utilizé como independiente
variable, y la carbonilaciéon neta promovida por ellos en las proteinas
analizadas fue la variable independiente.

Los resultados obtenidos en la regresion lineal mostraron una correlacion
positiva y significativa entre el logP y el ICs promovido por los contami-
nantes (r? = 45.42 P<0.0001), el valor del coeficiente de determinacién
ajustado (r?) demostré que el 45.421% de la variabilidad observada en el
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ICs es un producto del efecto del grado de lipofilia de los contaminantes
(Figura 6.6). Las CAS constituyen la fraccion insoluble de la leche bovina
y estdn presentes en este fluido bioldgico, en forma de agregados coloi-
dales heterogéneos (micelas de caseina), compuestos por sus cuatro com-
ponentes individuales (os1-, as2-, B- y k-caseina) e iones calcio [21,22].
Esta disposicion espacial optada por las CAS podria representar un im-
pedimento estérico importante para el contacto de los residuos de ami-
noacidos de las cadenas laterales con los contaminantes, restringiendo el
efecto oxidante de estos. De acuerdo con los modelos estructurales de las
caseinas publicados actualmente, se conoce que solo la k-caseina reside
en la superficie de la micela, y en el interior se encuentran fracciones ri-
cas en aminodcidos apolares [23], por ende, moléculas de una polaridad
similar como los PTDs tendran una mayor capacidad de interactuar con
el nicleo de la micela, explicando asi porque estos contaminantes fueron
los que presentaron mayores valores de carbonilacion en esta fraccion.
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Figura 6.6 Analisis de regresion lineal realizado entre el indice de carbonilo
promovido por residuos de Tetraciclinas, pB-Lactdmicos y piretroides sobre

caseinas vs el LogP de estas sustancias. El modelo fue significativo para un valor
de p<0,0001.
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En las PLIs también se observd una correlaciéon entre logP y carbonila-
cion de esta fraccion (r? = 33.37, P = 0.008), esta fue menos significativa
que la encontrada en CAS, es decir solo el 33.37% de la variabilidad ob-
servada en el ICs fue producto del grado de lipofilia de los contaminantes
(Figura 6.7).

Segln los resultados del analisis de regresion, el efecto del logP de los
contaminantes evaluados sobre su capacidad oxidante es mas marcado
en CAS que en PLs, lo que respalda la hipotesis de la importancia de
la lipofilia de estas moléculas, para interactuar con los aminoacidos
internos en las micelas de CAS, y asi promover su carbonilacion, por
el contrario, dado que los residuos de minoacidos de las PLs estan mas
accesibles a los contaminantes, sin importar el nivel de lipofilia de los
TC, todas las moléculas tendran una capacidad similar para interactuar y
ejercer su efecto oxidante.
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Figura 6.7 Analisis de regresion lineal realizado entre el indice de carbonilo
promovido por residuos de Tetraciclinas, B-Lactdmicos y piretroides sobre
caseinas vs el LogP de estas sustancias. El modelo fue significativo para un valor
de p<0,0001.
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La carbonilacion de proteinas es irreversible, de modo que no puede ser
reparada por la maquinaria enzimdtica presente en los sistemas vivos
que producen alimentos como la leche. Asi, la carbonilacién altera las
propiedades fisicoquimicas, funcionales y nutricionales de las proteinas, ya
que al alterar su estructura pueden modificar el metabolismo y por ende, el
grado de absorcion de sus aminodcidos a nivel intestinal. De igual manera
el consumo de aminodcidos oxidados en la dieta se ha correlacionado con
la incidencia de patologias inflamatorias a nivel intestinal.

6.4. Conclusiones

En el presente capitulo se demostré que la presencia de residuos de
tetraciclinas (OTC, TC, CTC, DXC), B-lactamicos (AMP, PBEN, OXA, DICL)
y piretroides (CIP, FEN Y FLU) a las concentraciones evaluadas inducen
un dano oxidativo irreversible en las caseinas y proteinas del lactosuero
de la leche bovina, al aumentar significativamente sus valores de indice
de carbonilo, bajo el modelo de contaminacién in vitro ensayado.

Los valores de ICs obtenidos demostraron que, incluso niveles de expo-
sicién aceptados como inocuos (LMR) estos contaminantes, promueven
la carbonilacién in vitro de caseinas y proteinas del lactosuero bovino. El
comportamiento oxidativo inducido fue dependiente del tipo de fraccion.

Por su parte, los piretroides flumetrina y fenvalerato indujeron la mayor
carbonilacion en caseinas, con indices de carbonilo que estuvieron 13y
4.7 veces por encima del de la muestra blanco, respectivamente. Mientras
que concentraciones equivalentes a 1.5 veces el LMR de dicloxacilina y
flumetrina al 1.5 LMR indujeron la mayor carbonilacion en la fraccién del
lactosuero.

En ambas fracciones proteicas se evidencié correlacion positiva entre
el indice de carbonilo promovido por los contaminantes vs su grado
de lipofilia (IogP), sin embargo, esta fue mas marcada en la fraccién de
caseinas (r> = 33.37, P = 0.008).
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Dado que los valores de concentracion reportados como inocuos para es-
tos contaminantes en la leche bovina (LMR), promovieron la carbonila-
cion de caseinas y proteinas del lactosuero, se generan nuevas preocupa-
ciones sobre la verdadera inocuidad de los LMRs de estas sustancias, en
torno a los posibles efectos bioldgicos que resulten de la carbonilacién
de proteinas.
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7.1 Introduccion

La calidad y el valor bioldgico de las proteinas esta descrita en la literatura
como la capacidad de aportar aminoacidos en las proporciones adecuadas
y necesarias para satisfacer los requerimientos del cuerpo humano,
incluidas la sintesis de proteinas, el balance positivo de nitrégeno y el
control de las funciones a nivel celular entre otras [1].

Dentro de las diferentes fuentes de proteinas encontradas actualmente
en el mercado, las de origen animal como la carne, la leche y el huevo
estan clasificadas dentro del grupo de mayor calidad, en comparacién
con las proteinas vegetales (soja, trigo y arroz), esto se debe no solo
al score de aminoacidos y a la abundancia relativa de aminoacidos
esenciales, sino también por su alta digestibilidad, un proceso en el
que el sistema digestivo las convierte a través de las enzimas en sus
unidades fundamentales (aminoacidos) y oligopéptidos absorbibles en
los enterocitos que conforman el intestino delgado [2].

La digestibilidad es una propiedad funcional que sin duda alguna
repercute considerablemente en la calidad proteica, dado que, aunque
la proteina posea un contenido adecuado de aminoacidos esenciales, si
estos no poseen una buena digestibilidad, no podran ser hidrolizados
por las enzimas y por ende no se podran absorber a nivel intestinal.
Por ello organizaciones internacionales establecieron los métodos de
puntuacion de calidad de proteinas como el PDCAAS y el DIAAS [3].
Estos permiten comparar diferentes tipos de proteinas en funcion del
coOmputo quimico (score) de aminodcidos esenciales y su respectiva
digestibilidad. Alimentos de origen animal como la leche y el huevo la
carne de res y pollo han sido reconocidos con los valores mas altos en
ambos puntajes [4-6].

Dada la importancia de la digestibilidad en la calidad de nutricional de
las proteinas, resulta interesante evaluar si modificaciones irreversibles
como la carbonilacion, pueden ejercer algin impacto negativo sobre esta
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propiedad funcional en alimentos de origen animal como la carne de res
y musculo de pollo.

En capitulos anteriores de este libro se demostré6 que residuos de
contaminantes ambientales como los antibiéticos y pesticidas inclusive
a valores de sus limites maximos de residuos (LMRs), son capaces de
promover la carbonilacién de proteinas insolubles del misculo de pollo
y de las principales proteinas de la leche.

Por ello, en este capitulo mostraremos los resultados de experimentos
dirigidos a evaluar las alteraciones en la digestibilidad in vitro de proteinas
de la carne de res y el mutsculo de pollo como efecto de la carbonilacién
inducida por residuos de Enrofloxacino, Danofloxacino y Clorpirifés. Con
el fin de brindar al lector el contexto bajo el cual se ubican los resultados
obtenidos, revisaremos primero algunos aspectos fundamentales de
funcionalidad de las proteinas alimentarias.

7.2. Propiedades funcionales de las proteinas de origen
animal

Las propiedades de una proteina estdn determinadas en gran medida
por su estructura tridimensional, la cual esta especificada a su vez por
su estructura primaria, es decir por la secuencia de aminoacidos que la
constituyen. Existe en la actualidad numerosas propiedades descritas
para las proteinas, estas van desde las propiedades biolégicas, asociadas
a las funciones ejercidas y/o reguladas en el organismo que las produce
(solubilidad, especificidad, polaridad, caracter acido-basico, estabilidad,
regulacion de pH entre otras), hasta las propiedades funcionales,
relacionadas con el aporte nutricional de las proteinas en la dieta[7, 8].

En términos generales, las propiedades funcionales de las proteinas
denotan cualquier atributo fisicoquimico capaz de afectar el comporta-
miento y caracteristica de estas en los sistemas alimentarios, y por ende
en los atributos de calidad del producto final. Estas propiedades guardan
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interacciones estrechas con la composicion, estructura, conformacion y
propiedades fisicoquimicas de las proteinas per se [9, 10]. La aplicacion
practica que una proteina pudiese tener depende en gran medida de sus
propiedades funcionales, ya que, en funcién de estas se le catalogara
como una proteina de alta funcionalidad o no, jugando asi un papel cru-
cial en su aceptacién por parte del consumidor. De acuerdo con algunos
autores, las propiedades funcionales de las proteinas pueden agruparse
en cinco grupos [11], asi:

Grupo 1- Propiedades de hidratacion. Estas se definen de acuerdo con
la capacidad de la proteina para interactuar con el agua e incluyen
propiedades como la sorcién de agua, absorcién y retencién de agua,
solubilidad, dispersabilidad, hinchamiento y viscosidad [12].

Dentro de las propiedades de hidratacion, la solubilidad es una de
las mas importantes desde el punto de vista funcional, es definida
termodindmicamente como la concentracién de proteina presente en un
disolvente en estado de equilibrio en un sistema de una o dos fases, a una
temperatura y presion dadas [13].

De hecho, uno de los requisitos mas importantes para la aplicacion
exitosa de aislados de proteinas en los alimentos es su alta solubilidad y
depende de su punto isoeléctrico (PI) y del pH del medio. La solubilidad
de una proteina es minima en su PI, ya que en este la carga global es cero
y la repulsion electrostatica es baja, sin embargo, en todos los demas
valores de pH, la repulsion electrostatica entre las moléculas de proteinas
individuales es alta y se mantienen en solucién siempre que conserven
su conformacién nativa. Algunas proteinas de origen animal como la
B-lactoglobulina y la ovoalbumina, poseen alta solubilidad incluso
alrededor de su PI, debiéndose a otras propiedades como el tamano.
Adicionalmente, factores externos como la fuerza iénica y componentes
anexos en el alimento pueden influir también en la solubilidad de las
proteinas [9, 12, 13].
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Grupo 2- Propiedades que dependen de la interaccion proteina-proteina. Es-
tas propiedades son aquellas como la gelificacién, coagulacion, elastici-
dad, cohesividad, dureza y adhesividad, importantes principalmente para
la elaboracién de productos alimenticios a bases de proteinas [9, 12].

Grupo 3- Propiedades de superficie. Este grupo de propiedades dependen
principalmente delainteracciéndelas proteinas condos fasesinmiscibles:
agua/aceite, agua/aire, e incluyen la capacidad emulsificante, espumante
y de formacion de peliculas lipoproteinicas [12, 14].

Grupo 4- Propiedades estructurales. Estas propiedades se subclasifican a
su vez en cuatro grupos. A) Tamano, forma molecular, flexibilidad mo-
lecular y contenido de grupos azufrados B) Hidrofobicidad superficial y
total, y el balance hidrofébico/hidrofilico C) Los pardmetros eléctricos,
como son la carga neta y superficial y D) Parametros termodindmicos,
tales como la entalpia de desnaturalizacion y la temperatura de desnat-
uralizacion [12, 14].

Grupo 5- Propiedades nutricionales. Se refieren a la capacidad de aporte de
aminoacidos esenciales por parte de las proteinas, entre ellas se incluyen
el score de aminodacidos y digestibilidad de las proteinas [4].

7.3 Digestion y absorcion de proteinas

La digestiéon de proteinas es un proceso complejo, cuyo fin ultimo
es la asimilacion adecuada de los aminoacidos proporcionados en la
dieta, comienza en el estdmago y finaliza en el intestino grueso [4, 11].
Investigaciones recientes demuestran que este proceso es altamente
eficiente cuando se trata de aminoacidos individuales o proteinas aisladas,
puesto que restan solo de 10 a 20 minutos para observar aminoacidos en
el torrente sanguineo después de su ingestion, mientras que el consumo
de proteinas presentes en los productos alimenticios, como la carne de
res, huevos o productos lacteos, pueden requerir mas de dos horas para
que los aminoacidos se presenten en la sangre [3].
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El proceso de digestion se inicia en el estdbmago con la hidrdlisis de las
proteinas en péptidos pequenos y eventualmente en aminodcidos que
luego pueden ser facilmente asimilados por el cuerpo humano, todo el
proceso en si es orquestado por proteinas especializadas en la hidroélisis
de los enlaces peptidicos que reciben el nombre de peptidasas. Este grupo
de enzimas actdan en el estdbmago, el pancreas y el intestino delgado,
en donde son secretadas como zimdgenos que se activan por la escisién
de una pequena secuencia peptidica por parte de las enterocinasas
secretadas en el liquido intestinal [4, 5].

La peptidasa pepsina es la enzima que acttia a nivel estomacal, activada
gracias al pH acido caracteristico de este érgano. Otras enzimas impor-
tantes en el proceso son la tripsina, quimotripsina, elastasa y carboxi-

-
A

{»—"-m_j Pepsina Proteinas

o <
Tripsina Polipéptidos + amino4cidos
Quimiotripsina
Elastasa
Carboxipeptidasa Ay B

Peptidasas del borde de cepillo  Oligopéptidos + amino4cidos

Di péptidos + aminoacidos

Figura 7.1 Proceso de digestion y absorcion de proteinas.

257



Perspectiva analitica y proteémica de residuos de
antimicrobianos y plaguicidas en alimentos de origen animal

peptidasa A y B, las cuales reconocen aminoacidos muy especificos a lo
largo de la estructura primaria de sus sustratos y su complementariedad
asegura la hidrdlisis adecuada de las proteinas para liberar aminodcidos
y oligopéptidos pequenos [4, 5].

Posterior a la hidrolisis gastrica, los péptidos y los aminoacidos se
trasladan al intestino delgado en donde se convierten en sustrato de
las aminopeptidasas que hidroliza los oligopéptidos cortos mediante la
eliminacién secuencial de aminoacidos N-terminales, estas enzimas son
altamente especificas para los péptidos que contienen prolina. El yeyuno
es la parte media del intestino delgado, donde se absorben mas rapida y
eficientemente los aminoacidos y oligopéptidos finales de la digestién
a través de los enterocitos que constituyen los bordes de cepillo de este
organo (Figura 7.1) [4, 5].

Las proteinas, oligopéptidos e incluso aminodcidos libres que no hayan
sido digeridos y absorbidos en el intestino delgado, eventualmente
terminan en el intestino grueso, donde seran metabolizados por el
microbiota intestinal [4, 5].

Tabla 7.1 Principales enzimas digestivas.

Organo productor Enzima Sustrato
Pepsina Proteinas
Estémago )
Renina Caseinas
Tripsina
Pancreas Quimiotripsina Proteinas
Carboxipeptidasas
Enterocinasa
Aminopeptidasa Polipéptidos
Intestino delgado ] -
Polipeptidasa
Dipeptidasa Dipéptidos
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7.4 El papel de la digestibilidad sobre la calidad de las
proteinas alimentarias

La calidad y el valor bioldgico tedrico de una proteina se establece
principalmente mediante la puntuacion de aminoacidos (PA), definida
como la relacion entre el contenido de aminoacidos esenciales y la
cantidad total de aminodcidos presentes en la misma [1]. Sin embargo,
en términos practicos, la calidad de la proteina no solo depende de su
composicién de aminodcidos, sino también de la digestibilidad y la
absorcion de los productos de la hidrdlisis enzimatica. En este sentido
una proteina puede tener un perfil de aminoacidos muy bueno, es decir,
contener todos los aminoacidos esenciales y a su vez, no poseer una
adecuada digestibilidad y asimilacion de estos [3].

Por lo anterior, los organismos rectores y reguladores como la Orga-
nizacioén de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) han establecido diferentes metodologias de puntuacién de calidad
de proteinas, las cuales tienen en cuenta ambos factores, tanto la com-
posicion de aminoacidos como la digestibilidad. La puntuacién de ami-
nodcidos corregida por la digestibilidad de la proteina (PDCAAS) es uno
de los métodos recomendados por la FAO, este método fue propuesto
en 1991 y compara el perfil de aminoacidos de una proteina en estudio
con las necesidades del nino mayor a un ano, al representar los requeri-
mientos mas exigentes de los diferentes grupos etarios a excepcion de
los lactantes que se comparan con la leche humana [1, 15]. EI PDCAAS es
recomendado por los comités de expertos de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), la Universidad de las Naciones Unidas (UNU) y el Comité
del Codex sobre Proteinas Vegetales (CCVP), asi como por las agencias
reguladoras de varios paises, para la evaluacion rutinaria de la calidad de
las proteinas en humanos [16, 17].

Las proteinas de la leche y del huevo, al contener proporciones adecuadas
de los nueve aminoacidos esenciales y poseer una alta digestibilidad, ha
recibido el PDCAAS maximo (1.0), mientras que la soja y la carne de res
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tienen valores de 0.91 y 0.92, respectivamente, el trigo al ser deficiente
en aminodacidos esenciales como la lisina, tiene un PDCAAS de solo 0.42
(Tabla 7.2) [1, 15, 18].

Aunque el PDCAAS ha demostrado ser util, ha sido criticado en varios
aspectos, el primero de ellos por utilizar estimaciones fecales en lugar de
ileales de la digestibilidad de las proteinas, dado que la digestibilidad ileal
es mas precisa en comparacion con las estimaciones de la digestibilidad
fecal. En segundo lugar, los valores de digestibilidad de proteinas son
menos precisos que los valores de digestibilidad de aminoacidos, en tercer
lugar, el nitrégeno fecal metabdlico no tiene en cuenta con precision las
proteinas enddgenas que se pierden en la luz intestinal y estan presentes
en el ileon y las heces, y en cuarto lugar, se ha cuestionado el uso de los
requisitos de aminodcidos del nino de 1 a 2 afios para estimar los valores
de PDCAAS para todos los humanos y la precision de esas estimaciones
de requisitos [15].

Dada las limitaciones descritas anteriormente, la FAO ha propuesto que el
PDCAAS se reemplace por la puntuacién de aminodcidos indispensables
digeribles (DIAAS, por sus siglas en ingles), que se basa en la verdadera
digestibilidad del aminodacido ileal determinada para cada aminoacido
individualmente, y la disponibilidad de Lys estimaciones, utilizando
puntajes no truncados para ingredientes alimenticios [3, 15, 19].

El DIAAS compara el contenido de todos los aminoacidos esenciales
digeribles en una proteina con el nivel de estos aminodcidos digeribles
en una proteina de referencia. La proteina de referencia tiene una
secuencia de aminoacidos indispensable similar al perfil requerido por
un nino de 0.5 a 3 anos. Este puntaje mas reciente se considera superior
al PDCAAS ya que utiliza la verdadera digestibilidad ileal en lugar de
la digestibilidad fecal de las proteinas [16, 17]. El uso de DIAAS para la
evaluaciéon de la aptitud de una proteina revela la calidad superior de
las proteinas animales, por ejemplo, la leche entera en polvo tiene un
DIAAS de 122, en comparacién con 64 y 40 para los guisantes y el trigo,
respectivamente [19].
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7.5 Factores que afectan la digestibilidad de las proteinas

En general, la digestibilidad y el resto de las propiedades funcionales
de las proteinas se ven afectadas por numerosos factores que se
pueden clasificar en dos grupos: intrinsecos y extrinsecos. Los factores
intrinsecos estdn relacionados con la composicién y secuencia de
aminoacidos de las proteinas, junto con su forma, tamano, relaciéon entre
hidrofobicidad/hidrofilia, conformacion y reactividad. Por otro lado, los
factores extrinsecos que pueden afectar las propiedades funcionales de
la proteina incluyen el pH, la fuerza i6nica, temperatura, conformacion,
la relaciéon entre hidrofobicidad/hidrofilia, el método de extraccion y los
procesos asociados al procesamiento de los alimentos [20, 21].

Tabla 7.2 Valores de PDCAAS y DIAAS para proteinas de alimentos y proteinas

aisladas.
Alimento PDCAAS DIAAS AA limitante

CPL 1.00 1.18 Met + Cys
APLS 1.00 1.09 Val
APS 0.98 0.90 Met + Cys
CPG 0.89 0.82 Met + Cys
CPA 0.42 0.37 Lys
Leche entera 1.00 1.14 Met + Cys
Pechuga de pollo 1.00 1.08 Trp
Huevo 1.00 1.13 His
Guisante cocido 0.60 0.58 Met + Cys
Arroz cocido 0.62 0.59 Lys
Almendras 0.39 0.40 Lys
Garbanzos 0.74 0.83 Met + Cys

CPL: Concentrado de proteina de leche; APLS: Aislado de proteina de suero; APS, aislado
de proteina de soja; CPG: Concentrado de proteina de guisante; CPA: Concentrado de
proteina de arroz.

Fuente: Tabla construida con la informacion reportada por Phillips, 2017 [18]
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Factores intrinsecos. La composicién y secuencia de aminoacidos de las
proteinas es un factor determinante en su digestibilidad. Las peptidasas
responsables del metabolismo de las proteinas a menudo muestran una
alta especificidad para hidrolizar los enlaces peptidicos que estan cerca
de un tipo especifico de aminodacido. La pepsina, por ejemplo, actia
hidrolizando los enlaces peptidicos en el extremo amino terminal de
aminodcidos no polares como leucina, fenilalanina, tirosina y tript6fano,
mientras que la tripsina, escinde los enlaces peptidicos en el extremo del
carboxilo terminal de los aminoacidos basicos: lisina y arginina [22], por
ende los perfiles de aminodacidos de las proteinas dictan la susceptibilidad
a la digestion de la misma [14].

Por otro lado, la estructura tridimensional de la proteina representa a
su vez un factor importante en el grado de digestibilidad de esta, el ple-
gamiento y/o la agregacion de proteinas, generalmente estos restringen
el acceso a los sitios cataliticos de las enzimas impidiendo su hidrdlisis;
proteinas lacteas como la B-lactoglobulina y la a-lactoalbimina son resis-
tentes a la digestion por factores asociados a su tamano, composicion de
aminodcidos y estructura cuaternaria. Ademads del score de aminodcidos,
los enlaces peptidicos deben ser facilmente accesibles a las peptidasas,
que son proteinas ricas en prolina, reducen la flexibilidad de la cadena
de proteinas y son conocidos por su alta resistencia contra la hidrolisis
enzimatica [3].

Factores extrinsecos. Sin duda alguna, factores relacionados con el
medio en el que se encuentren las proteinas influiran drasticamente en
su digestibilidad. El pH, la fuerza id6nica y la temperatura por ejemplo
influyen en la conformacién adoptada por la proteina, y su capacidad
de interaccion con otras moléculas presentes en el medio que pueden
influir la accesibilidad adecuada de las enzimas [3]. El procesamiento de
alimentos es un factor extrinseco que ejerce un efecto sustancial en la
alteracion de la digestibilidad proteica. Diferentes investigaciones han
demostrado que los métodos de produccion de alimentos modifican las
propiedades funcionales de las proteinas que la constituyen, incluidas
las solubilidad y digestibilidad [23-26].
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El ultrasonido, por ejemplo, es una técnica nueva, usada en la tecnologia
alimentaria como método de procesamiento no térmico, que utiliza
ondas de sonido con frecuencias superiores al umbral del oido humano.
Este método se puede aplicar en diferentes modalidades de alta y baja
intensidad, y frecuencia, de modo que se promuevan mejores tiempos, asi
como una mejor transferencia de energia para aumentar la produccién
de los alimentos. Es empleado a su vez en los procesos de esterilizacién
de alimentos como la leche, sin embargo, pese a la evidencia existente
que respalda la efectividad de la sonicacion, diferentes estudios han
demostrado que estas condiciones operativas son capaces de influir en
las propiedades tecnolégicas y funcionales de las proteinas, incluida su
digestibilidad [27].

Los procesos térmicos tradicionales usados para la esterilizacion y
control del crecimiento de microrganismos patdégenos en alimento
procesados, recientemente se han asociado con la formacién de
productos resultantes de la reaccion de Maillard, que sucede entre los
azucares y proteinas de los alimentos. Los conjugados de proteina-
sacarido tipo Maillard son inevitables durante el procesamiento de
alimentos y los métodos de fabricacién, y se han relacionado con la
alteracion de las propiedades funcionales de las proteinas, incluidas
nuevamente la solubilidad y la digestibilidad [3, 28].

7.6 Efecto de la carbonilacion de proteinas sobre su
digestibilidad

La carbonilacion es uno de los principales biomarcadores de estrés
oxidativo en proteinas alimentarias [29, 30]. Como se describi6 en los
capitulos 5y 6, los residuos de plaguicidas y antibidticos promueven la
aparicion de grupos carbonilo en las cadenas laterales de los aminoacidos
presentes en proteinas musculares de la carne de pollo y las caseinas y
lactoglobulinas de la leche bovina, respectivamente.

El incremento de grupos carbonilo en las proteinas de alimentos da como
resultado la alteracion estructural y metabdlica de estas, conduciendo
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a varios problemas sensoriales, tecnoldgicos y nutricionales. Resultados
recientes de trabajos de investigacién han planteado la hipotesis de si
la aparicién de grupos carbonilo en los sistemas carnicos puede no solo
afectar los atributos sensoriales o tecnologicos de la carne, sino también
la salud y la seguridad del publico consumidor [31-33].

La carbonilacion de proteinas también puede estar asociada con
la formacion de agregados moleculares y con la reticulacion de
proteinas, en las cuales la cisteina juega un papel crucial. Una de las
propiedades mdas afectadas por la formaciéon de agregados proteicos
es la digestibilidad y solubilidad, lo cual repercute en las propiedades
tecnolégicas, sensoriales, funcionales y nutricionales de alimentos
como la carne y la leche [31, 34].

De acuerdo con las investigaciones desarrolladas por Utrera et al (2012),
la carbonilaciéon de proteinas desempena un papel importante en la
calidad sensorial de los jamones cocidos [35]. A su vez, la oxidacién
de proteinas en alimentos a base de musculo de aves y bovinos se
ha relacionado con la pérdida de la funcionalidad de las proteinas,
incluida la solubilidad, la viscosidad, la gelificacién, la emulsiéon y
las capacidades de retencion de agua, dando como resultados una
disminuciéon importante en la calidad tecnoldgica y funcional de la
carne. Multiples cambios fisicoquimicos en la proteina pueden ser
inducidos por la oxidacion, incluida la destruccion de aminodacidos, la
polimerizacién de proteinas, la pérdida de la actividad enzimatica y la
digestibilidad de proteinas alterada [31]. Del mismo modo, la oxidacién
de proteinas en la carne y los productos carnicos puede conducir a una
disminucién de la calidad sensorial debido a la reduccién de la ternura
y la jugosidad, el deterioro del sabor y la decoloracion [31, 33, 36].
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7.7. Materiales y Métodos

7.7.1 Reactivos y materiales

Danofloxacina (DANO, 75.1%), Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU)
Enrofloxacina (ENRO, 99.7%), (Bayer AG)

Clorpirifés (CPF), Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)

Pepsina de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)
a-quimotripsina de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)
Tripsina de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)

a-amilasa salival de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)
Pepsina porcina de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)
o-amilasa pancreatica porcina, de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)
Lipasa pancreatica porcina de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)
Bilis porcina de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.)

Fosfato de potasio

Azida de sodio

Acido clorhidrico

Bicarbonato de sodio

Cloruro de calcio, PanReac® (Barcelona, Espana)

Hidro6xido de sodio

Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

2-mercaptoetanol

Azul brillante Coomassie G250

Acido tricloroacético (TCA) de Merck® (Darmstadt, Alemania)
Dodecilsulfato de sodio

Tris Base y Glicerol, Amresco® (West Chester, PA, EE. UU.)

Acido ortofosférico, Scharlab (Barcelona, Espana)

Marcador de peso molecular Spectra Multicolor Broad Range, Thermo
Scientific (Waltham, MA, EE. UU.)

La Figura 7.2 muestra la estructura quimica de sustancias bajo estudio.
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7.7.2 Equipos

- Balanza de precisién (B] 1000C)

- Balanza semimicro (ES 225-SM-DR, Precisa)

- Shaker (FinePCR, Korea)

- Vortex (Clasic Vortex mixer,VELP Scientifica, USA)

- Procesador de alimentos (Cusinart, China)

- Centrifuga refrigerada (Labtechnologies, Alemania)

- Camara de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)

- Sistema fotodocumentador ChemiDoc™ MP (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- Digestor Carousel 6 Plus Reaction Station (Radleys, UK).

Enrolioxacina (O OH Danofloxacina

HaC o’ N N
o |
CI’//\\\\\/\\CJ

Clorpiritos

CH,

Figura 7.2 Estructura quimica de las sustancias bajo estudio
7.7.3 Digestion gastrointestinal simulada

El ensayo de digestion simulada fue realizado en dos variantes, como se
describe a continuacién:

7.7.3.1 Digestion gastrointestinal simulada de proteinas aisladas

Para este ensayo fueron empleadas proteinas sarcopldsmicas y miofibri-
lares extraidas de muestras de carne blanco y contaminadas con Enro-
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floxacina y Danofloxacina a 100y 200 ug-Kg!, respectivamente. En la fase
gastrica, soluciones individuales de proteinas sarcopldsmicas y miofibri-
lares a concentraciones de 1.4 pg-uL! y volumen final de 1,1 mL fueron
acidificadas con HCI 0,01N hasta pH: 3,0. Seguido, fue anadido pepsina a
concentracion final de 0.0027 U-mL™ y la solucién obtenida fue incubada
en bano de Maria a 37°C con agitacion constante. La fase gastrica fue
detenida al ajustar la solucién a pH: 7,0 con NaHCO, 200 mM / CaCl, 50
mM. En este altimo paso fueron tomadas alicuotas de ambas fracciones
para ser analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida con dode-
cilsulfato de sodio al 15% (SDS-PAGE).

En la fase intestinal fue anadida a la solucién proteica alcalinizada,
tripsina y quimiotripsina a concentraciones finales de 0,50 U-mL™'y 0,25
U-mL™, respectivamente. La mezcla final fue incubada en bano de Maria
a 37°C con agitacion constante. La reaccion de digestion fue detenida por
calentamiento a 80°C durante cinco minutos y al finalizar alicuotas de
cada fracciéon fueron tomadas para ser monitorizadas por electroforesis
SDS-PAGE al 15%. Los ensayos de digestién de ambas fracciones proteicas
fueron realizados por duplicado (Figura 7.3) [37].

Las fracciones digeridas procedentes de las fases géstricas e intestinales
fueron sometidas a electroforesis SDS-PAGE al 15%. Para esto, alicuotas
de 10 pL de las fases gastrica e intestinal de cada fraccion proteica fueron
cargadasengelesde 15%.Los geles fueron discriminados por tipo de proteina
y al inicio de estos fue cargada proteinas blanco digerida y marcador de
peso molecular. Los geles fueron corridos por espacio de una hora y media
a 1.5 Ven una cdmara de electroforesis. Al finalizar los geles fueron tenidos
con azul de Comassie y digitalizados en el sistema ChemiDoc.

Las bandas obtenidas fueron analizadas densitométricamente con ayuda
del software Image Lab y por cada contaminante fueron seleccionadas
aquellas que correspondian a bandas oxidadas de acuerdo con los
resultados de ensayos de western blot/espectrometria de masas,
realizados previamente [37]. Por cada banda fue calculado el porcentaje
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de digestibilidad y porcentaje de restriccion a la digestibilidad, de acuerdo
a la siguiente ecuacion [37]:

Intensidad de la banda digerida

%Digestibilidad =
ARigestibilica Intensidad de la banda no digerida

Las bandas no digeridas hacen referencia a aquellas procedentes de las
muestras blanco de proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares que no
fueron sometidas al proceso de digestion.

—
[P Sae

Proteinas aisladas a pH:3

Fasegdstrica | |
Pepsina| | || Pepsina

v
e Agitacién por 30 miny 37 °C
Inactivacién con NaHCO, 200 mM / CaCl, 50 mM —ctetas
Tripsina
[P Sy Yy
quimiotripsina
¢ : v e =
Fase intestinal l ) :ERRTE
e i Electroforesis ~ZR R
Agitacién por 30 min y 37 °C SDS-PAGE al 15%
= Alicuotas ~ B2
Inactivacion por calentamiento a 95°C =~ —————— Porfil de digestién

Figura 7.3 Esquema del procedimiento de digestiéon de proteinas aisladas.
Fuente: Construida por los autores a través de imagenes propias y tomadas del link https://
www.labicons.net/microcentrifuge-tubes/conical-eppendorf/doc/conical-eppendorf-v3.html

7.7.3.2 Digestion gastrointestinal simulada de proteinas no aisladas

Para este ensayo no se realizé el fraccionamiento de las muestras de
pechuga de pollo suplementadas y no suplementadas con Clorpirifés
a concentracién 100 pg-Kg'. Aqui un Unico extracto total de proteinas
se obtuvo con ayuda de un tampon de alto poder de disolucion (50 mM
Tris-HCI, 6M Urea y 1M Tiourea, pH 8.0) fueron obtenidas y sometidas
al ensayo de digestion en un aparato digestor. En la fase géstrica, las
muestras fueron resuspendidas en 10 mL de HC1 0,01 N, pH 3,0. Seguido,
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se anadié la pepsina hasta alcanzar una concentracion final de 2000
U-mL'y a la solucién resultante fueron adicionados 15 uL de CaCl, 50
mM. Después de 30 minutos de agitacién a 37°C y constante agitacion,
la pepsina fue inactivada al ajustar el pH de la mezcla a 7,0 empleando
NaOH 1,0 M.

La fase intestinal fue simulada por adicién de tripsina (100 U-mL"),
quimiotripsina (25 U-mL!), a-amilasa pancreatica (200 U-mL™), lipasa
pancredtica (2000 U-mL"), extracto de bilis (10 mM) y 70 pL de CacCl, 50
mM. Seguido, esta mezcla fue incubada a 37°C con agitacion constante
durante 30 minutos. La reaccion de digestion fue terminada por
calentamiento a 95 °C durante dos minutos. Con el propdsito de obtener
los péptidos digeridos, fueron adicionados tres volimenes de etanol y la
mezcla resultante fue incubada a 4°C por 20 horas. Después la mezcla
fue centrifugada a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante
fue secado, liofilizado y almacenado a -20°C para su posterior uso en los
ensayos de espectrometria de masa en tdndem. Cada experimento fue
realizado por duplicado (Figura 7.4).

Tripsina, quimiotripsina,

a-amilasa pancreatica,
Lipasa pancredtica ,
Emaclodn bilis
: s ]
Pechuga + clorpirifés P p.p.im u.ou pH:T
'g:g‘f.-,-/ "".
-:#.m : 4 Acidificada .
_r.:f-/ pH:3,0 HCI 21133?0 2ha3? c
Fase gastrica Fase intestinal
szu
55 cie n%'.""
EEY. | Lofizactn 3 ET. | Centnfugacion ]

E-Ll o1
Analisis por sspactrometria de masa

Figura 7.4 Esquemadel procedimiento de digestién simulada de proteinas noaisladas.
Fuente: Construida por los autores a través de imagenes propias y tomadas de los
links:https://okdiario.com/recetas/pechuga-pollo-salsa-agridulce-3311213 https://
heidolphna.com/en_US/products/Carousel-6-Plus-Reaction-Station~c24816 http://
es.gofreedownload.net/free-vector/vector-clip-art/falcon-tube-clip-art-123386/
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7.7.4 Identificacion de péptidos digeridos por espectrometria de
masas en tandem

Los péptidos obtenidos de la digestion GI simulada se analizaron en un
espectrometro de masas nanoESI qQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX). Para
esto fueron cargados en una columna analitica (columna LC, 3 ym, C18-CL,
75 um x 12 cm, Nikkyo) equilibrada en ACN 5% FA 0.1% (acido férmico). La
elucién se llevé a cabo con un gradiente lineal de 5 a 35% de B en A durante
60 minutos. (A: FA 0.1%; B: ACN, 0.1% FA) a una velocidad de flujo de 300
nL-min'. La muestra se ionizo aplicando 2,8 kV al emisor de pulverizacion.
El andlisis fue realizado en modo DDA. Los scans obtenidos en MS1fueron
de 350-1250 m/z durante 250 ms. La resoluciéon cuadrupolo fue establecida
en “UNIDAD” para los experimentos de MS2, donde los scans fueron obte-
nidos entre 100 y 1500 m/z durante 50 ms en modo de “alta sensibilidad”.
Los criterios de cambio fueron la carga de 1+ a 5+, y una intensidad minima
de 70 recuentos por segundo (cps). Fueron seleccionados hasta 25 iones por
fragmentacion después de cada scan. La exclusién dindmica fue establecida
en 15 segundos. La sensibilidad del sistema fue controlada a 2 fmol de 6
patrones de proteina (LC Packings) [37].

Los datos de todos los ensayos se presentan con la media * desviacion
estandar.

7.8 Resultados y Discusion

7.8.1 Efecto de la carbonilacion inducida por enrofloxacina y
danofloxacina sobre la digestion simulada de proteinas aisladas
de carne bovina

Con el propésito de evaluar el efecto de la carbonilacién inducida por
residuos de Danofloxacina y Enrofloxacina sobre la digestibilidad in
vitro de proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares de carne bovina se
seleccionaron bandas representativas en ambas fracciones (Figuras 7.5y
7.6). Estas bandas fueron escogidas de acuerdo a ensayos de western blot
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y espectrometria de masa realizados por Marquez y Col (2020), donde
estas bandas mostraron estar carboniladas [37, 38].

En el caso de las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares expuestas a
Danofloxacina se encontré una disminucion en las intensidades de las
bandas seleccionadas tanto en la fase gastrica como intestinal (Figura 7.5).

El analisis cuantitativo de estas bandas mostr6 que las proteinas
sarcopldsmicas expuestas a DANO (Figura 7.5a) tuvieron un porcentaje
de digestion en fase gastrica entre 11,8% y 38,7%, mientras que el blanco
no contaminado se situé entre 63,8% y 91,1%.

Dentro de las bandas seleccionadas, la 1 (piruvato quinasa) y 2 (creatina
quinasa) fueron las que presentaron los menores porcentajes de digestién
(11,8% y 17,3%, respectivamente). En la fase intestinal, el porcentaje de
digestibilidad de las proteinas sarcoplasmicas varié entre 64,0 y 81,4%
para las expuestas y entre 79,4 a 96,9% para el blanco. Las bandas 1,4 y
6 presentaron los porcentajes mas bajos de digestion (64,0, 64,1y 67,8
%, respectivamente). Estas bandas corresponden a las proteinas piruvato
quinasa, creatina quinasa y la mezcla creatina quinasa M + actina.

En el caso de las proteinas miofibrilares expuestas a Danofloxacina solo
la fase gastrica mostr6 un decremento en la digestibilidad (1b), siendo las
bandas 3, 7 y 8 las mas afectadas y cuyos porcentajes de digestion fueron
de 36,5, 10,1 y 41,1%, respectivamente. Las bandas antes mencionadas
corresponden a fructosa bisfosfato de aldolasa (banda 3), piruvato quinasa
(banda 7) y la mezcla del dominio Wh2-actina + beta-enolasa (banda 8).

En lo que respecta a las proteinas expuestas a Enrofloxacina el analisis
de digestibilidad fue realizado sobre cuatro bandas, como lo muestra la
Figura 7.6. En la fase géstrica (7.6a), las proteinas sarcoplasmicas tuvieron
bajos porcentajes de digestibilidad (3,9 a 38,0%) con respecto al blanco
(63, 8 a 91, 1%). Dentro de las bandas seleccionadas, fructosa bisfosfato
aldolasa (banda 5) fue la proteina con el menor porcentaje de digestién
(13,9%); comportamiento que se mantuvo en la fase intestinal. En el caso
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Figura 7.5 Digestion simulada de proteinas de carne bovina expuestas a 200
pg-Kg! de Danofloxacina. (a) proteinas sarcoplasmaticas y (b) miofibrilares
sometidas a digestion géstrica e intestinal. Los perfiles electroforéticos de
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de las proteinas miofibrilares solo la banda 8 mostré una leve disminucién
en el porcentaje de digestion en ambas fases de (61,3%) [37, 38].

Al comparar los efectos inducidos por DANO y ENRO sobre la digestion
de proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares se observé una menor
digestibilidad en las primeras; comportamiento asociado a los altos
niveles de carbonilacion experimentados por estas al estar en contacto
con las fluoroquinolonas [37, 38], demostrando de esta forma la influencia
de la carbonilacion en la digestion proteica.
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Figura 7.6 Digestion simulada de proteinas de carne bovina expuestas a 100 pg-Kg-1
de Enrofloxacina. (a) proteinas sarcoplasmaticas y (b) miofibrilares sometidas
a digestién gastrica e intestinal. Los perfiles electroforéticos de digestion se
realizaron por SDS-PAGE al 15%. Las flechas rojas indican bandas seleccionadas para
el seguimiento de su digestion. PM: marcador molecular; PSD: proteina sin digerir.
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7.8.2 Efecto de la presencia de residuos de Clorpirifés en la
oxidacion de péptidos digeridos

Los efectos oxidativos de la presencia de Clorpirifés en proteinas totales
de pechuga de pollo fue evaluado en la cantidad de péptidos oxidados ob-
tenidos después de la digestion simulada y su posterior andlisis por espec-
trometria de masa (Figura 7.7). En esta se puede observar que, las muestras
expuestas a Clorpirifés tuvieron un mayor namero de péptidos oxidados
que el control, evidencidndose el poder oxidante de este contaminante.
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u Proteina de complejo de
= Creatina poro nuclear
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deshidrogenasa
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microtdbulos 1A
® Pyruvato kinasa

Figura 7.7 Distribucion de los péptidos oxidados identificados por nLC-MS / MS
después de la digestion segln su proteina de origen: a) control y b) muestras
expuestas.

Este hecho reviste importancia, dado que la ingesta de proteinas
oxidadas ha sido relacionada con la alteracién en las vias de senalizacién
celular, flora intestinal, estado redox del tejido intestinal y la formacién
de aductos con ADN, lo cual conduce a la modificacion de la expresiéon
génica,asi mismo podriainfluir enlabiodisponibilidad de los aminoacidos
esenciales presentes en las proteinas de la carne [37].

Tanto en las muestras como el control, el mayor nimero de péptidos
oxidados fueron derivados del colageno, proteina que representa
aproximadamente el 10% del volumen del musculo esquelético y cuya
funcién esta asociada con la matriz extracelular (MEC).
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A nivel de musculo, la MEC organiza las fibras y participa como mecanis-
mo de retencién durante la deformacion. En este sentido, la oxidacion
del colageno promovida por los residuos de Clorpirifés podria disminuir
la ternura de la carne, debido a que la oxidacion de este ha sido relacio-
nada con dicho fenémeno [39].

7.9 Conclusiones

La carbonilacion de proteinas inducida por los antibiéticos Danofloxacina
y Enrofloxacina, junto con la promovida por el plaguicida Clorpirifos
reduce in vitro la digestibilidad de las proteinas musculares presentes en
la pechuga de pollo.

La disminucién de la digestibilidad de las bandas de proteinas carboni-
ladas ensayadas, ocurre tanto en la fase gastrica como intestinal para
ambas fracciones proteicas aisladas (sarcoplasmicas y miofibrilares).

El plaguicida organofosforado Clorpirifés incrementa significativamente
el nimero de péptidos oxidados en muestras de carne de pollo contami-
nadas.
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El importante crecimiento de la poblacién mundial ha llevado a la necesidad de
asegurar la disponibilidad de alimentos, por lo que los sistemas clasicos debieron
evolucionar hacia sistemas mas eficientes de produccién. Estos implicaron el uso de
sustancias como los antibiéticos y plaguicidas para salvaguardar el bienestar animal
y asegurar la rentabilidad de la produccion. No obstante, su uso en los animales
conlleva la presencia de sus residuos en el alimento destinado al consumo humano,
suscitandose un interrogante: ;Son inocuos estos alimentos para el consumidor?
Distintos tipos de organismos internacionales se convocaron para dar una respues-
ta, resultando el concepto de Limite Maximo de Residuos (LMR) para referirse a la
concentracion permitida por tipo de sustancia, en funcién de la especie animal y
tejido diana, cuya presencia en el alimento no representa un riesgo para el consumi-
dor. Como se observa, tal concentracién poco dice respecto al efecto que estas
sustancias podrian ejercer sobre las proteinas constitutivas del alimento, tras la
exposicion a esas concentraciones.

Cuestionarnos sobre tales efectos nos condujo a cinco afos de investigaciones, en
los que desarrollamos métodos analiticos para determinacion de antibiéticos y
plaguicidas en alimentos de origen animal; y proporcionado evidencia cientifica,
basada en el uso de técnicas protedmicas (foodémica), conducentes a establecer
que concentraciones en torno al LMR de estas sustancias promueven pérdida de
solubilidad, alteracién de la digestibilidad y carbonilacién irreversible en las princi-
pales fracciones proteicas de la leche bovina (caseinas y lactosuero) y del musculo
de pollo y bovino (sarcoplasmicas y miofibrilares). En este libro recopilamos y
ampliamos aspectos fundamentales y metodolégicos de los principales hallazgos
obtenidos en nuestras investigaciones y que complementan los ya publicados en
revistas internacionales indexadas, como Foods, Food Chemistry, Data in Brief,
Science of the Total Environment (STOTEN), International Dairy Journal y Food
Analytical Methods; y diversos congresos internacionales en el érea. En su construc-
cién participaron dos de nuestros estudiantes de doctorado, sin embargo, los resul-
tados de investigacién compilados en esos cinco anos son producto del trabajo de
estudiantes del pregrado en Quimica Farmacéutica, la maestria en Ciencias Farma-
céuticas y el doctorado en Toxicologia Ambiental.
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