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Resum

Els antibiotics son substancies ampliament utilitzades en les
explotacions ramaderes per tractar, de forma terapéutica, els animals amb
malalties infeccioses. Per garantir que els productes alimentaris d’origen
animal (ous, llet i carn) no contenen concentracions d’antibidtics nocives
per a la salut humana, existeix una legislacié europea que estableix limits
maxims residuals per a les substancies farmacologicament actives en
cadascun dels aliments d’origen animal (Reglament (UE) ndm. 37/2010).
Dr’altra banda, per evitar I’us fraudulent dels antibiotics al sector ramader
s’ha creat un pla de vigilancia europeu on es descriuen els controls analitics
a realitzar (Directiva 96/23/CE). Tot i aquests controls, 1’4s fraudulent i
I’administracié involuntaria a través de la contaminacio creuada dels pinsos
representen, sens dubte, un tema d’interés pels possibles efectes negatius
gue aquesta administracié pot suposar a la fisiologia dels animals i a la

seguretat dels consumidors.

Els objectius principals d’aquest treball van ser estudiar I’efecte de
I’administracié de tilosina A i1 de doxiciclina en gallines ponedores sobre
parametres nutricionals i de composicié de 1’ou durant el tractament

antibiotic i després d’un temps de retirada.

Per aquest estudi es van seleccionar dos antibiotics bacteriostatics, la
tilosina 1 la doxiciclina. Tot 1 que I’administraci6 de tilosina A esta permesa
en gallines ponedores, la doxiciclina no (Reglament (UE) num. 37/2010).
No obstant aix0, la doxiciclina es va escollir perque esta permesa en
pollastres d’engreix i es pot produir una contaminacié creuada entre un

pinso medicat i un no medicat.
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L’administracio de la tilosina A es va dur a terme seguint les
indicacions terapeutiques del medicament en gallines ponedores, mentre
que l’administracié de doxiciclina es va dur a terme reproduint el
subministrament involuntari a causa de la contaminacio creuada entre un

pinso medicat i un de no medicat.

Cal destacar la falta d’informaci6 prévia, a nivell bibliografic, referent
als efectes de I’administraci6 de tilosina A i de doxiciclina sobre parametres
nutricionals i de composicio de I’ou de gallina. Per aquesta rad, es va incluir

a ’estudi un elevat nombre de parametres de composicié de 1’ou.

Els resultats obtinguts en aquest estudi mostren que certs components
de I’ou com les proteines, els acids grassos lliures, els fosfolipids, I’acid 5-
metiltetrahidrofolic, el retinol, la luteina, etc. no van patir canvis
significatius, respecte les mostres control, com a conseqiiencia del

tractament antibiotic administrat a les gallines ponedores.

En els rovells dels ous procedents de les gallines tractades amb tilosina
A i recollits en el mostreig previ al periode de retirada es va produir un
increment significatiu dels acids grassos totals i dels acids grassos saturats,
comparat amb les mostres control. Altrament, en els rovells dels ous
recollits després del periode de retirada hi va haver una disminucio de la
concentracio de 1’a-tocoferol i un augment en la predisposicio a I’oxidacio

lipidica (valors de TBARS), si es compara amb les mostres control.

L’administraci6é de doxiciclina va provocar un increment significatiu,
comparat amb les mostres control, de la concentracio dels acids grassos
saturats, dels monoinsaturats, dels poliinsaturats, dels acids grassos n-6, del
triglicérid POL, del colesterol i de la cantaxantina, en els rovells procedents

dels ous recollits després del periode de retirada. A més, tant en els rovells
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dels ous recollits abans com després del periode de retirada, es va observar
una disminucié significativa, respecte les mostres control, en la
concentracio de 1’a-tocoferol i un increment significatiu dels acids grassos
totals, de la relacio entre els acids grassos n-6 i n-3 i dels valors de TBARS,

comparat amb les mostres control.

L’avaluacio de les dades mitjangant 1’analisi de components principals
(PCA) va indicar que alguns constituents relacionats amb la fracci6 lipidica
del rovell de 1’ou podrien ser utilitzats com a potencials biomarcadors del
tractament amb doxiciclina. Tot i aquests resultats preliminars, que
s’haurien de confirmar amb estudis més exhaustius, sembla que aquests
biomarcadors podrien proporcionar una informacié complementaria per a
detectar practiques fraudulentes en 1’us de tilosina A i de doxiciclina en

gallines ponedores.
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Resumen

Los antibioticos son sustancias ampliamente utilizadas en las
explotaciones ganaderas para tratar, de forma terapéutica, los animales con
enfermedades infecciosas. Para garantizar que los productos alimentarios
de origen animal (huevos, leche y carne) no contengan concentraciones de
antibioticos nocivas para la salud humana, existe una legislaciéon europea
que establece limites maximos residuales para las sustancias
farmacoldgicamente activas en cada uno de los alimentos de origen animal
(Reglamento (UE) nam. 37/2010). Por otra parte, para evitar el uso
fraudulento de los antibidticos en el sector ganadero se ha creado un plan
de vigilancia europeo en el cual se describen los controles analiticos a
realizar (Directiva 96/23/CE). A pesar de estos controles, el uso fraudulento
y la administracion involuntaria mediante la contaminacion cruzada de los
piensos representan, sin duda, un tema de interés para los posibles efectos
negativos que esta administracion puede suponer a la fisiologia de los

animales y a la seguridad de los consumidores.

Los objetivos principales de este trabajo fueron estudiar el efecto de la
administracion de tilosina A y de doxiciclina en gallinas ponedoras sobre
parametros nutricionales y de composicion del huevo durante el tratamiento

antibidtico y después de un tiempo de retirada.

Para este estudio se seleccionaron dos antibidticos bacteriostaticos, la
tilosina y la doxiciclina. Aunque la administracion de tilosina A esta
permitida en gallinas ponedoras, la doxiciclina no (Reglamento (UE) nam.
37/2010). No obstante, la doxiciclina se escogio porque esta permitida en
pollos de engorde y se puede producir una contaminacion cruzada ente un

pienso medicado y uno de no medicado.
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La administracién de la tilosina A se realizé mediante las indicaciones
terapéuticas del medicamento en gallinas ponedoras, mientras que la
administracion de doxiciclina se produjo reproduciendo el suministro
involuntario a causa de la contaminacidn cruzada entre un pienso medicado

y uno de no medicado.

Cabe sefalar la falta de informacion previa, a nivel bibliografico,
referente a los efectos de la administracion de tilosina A y de doxiciclina
sobre parametros nutricionales y de composicién del huevo de gallina. Por
esta razdn, en el estudio se incluyeron un elevado nimero de parametros de

composicion del huevo.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que ciertos
componentes del huevo como las proteinas, los acidos grasos libres, los
fosfolipidos, el acido 5-metiltetrahidrofolico, el retinol, la luteina, etc. no
sufrieron cambios significativos, respecto a las muestras control, como
consecuencia del tratamiento antibidtico administrado a las gallinas

ponedoras.

En las yemas de los huevos procedentes de las gallinas tratadas con
tilosina A y recogidas en el muestreo previo al periodo de retirada se
produjo un incremento significativo de los acidos grasos totales y de los
acidos grasos saturados, comparado con las muestras control. Al mismo
tiempo, en las yemas de los huevos recogidos despuées del periodo de
retirada hubo una disminucién de la concentracion del a-tocoferol y un
aumento en la predisposicion a la oxidacion lipidica (valores de TBARS),

si se compara con las muestras control.

La administracion de doxiciclina provocé un incremento significativo,

comparado con las muestras control, de la concentracion de los &cidos
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grasos saturados, de los monoinsaturados, de los poliinsaturados, de los
acidos grasos n-6, del triglicérido POL, del colesterol y de la cantaxantina,
en las yemas procedentes de los huevos recogidos después del periodo de
retirada. Ademas, tanto en las yemas de los huevos recogidos antes como
después del periodo de retirada, se observo una disminucion significativa,
respecto las muestras control, de la concentracion del a-tocoferol y un
incremento significativo de los acidos grasos totales, de la relacion entre los
acidos grasos n-6 y n-3 y de los valores de TBARS, comparado con las

muestras control.

La evaluacion de los datos mediante el analisis de componentes
principales (PCA) indicoé que algunos constituyentes relacionados con la
fraccion lipidica de la yema de huevo podrian ser utilizados como
potenciales biomarcadores del tratamiento con doxiciclina. Segun estos
resultados preliminares, aunque se tendrian que confirmar con estudios mas
exhaustivos, parece que estos biomarcadores podrian proporcionar una
informacion complementaria para detectar practicas fraudulentas con el uso

de tilosina Ay de doxiciclina en gallinas ponedoras.
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Abstract

Antibiotics are widely used in farms to therapeutically treat animals
with infectious diseases. A European legislation which establishes
Maximum Residue Limits for pharmacologically active substances in food
from animal origin (Regulation (EU) No 37/2010) was promulgated to
guarantee that foodstuffs of animal origin (eggs, milk and meat) don’t

contain harmful concentrations of antibiotics for the human health.

Furthermore, a European residue monitoring plan which establishes the
control measures to be applied has been designed to avoid fraudulent
antibiotics use in animal farms (Directive 96/23/EC). However, fraudulent
use and involuntary administration as a consequence of cross contamination
from feed are important topics due to possible negative effects that this

administration can cause to the animals’ physiology and consumers’ safety.

The aim of the present work was to study the effects of tylosin A and
doxycycline administration to laying hens on egg nutritional and
compositional parameters during antibiotic treatment and after a withdrawal

period.

For this work, two bacteriostatic antibiotics were used, tylosin A and
doxycycline. Although tylosin A administration is allowed in laying hens,
doxycycline is banned (Regulation (EU) No 37/2010). However,
doxycycline was selected because it is authorized for use in poultry and

there could be cross contamination from medicated to unmedicated feed.

Tylosin A administration was performed to laying hens following
therapeutic recommendations, whereas the administration of doxycycline
was performed as an involuntary administration as a consequence of cross

contamination from medicated feed to unmedicated feed.
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It’s worth mentioning the lack of scientific literature, regarding the
effects of tylosin A and doxycycline administration to laying hens on egg
nutritional and compositional parameters. For this reason, a high number of

egg compositional parameters were included in the study.

The results obtained in this work showed that some components of egg
such as proteins, free fatty acids, phospholipids, 5-metiltetrahidrofolate
acid, retinol, lutein, among others, weren’t affected by antibiotic treatment

in comparison to control samples.

Yolks from laying hens treated with tylosin A and collected before the
withdrawal period suffered a significant increment of total fatty acids and
saturated fatty acids, if compared with control samples. Moreover, in egg
yolks collected after the withdrawal period, a-tocopherol content decreased
and TBARS values increased, which raised the sensitivity of lipid oxidation,

if compared to the control samples.

Doxycycline administration caused a significant increment, if
compared to the control samples, of the levels of saturated,
monounsaturated, polyunsaturated, n-6 fatty acids, triacylglycerol POL,
cholesterol and canthaxanthin, in the egg yolks collected after the
withdrawal period. Moreover, in egg yolks collected before and after the
withdrawal period, a-tocopherol content was reduced, in comparison to
control samples, and total fatty acids, the ratio n-6 / n-3 fatty acids and

TBARS values increased, if compared to the control samples.

The evaluation of the principal component analysis (PCA) showed that
some egg yolk components related to the lipid fraction could be used as
potential biomarkers of doxycycline treatment. In spite of these preliminary

results which should be confirmed with exhaustive studies, these
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biomarkers could provide complementary information to detect fraudulent

practice on tylosin A and doxycycline administration to laying hens.
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1. INTRODUCCIO



1.Introduccié

1.1 L’OU

L’ou és un ingredient basic i habitual en ’alimentacié humana que
posseeix un alt contingut en nutrients. Al ser un aliment facilment digerible,
molt versatil gastronomicament i poc caloric, és molt recomanable
incloure’l a qualsevol dieta, inclus en ancians, infants, vegetarians, gestants
0 malalts. A més, ’ou té una gran capacitat saciable sent un aliment

d’interes en les dietes preparades per perdre pes.

1.1.1 Formacio de I’ou de gallina

La formaci6 de I’ou és un procés complex que requereix una bona
alimentacid, un bon confort ambiental i un bon estat sanitari de la gallina.
Qualsevol situacid que alteri aquestes condicions provocara un descens de

la produccio i de la qualitat de I’ou.

El procés de formacid de I’ou esta regulat per diverses hormones
(estrogens, androgens i progesterona) que se sintetitzen a 1’ovari, pero que

estan controlades per la hipofisis.

Des que la gallina neix, els rovells van patint diferents fases de
creixement fins que arriben a fer uns 35 mm de diametre (20 grams). Durant
aquest creixement es van dipositant capes de rovell, una sobre les altres, que
s’uneixen mitjangant una membrana trilaminar. També té lloc 1’acumulacid
de nutrients com ara lipids, lipoproteines, pigments i minerals. L’origen
d’aquests nutrients pot ser la ingesta a través de I’alimentacio6 o la sintesis
endogena. La majoria dels compostos d’origen endogen es formen al fetge,
on D’activitat lipogénica es multiplica per 10 quan la gallina arriba a la

maduresa sexual, i son transportats fins al rovell mitjancant el reg sanguini



1.Introducci6

(Barroeta, 2002; Perry & Gibert, 1985). Dins 1’ovari hi solen haver vuit
rovells en 1’Gltima fase de creixement que es troben desfasats un dia, per

permetre que la gallina pugui pondre un ou diari (Sauveur, 1993 a).

Després que el rovell hagi arribat a les condicions optimes per a
I’ovulacio, la membrana fol-licular es trenca i el rovell s’allibera de 1’ovari
per iniciar el seu recorregut per I’oviducte. Aquest conducte esta dividit en

cinc zones (Instituto de Estudios del Huevo, 2009):

e Elinfundibul: el rovell es recobreix per la membrana vitel-lina i és aqui

on es pot produir la fecundacio6 de 1’ou.
e El magne: es diposita una capa de clara densa i molt concentrada.
e L’istme: formacio de les membranes testacies.
e L’uter: hidrataci6 de la clara i formacié de la closca.
e Lavagina: posta de I’ou.

Les proteines que es localitzen a la clara, es formen i es segreguen en
el magne, a diferéncia de les que constitueixen el rovell que es sintetitzen al
fetge (Barroeta, 2002).

1.1.2 Valor nutritiu de I’ou de gallina

La composici6 proteica de I’ou és considerada d’elevat valor biologic
ja que conté una gran quantitat d’aminoacids essencials molt importants per
la salut humana. Les proteines de 1’ou es troben repartides entre la clara
(11 %) i el rovell (16 %).
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A I’ou també s’hi troben quantitats abundants de vitamines, ja siguin
liposolubles o hidrosolubles. Les liposolubles (A, E, D, K) es troben
exclusivament en el rovell, en canvi les hidrosolubles (grup de les
vitamines B) es troben repartides entre el rovell i la clara de I’ou.
L’aportacié de vitamina D és molt valuosa ja que és una vitamina poc
present a la majoria dels aliments (Barroeta, 2008; Instituto de Estudios del
Huevo, 2009; Li-Chan et al., 1995; Li-Chan & Kim, 2008; Ortega, 2002;
Sauveur, 1993 b).

El color del rovell de I’ou ve determinat per la composicié i la
concentracio de carotenoides, basicament per la luteina i la zeaxantina. Com
a consequéncia de que la gallina no pot sintetitzar aquests compostos, el seu

contingut i la seva composicio en 1’ou dependra de la seva dieta.

L’ou és una font important de seleni assimilable. Aquest oligoelement
és un antioxidant que té efectes beneficiosos sobre la salut humana, ja que
se 1’ha vinculat amb la prevencié d’alguns cancers i de 1’estrés oxidatiu
(Tortuero, 2002). A més d’aquest mineral, I’ou també conté fosfor, potassi,

ferro, calci i zinc.

La fraccid lipidica de 1’ou es concentra principalment en el rovell
(26 %) i esta formada, majoritariament, per triglicérids (66 %), fosfolipids
(28 %) i colesterol (4-5 %). Els acids grassos que predominen son els
insaturats, ja siguin monoinsaturats (38-49 %) o poliinsaturats (18-20 %),
respecte dels saturats (32-35 %) (Cherian et al., 2002; Simcic et al., 2011;
Szymczyk & Pisulewski, 2003). L’ou també conté una gran quantitat de
fosfatidilcolina que aporta colina a I’organisme (Zeisel & Da Costa, 2009;
Zeisel et al., 1995).
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La composicio nutricional de I’ou depén de 1’espécie, de I’edat i de la
dieta de la gallina. El pinso de les gallines ponedores esta compost per una
barreja de cereals (blat de moro, blat, ordi, etc.) i additius. Sovint, les dietes
son adaptades a I’edat i a les necessitats de la gallina (Instituto de Estudios
del Huevo, 2009; Sauveur, 1993 c; Watkins, 1995).

Des de fa uns anys, la poblacié té molt en compte els aspectes
nutricionals dels aliments juntament amb els seus efectes sobre la salut
humana. Per aquest motiu, s’han realitzat estudis on a través de la nutricid
animal s’ha millorat la qualitat nutricional de 1’ou, sense perjudicar el
benestar de les gallines ponedores ni la produccido d’ous. Per exemple,
alguns treballs van observar un augment de la concentracio6 de folats en el
rovell de I’ou quan el pinso era enriquit amb acid folic, encara que al
addicionar més de 4 mg d’acid folic/kg de pinso la concentracio de folats
en I’ou gairebé no augmentava (Hebert et al., 2005; House et al., 2002).
D’altres autors han augmentat la concentracié dels acids grassos omega 3 1
omega 6 mitjangant I’addicié d’olis vegetal o de peix en el pinso. El fet
d’enriquir els ous amb acids grassos poliinsaturats provoca que siguin més
facilment oxidables 1 és per aquest motiu que I’enriquiment ha d’anar
acompanyat d’un suplement alimentari antioxidant com 1’a-tocoferol, I’acid
gal-lic, el seleni, entre d’altres (Cherian et al., 2007; Galobart et al., 2001 a;
Grune et al., 2001; Jung et al., 2011; Ren et al., 2013). D’altra banda, per
incrementar el contingut de carotenoides, de retinol i d’a-tocoferol en el
rovell de 1’ou, es poden enriquir els pinsos amb luteina, acetat de retinol,
acetat d’a-tocoferol, entre d’altres o bé amb productes naturals com les
pastanagues, les tomates i la userda (Hammershoj et al., 2010; Karadas et
al., 2006; Leeson & Caston, 2004; Mohiti-Asli et al., 2008; Mori et al.,
2003; Surai et al., 1998).
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1.1.3 Produccié i consum d’ous de gallina

L’any 2012 la produccié mundial d’ous va ser de 66.372.549 tones, de
les quals el principal pais productor va ser la Xina (37 %) seguit dels Estats
Units (8 %). Dins la Uni6 Europea, els principals paisos productors van ser
Franga i Alemanya amb un 13,4 % i un 12,3 %, respectivament. A Espanya,
les comunitats autonomes amb una major produccio, durant I’any 2013, van
ser Castella La Manxa (26,2 %) seguida per Castellai Lled (17,2 %), mentre
que a Catalunya la provincia on es van produir més ous de gallina pel
consum huma va ser Lleida (44 %). L’any 2013 Espanya va produir 805.000
tones d’ous, de les quals se’n van exportar 141.741 tones a la Uni6 Europea,
majoritariament a Franga, Italia, Portugal i el Regne Unit, i 12.527 tones a
altres paisos extracomunitaris com Angola, Mauritania i Libia. D’altra
banda, 1’any 2013 es van importar a Espanya 39.922 tones provinents de la
Unié Europea i 775 d’altres paisos extracomunitaris (Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2014 a; IDESCAT, 2014;
FAOSTAT database, 2014).

Referent a 1I’Gs final dels ous produits a Espanya, les dades mostren que
principalment la producci6 interna va destinada al consum huma (95,6 %),
pero també n’hi ha una part que es destina a la incubacio (3,6 %) i una altra
a usos industrials (0,8 %) (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente, 2014 a).

1.1.4 Comercialitzacié dels ous de gallina

La comercialitzacid dels ous esta regulada per una legislacié comuna a
tota la Uni6 Europea que defineix les caracteristiques de la cria de les

gallines ponedores, les condicions que han de complir els ous per ser aptes
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pel consum huma, les condicions d’emmagatzematge, transport i
etiquetatge, les condicions d’exportacions, les retribucions, entre d’altres
(Reglament (CE) nam. 1234/2007 del Consell; Reglament (CE) num.
589/2008 de la Comissid; Directiva 2002/4/CE de la Comissid).
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1.2 ANTIBIOTICS

A les explotacions ramaderes els antibiotics veterinaris sén ampliament
utilitzats de forma terapéutica per tractar els animals de malalties

infeccioses.

Per evitar I’Gs fraudulent dels antibiotics existeix una legislacio
harmonitzada dins la Uni6 Europea on s’estableixen procediments

comunitaris sobre ’autoritzacié i el control dels medicaments veterinaris.

A la Directiva 2001/82/CE del Parlament Europeu i del Consell i en el
Reglament (CE) nim. 726/2004 del Parlament Europeu i del Consell s’han
fixat els protocols a seguir i la documentacié a presentar per obtenir
’autoritzacié per fabricar, comercialitzar i emmagatzemar medicaments

veterinaris.

Per garantir que els productes alimentaris d’origen animal (ous, llet i
carn) no contenen concentracions d’antibiotics nocives per a la salut
humana, el Reglament (UE) nim. 37/2010 de la Comissié estableix uns
limits maxims residuals, LMR, per a les substancies farmacologicament
actives o pels seus metabolits. EIs LMR es fixen per a cada residu marcador,
tenint en compte 1’especie animal 1 el teixit diana. Per exemple, la tilosina
té com a residu marcador la tilosina A, amb un LMR de 200 pg/kg en ou de
gallina i un de 50 pg/kg en llet de vaca.

Després d’un tractament farmacologic els animals s’han de sotmetre a
un periode de retirada. Aquest periode és definit a la Directiva 2001/82/CE
com el temps que ha de transcorre des de 1’Gltima dosis de farmac
administrada al animal fins que la concentracié d’antibiotic és inferior al
LMR. A partir d’aquest moment, tant 1’animal com els productes

alimentaris que se’n deriven es podran utilitzar pel consum huma. Aquest
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temps d’espera es determina en funcid de la farmacocinética del farmac a
I’espécie animal 0 al teixit diana d’estudi. Com més rapid s’climini el

medicament de I’animal, més curt sera el temps de retirada.

Qualsevol medicament veterinari que contingui una substancia
farmacologicament activa que no es trobi mencionada en el quadre de
substancies autoritzades de 1’annex del Reglament (UE) nium. 37/2010 no
estara permes dins la Comunitat Europea.

1.2.1 Conseqiiéncies de la utilitzacio d’antibiotics en
sanitat animal

Els ramaders subministren antibiotics als animals malalts per evitar
perdues economiques causades per la mort d’aquests. Administrar un
antibiotic a un animal no ¢és un fet aillat, sin6 que se’n desencadenen una
serie de consequiencies ja que una part del farmac s’acumula als teixits de

I’animal, mentre que una altra part és excretada per la orina i/o les femtes.

1.2.1.1 Residus a la cadena alimentaria

Quan s’administra un antibiotic a un animal d’abast, la substancia
farmacologica activa o algun dels seus metabolits es pot acumular en els
teixits, la llet i els ous. Es per aix0 que la Comissié Europea, mitjancant els
LMR i els temps de retirada, vetlla per evitar que productes d’origen animal
continguin residus d’antibiotics no permesos o amb concentracions
superiors al LMR. Aliments amb nivells d’antibiotic superiors al LMR
poden provocar reaccions al-lérgiques a persones hipersensibles, efectes

cronics a causa de 1’exposicié continuada a dosis baixes d’antibiotic, aixi
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com el desenvolupament de bacteris resistents als antibiotics (Passantino &
Russo, 2008).

1.2.1.2 Resisténcia bacteriana

La resisténcia bacteriana és un mecanisme en el qual una soca
bacteriana perd la sensibilitat a un determinat antibiotic que abans era eficac
contra aquesta. La problematica vers la resistencia bacteriana es va iniciar
el 1960 quan el Comite Swann va observar que els microorganismes
d’origen animal resistents als antimicrobians es podien transmetre a
I’organisme huma, la qual cosa podia crear un risc per a la societat (Barton,
2000; Swann, 1969). Alguns dels microorganismes que han desenvolupat
resistencia son Escherichia coli, Salmonella, Campylobacter, Enterococcus

i Staphylococcus (McDermott et al., 2002).

La transferéncia de la resisténcia bacteriana es pot realitzar a través de
la ingesta d’aliments d’origen animal, de I’aigua de beguda, per contacte
directe 0 a través del medi ambient. Quan es consumeix un aliment
contaminat amb bacteris resistents, aquests es poden allotjar a I’intesti de
les persones i transferir els gens vinculats a la resisténcia contra els
antibiotics a altres bacteris o patogens de 1’organisme huma (Aarestrup et
al., 2008; European Food Safety Authority, 2010; Nunnery et al., 2006).

Fins fa uns anys, les explotacions ramaderes administraven els
antibiotics a dosis sub-terapéutiques per prevenir malalties infeccioses i per
reduir el temps de creixement dels animals. No obstant aixo, per disminuir
el desenvolupament de la resistencia bacteriana la Uni6 Europea va prohibir
la utilitzacio dels antimicrobians com a additius en alimentacié animal i

com a promotors del creixement (Reglament (CE) num. 1831/2003 del

10
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Parlament Europeu i del Consell). Actualment només es poden utilitzar per
a fins terapeutics. A més, la Unié Europea va aprovar la Directiva
2003/99/CE del Parlament Europeu i del Consell sobre la vigilancia de la
zoonosi i dels agents zoonotics per assegurar el control de la resistencia
associada als antimicrobians, aixi com els brots de malalties transmeses a
través dels aliments. D’aquesta manera, poden avaluar les tendencies i les

fonts pertinents.

D’altra banda, en un estudi anomenat DANMAP 2001, que es va
realitzar a Dinamarca un any més tard de la prohibicio dels antimicrobians
com a promotors del creixement, es va observar que Salmonella spp. havia
augmentat la seva resisténcia vers les tetraciclines i les sulfonamides. Una
possible explicacio pot ser que abans del Reglament (CE) nim. 1831/2003
els ramaders administraven antibiotics a dosis sub-terapéutiques per evitar
malalties infeccioses als animals de 1’explotacié en canvi, actualment
s’inicia el tractament farmacologic quan s’ha diagnosticat la malaltia
infecciosa i s’administren dosis terapéutiques. Si en una explotacid el
nombre de malalties infeccioses és abundant hi haura un increment en les
dosis d’antibiotic administrades, la qual cosa pot provocar un augment de

la resisténcia bacteriana.

1.2.1.3 Afectacio dels processos tecnologics

La presencia d’antibiotics en materies primeres, d’origen animal,
utilitzades en processos tecnologics poden provocar dificultats en el
desenvolupament dels microorganismes en els aliments fermentats. Un dels

casos més estudiats és la inhibicié o 1’alteraci6 dels cultius iniciadors de les

11
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fermentacions en I’elaboracié del iogurt i/o del formatge (Cogan, 1972;
Grunwald & Petz, 2003; Kjeldgaard et al., 2012).

1.2.1.4 Introduccié al medi ambient

Quan un animal es sotmet a un tractament antibiotic, una part del
medicament és adsorbit pel seu intesti, pero un percentatge de la dosis
administrada és excretat per la orina i les femtes, ja sigui en forma del
compost inicial o d’un metabolit (Kim et al., 2011; Sarmah et al., 2006;
Thiele-Bruhn, 2003).

Existeixen diverses vies per on els residus farmacologics poden arribar
al medi ambient. D’una banda, la orina juntament amb els excrements dels
animals poden ser utilitzats com a adob en les plantacions agricoles. Si
aquests fems estan contaminats amb residus farmacologics poden
contaminar el sol on s’han abocat i a la vegada les plantes cultivades (Aust
et al., 2008; Boxall et al., 2006; Kumar et al., 2005 a; Szatmari et al., 2011).
Per reduir la concentracié d’antibiotics en fems es poden utilitzar técniques
com el compostatge, la fermentacid, sistemes anaerobics o aerobics que
treballen en medi biotic o abiotic, etc., segons el tipus d’antibiotic que s hagi
d’eliminar (Dolliver et al., 2008; Kolz et al., 2005; Motoyama et al., 2011).

Quan plou o es reguen els conreus que han estat fertilitzats amb fems
contaminats, les restes d’antibiotics es poden filtrar i ser transportades fins
a aigues subterranies o superficials que poden anar a desembocar en rius,
Ilacs 0 mars, pero també poden contaminar sediments i aquifers (Blackwell
et al., 2009; Kay et al., 2005; Kumar et al., 2005 b).

12
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Una de les problematiques de que els residus antibiotics arribin al medi
ambient és que poden provocar que els microorganismes desenvolupin
resistencia vers aquests medicaments i afectar la salut humana i la dels
animals (Hoa et al., 2011; Kemper, 2008).

1.2.2 Control dels antibiotics

Per evitar 1’Gs fraudulent d’antibiotics al sector ramader €s necessari
realitzar controls analitics sobre un determinat nombre de mostres i aixi
poder garantir que els productes alimentaris d’origen animal que arriben als
consumidors no presenten contaminacions de residus de medicaments
veterinaris. El Consell Europeu va aprovar la Directiva 96/23/CE del
Consell on obliga a cada Estat membre a elaborar i a executar un pla de
vigilancia per a la deteccié de les substancies i dels residus de medicaments
veterinaris anomenats a I’annex I de la Directiva. Aquest pla de vigilancia
s’aplica en animals vius, en els seus excrements i liquids biologics, en
pinsos i en aigua de beguda, aixi com en els teixits i en els productes derivats
dels animals destinats al consum huma. A I’annex II d’aquesta Directiva es
descriuen les families de compostos que cal fer un seguiment en les mostres

d’ous de gallina (taula 1).

Per a dur a terme 1’execucio del pla de vigilancia, dins de cada Estat
membre s ha creat un organ de coordinaci6 per reunir i transmetre les dades
i els resultats obtinguts en el pla de vigilancia a la Comissié Europea, aixi
com vetllar pel compliment i la millora de I’eficacia del pla. A I’Estat
Espanyol aquest pla de vigilancia s’anomena Plan Nacional de

Investigacion de Residuos.

13
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Taula 1 Grups de compostos que cal controlar en les mostres d’ou de gallina, segons 1’annex I i II
de la Directiva 96/23/CE del Consell Europeu.

Grup A: Substancies amb efecte anabolitzant i substancies no autoritzades.

Grup A6: Substancies incloses a ’annex IV del Reglament (CEE) naim.
2377/90 del Consell.

Grup B: Medicaments veterinaris® i contaminants.
Grup B1: Substancies antibacterianes, incloses les sulfamides i les quinolones.

Grup B2: Altres medicaments veterinaris.

Grup B2b: Anticoccidians, inclosos els nitroimidazols.

Grup B3: Altres substancies i contaminants mediambientals.
Grup B3a: Compostos organoclorats, inclosos els PCB (Bifenils

Policlorats).

Els animals i els productes destinats al consum huma que provenen de
paisos tercers tambe seran objecte de controls rutinaris per assegurar que no
s’hagin utilitzat substancies no autoritzades o que se superin els limits

maxims residuals permesos.

Anualment la Comissié Europea crea un document on es recullen totes
les dades i resultats dels plans de vigilancia enviats per cada Estat membre.
En aquest document es contemplen les mostres i els resultats no conformes
obtinguts en productes d’origen animal. Segons aquest document, I’any
2012 es van produir 6.070.174 tones d’ous de gallina dins la Uni6 Europea,
dels quals se’n van analitzar 12.596, és a dir, 2,1 mostres per cada 1.000
tones. Després de realitzar les analisis es van detectar un 0,18 % de mostres
no conformes, de les quals el 57 %, el 26 % i el 17 % contenien substancies

del grup B2b, B3a i B1, respectivament (European Commission 2012).

Y Incloses les substancies no registrades que podrien utilitzar-se a efectes veterinaris.
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Els resultats observats en les memaries anuals que va realitzar la Unid
Europea durant els anys 2007, 2008, 2009, 2011 i 2012 mostren que la
majoria de mostres no conformes en ous de gallina pertanyen al grup B2 i
en menys quantitat al grup B3a (European Commission 2008, 2010 a, 2010
b, 2011, 2012, 2013). Aquest fet pot ser a causa que els coccidiostatics estan
permesos com a additius en pinsos de pollastres d’engreix, mentre que estan
prohibits en els destinats a gallines ponedores (Comunicacio de la Comissid
2004/C 50/01). Per tant, pot apareixer una contaminacié creuada entre els

pinsos utilitzats pels pollastres i les gallines ponedores.

El Ministeri d’Agricultura, Alimentacié i Medi Ambient de 1’Estat
Espanyol i I’Agéncia de Salut Publica de Catalunya també realitzen un
informe anual amb els resultats obtinguts en els plans de vigilancia de
residus. A 1I’Estat Espanyol I’any 2014 es van analitzar 770 mostres d’ous
de gallina, de les quals no es va trobar cap mostra no conforme (Ministerio
de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2014 b). Respecte a
Catalunya, 1’any 2013 es van analitzar 103 mostres d’ous de gallina de les
quals es va detectar un 1,0 % de mostres no conformes, corresponents al
grup B1 (Generalitat de Catalunya, 2014).

Els métodes utilitzats per a I’analisi de mostres oficials han de ser
meétodes de referencia o métodes validats segons la Decisié de la Comissid
2002/657/CE. Els laboratoris nacionals de rutina treballen amb una gran
quantitat de mostres 1 una gran varietat d’analits que sovint han de ser
analitzats en un breu periode de temps. A causa d’aquests requeriments, les
mostres s’analitzen mitjancant un meétode de cribratge, que permet
discriminar les mostres negatives de les que presenten un possible resultat

positiu, i nomeés les possibles mostres no conformes son analitzades amb un
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metode confirmatori. Les mostres sén no conformes quan 1’analisi

confirmatori ho corrobora.

1.2.3 Contaminacio creuada entre pinsos

Les industries dedicades a la fabricacio de pinsos solen utilitzar la
mateixa linia de produccid per elaborar-ne de diferents tipus. Treballar
d’aquesta manera pot provocar que restes de substancies usades en un pinso
quedin dins el sistema de produccio i es transfereixin en els primers lots del
seguent producte fabricat. Aquest fenomen s’anomena contaminacid
creuada i és complicat evitar-lo. Un dels principals problemes d’aquesta
transferencia apareix quan els pinsos no medicats contenen traces de
substancies farmacologicament actives, ja que la seva fabricacié s’ha
realitzat després de 1’elaboracié d’un pinso medicat (pinso prescrit per un
veterinari que conte una substancia farmacologicament activa, utilitzat amb
finalitats terapeutiques) o d’un pinso que conté additius del tipus
coccidiostatics i histomonostats (avui en dia son les Unigques substancies
farmacologicament actives permeses com a additius en alimentaci6 animal)
(Reglament (CE) ndm. 1831/2003). A la Directiva 2002/32/CE del
Parlament Europeu i del Consell, s’estableixen els limits maxims
inevitables de coccidiostatics i histomonostats en pinsos com a
conseqiiencia de la contaminacié creuada. Aquesta contaminacio, a part de
produir-se en la linia de produccié també es pot dur a terme en el processat,
I’emmagatzematge i el transport dels pinsos (Reglament (CE) ndm.
124/2009 de la Comissio).

A causa de la contaminacio creuada, animals destinats a 1’elaboracio de

productes alimentaris pel consum huma poden estar contaminats sense que
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el ramader en tingui constancia i provocar que es comercialitzin aliments
com carn, llet i ous amb traces de residus de medicaments o0 amb substancies

no permeses en aquestes matrius (Kennedy et al., 1996).

Vandenberg, Delezie, Delahaut et al. (2012 a) i Vandenberg, Delezie,
Huyghebaert et al. (2012 b) van comprovar que si s’administrava una dosis
de tilosina A i de doxiciclina a les gallines ponedores, corresponent a la
concentracio de contaminacio creuada del 2,5 %, 5 % i 10 %, la tilosina A
no es detectava en els ous mentre que la doxiciclina es va detectar tant a la
clara com al rovell de I’ou al cap de 13 dies de tractament. Aixi doncs,
segons les propietats i la farmacocinetica de cada substancia, aquestes
molécules es retindran més o menys en les linies de produccid i s’eliminaran
més o menys facilment dels teixits dels animals. Tot i aix0, segons la Uni6
Europea els efectes que els aliments contaminats poden provocar a la
poblacio a causa de la contaminacio creuada entre pinsos, son practicament
nuls (Reglament (CE) nim. 124/2009).

Per minimitzar la contaminacié creuada entre pinsos es podrien
realitzar algunes accions com netejar el sistema, elaborar primer els pinsos
amb concentracié més elevada de medicament i acabar amb la produccié
dels pinsos de més baixa concentracid de medicament o utilitzar una
substancia que no contingui additius per adsorbir les restes de residus que
queden al sistema de produccioé abans de la nova elaboraci6 (Borras et al.,
2011).

1.2.4 Antibiotics utilitzats en aquest estudi

Els antibiotics utilitzats en aquest estudi han estat la tilosina i la

doxiciclina.
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1.2.4.1 Tilosina

La tilosina és un antibiotic que pertany a la familia dels macrolids,
produida pel bacteri Streptomyces fradiae. Va ser descoberta I’any 1960 en

un sol de Tailandia per McGuire i els seus companys (McGuire et al., 1961).

La seva estructura quimica consta d’un anell de lactona format per 16
atoms de carboni, on a la posici6 5 hi ha un disacarid compost per una unitat
de micaminosa i una altra de micarosa, mentre que a la posicié 14 hi ha un
monosacarid, la micinosa (figura 1). La seva formula molecular és
CasH77NO17 amb una massa molecular de 916,1 g/mol. D’altra banda, la
tilosina és una base debil, pKa = 7,7, amb caracter liposoluble. La seva
estabilitat es troba entre pH 4-9 (Burrows, 1980; Lewicki, 2006; McFarland
et al, 1997).

Aquest antibiotic esta format per quatre formes diferents de les quals el
component principal i el de major activitat és la tilosina A (tilosina). La
resta de formes son la tilosina B (desmicosina), la tilosina C (macrocina) i
la tilosina D (relomicina), amb una activitat microbiologica respecte la
tilosina A del 83 %, 75 % 1 35 %, respectivament (Teeter & Meyerhoff,
2003). A causa que la tilosina A té una activitat microbiologica major que
les altres formes, el Comite de Medicaments Veterinaris va determinar la
tilosina A com a marcador de la tilosina (EMEA/MRL/205/97-FINAL,
1997).

A part dels quatre compostos que formen la tilosina, s’han trobat
impureses relacionades amb la seva sintesi, mitjancant la fermentacio, com
la 5-O-micaminosiltilonolide, la demicinosiltilosina, la lactenocina, la
20-dihidrotilosina B. A més, segons les condicions en qué es troba la

tilosina A poden afavorir-se processos de degradacid. Per exemple, en
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solucions acides i sota els efectes de la llum augmenta la formacié de
tilosina B, en condicions neutres i basiques es forma la tilosina A aldol,
mentre que la fotodegradacio pot formar compostos com la isotilosina.
També es coneix un metabolit anomenat dihidrodesmicosina (Ashenafi et

al, 2011; Chopra et al., 2013; Hu & Coats, 2007; Paesen et al., 1995 a;
Paesen et al., 1995 b).

N(CH,),
plle= e
HO
0 CH,
OR, OCH,
CH,
HO
o OH
. CH
Micarosa ’
Compost R1 R2 R3
Tilosina A - CHO - CH3 Micarosa
Tilosina B - CHO - CH3 -H
Tilosina C - CHO -H Micarosa
Tilosina D - CH,OH - CHs3 Micarosa

Figura 1 Estructura de les formes de la tilosina.

La tilosina és un antibiotic bacteriostatic que presenta activitat contra
bacteris gram-positius i gram-negatius i contra micoplasmes. Aquest

antibiotic inhibeix la peptidil transferasa i la sintesi de proteines mitjancant
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la seva uni6 amb la subunitat 50S del ribosoma del bacteri. La inhibicio de
la peptidil transferasa és a causa de ’estructura quimica de la tilosina ja que
alaposicio 5 de I’anell de 16 carbonis hi ha un disacarid que conté micarosa
(Lewicki, 2006; Poehlsgaard & Douthwaite, 2005; Poulsen et al., 2000;
TOXNET data base, 2014, CASRN: 1401-69-0).

Avui en dia, aquest antibiotic s’utilitza per a usos veterinaris amb
finalitats terapéutiques. La seva administracio esta permesa en gallines
ponedores i s’usa contra la sinovitis infecciosa, 1’enteritis necrotica i
algunes malalties respiratories. En el cas dels ous de gallina es va establir
un LMR =200 pg/kg (EMEA/MRL/732/00-FINAL, 2000; Reglament (CE)
nam. 37/2010).

1.2.4.2 Doxiciclina

La doxiciclina és un antibiotic que pertany a la familia de les
tetraciclines. A diferéncia de la clortetraciclina, de 1’oxitetraciclina i de la
tetraciclina que es sintetitzen en els bacteris Streptomyces eureofaciens,
Streptomyces rimosus i Streptomyces aureofaciens, respectivament, la
doxiciclina és semisintética. A la bibliografia existeixen diversos estudis
sobre la seva sintesi (Charest et al., 2005; Myers et al., 2010; Sun et al.,
2008).

L’estructura de la doxiciclina (figura 2) és molt semblant a I’estructura
de la tetraciclina, la qual esta formada per quatre anells de 6 carbonis en
linia. La principal diferéncia entre els dos antibiotics és que la doxiciclina
no té el grup hidroxil al carboni 6 de I’anell C, sin6 que el té en el carboni
5 de I’anell B. Les tetraciclines que no tenen el grup hidroxil al carboni 6

de I'anell C s’anomenen 6-deoxytetraciclines i son més resistents a la
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degradaci6. A més, la doxiciclina presenta un major caracter lipofilic
respecte la tetraciclina (Botsoglou & Fletouris, 2001; Charest et al., 2005).
Una altra diferéncia entre la doxiciclina i la tetraciclina, la clortetraciclina i
I’oxitetraciclina és que la doxiciclina no presenta reaccions d’epimeritzacio

(EMEA/MRL/270/97-Final, 1997).

| L o
AT = gy 5 ~ 4 ’
8 3|
D C B A
2 2]
10 ‘11/ 12 ; 1 ? CONH
ooH ] 2
OH o OH

Figura 2 Estructura de la doxiciclina.

Les tetraciclines sobn compostos amfoters que poden reaccionar amb
acids o bases. Els seus valors de pKa son: pKawy = 3,0 associat a la
desprotonacié del grup hidroxil del carboni 3 (figura 3, requadre blau);
pKagp) = 8,0 vinculat al grup hidroxil del carboni 12 (figura 3, requadre
verd); pKag) = 9,2 associat amb el grup dimetilamoni del carboni 4 (figura
3, requadre vermell). Aquests antibiotics son zwitterions, ja que només es
troben en estat neutre quan la suma de les carregues eléctriques és zero
(Anderson et al., 2005; Sanli et al., 2009).
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Figura 3 Estructura de la doxiciclina on s’hi representen els grups funcionals dels seus pKa.

La doxiciclina, com la resta de tetraciclines, és un antibiotic
bacteriostatic que presenta activitat contra bacteris gram-positius i gram-
negatius, contra micoplasmes, contra clamidies, contra rickettsies i contra
espiroquetes. Aquest antibiotic inhibeix la sintesi de proteines mitjancant la
seva unié amb la subunitat 30S del ribosoma del bacteri, ja que evita
I’acoblament de 1’aminoacil-tRNA amb el lloc adequat del ribosoma
(Chopra, 1994; Chopra & Roberts, 2001).

Avui en dia, aquest antibiotic s’utilitza per a usos veterinaris amb
finalitats  terapéutiques, basicament contra malalties infeccioses
respiratories. La seva administracio no esta permesa en gallines ponedores
pero al estar permesa en pollastres es podrien detectar casos de
contaminacio creuada entre els pinsos medicats i no medicats (Reglament
(UE) nim. 37/2010).
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1.2.5 Distribucié dels antibiotics en els ous de gallina

El rovell i la clara d’ou tenen processos de formacié diferents (apartat
1.1.1) i és per aquest motiu que es tractara per separat la distribucié i

[’acumulacio dels residus antibiotics en cadascuna de les matrius.

Quan s’administra un antibidtic a una gallina ponedora, el residu
antibiotic no s’acumula al mateix lloc en un rovell que esta a la ultima fase
de creixement, a punt d’iniciar el procés de formacié de I’ou, que en un
rovell que tot just esta a les primeres fases de creixement. En el primer cas,
els residus antibiotics es localitzen a la part més externa del rovell, en canvi
en el segon cas es troben en els anells més interns (Donoghue & Myers,
2000).

En el treball realitzat per Donoghue, Hairston, Gaines, Bartholomew,
& Donoghue (1996) es va administrar una dosi d’ampicil-lina o
d’oxitetraciclina en un conjunt de gallines ponedores, una hora després
d’haver post un ou (8 gallines per a cada antibiotic). Al cap de 24 hores
d’haver administrat aquests antibiotics, les gallines es van sacrificar per
analitzar la concentracid de cadascun dels antibiotics en els rovells dels seus
ovaris. Els resultats obtinguts van confirmar que en els rovells que tot just
s’estaven desenvolupant, i que tardarien uns dies en pondre’s, hi havia més
concentracio d’antibiotic comparat amb els rovells que estaven en una fase
de creixement més avancada. Aixd demostra que es poden trobar rovells
contaminats amb antibiotic uns dies després d’haver deixat d’administrar el
tractament a les gallines ponedores. Es per aquest motiu que es requereix
d’un periode de retirada per aconseguir que els ous no continguin
concentracions d’antibiotic superiors al LMR. Diversos estudis també van

evidenciar aquest comportament, pero administrant altres antibiotics com la
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sarafloxacin, la danofloxacin, la doxiciclina i 1’oxitetraciclina (Chu et al.,
2000; Yang et al, 2006; Yoshimura, et al., 1991).

La clara d’ou es forma mitjangant unes proteines solubles en aigua que
s’excreten en el magnum de I’oviducte durant la formacié de 1’ou. Aquestes
proteines necessiten 1 o 2 dies per sintetitzar-se i 2 0 3 hores per formar la
clara. Aixi doncs, tal com es demostra en alguns treballs, la concentracio
d’antibiotic a la clara disminueix més rapidament que en el rovell de I’ou
(Chu et al., 2000; Yang et al., 2006; Yoshimura et al., 1991).

La farmacocinetica dels antibiotics en I’ou no només depén del procés
de formaci6 del rovell i de la clara, sin6 que també influeixen les seves
propietats fisicoquimiques (liposolubilitat, pka, etc.), el seu grau d’adsorcid
a ’intesti i el seu transport en el reg sanguini, la fisiologia de les gallines
(edat, etc.), entre d’altres factors (Donoghue et al., 1997; Goetting et al.,
2011; Kan & Petz, 2000).

Aixi doncs, sembla evident que el nombre d’antibiotics autoritzats per
les gallines ponedores sigui inferior al dels pollastres ja que molts
medicaments veterinaris s’acumulen en els rovells 1 en les clares dels ous i
caldria un temps de retirada massa llarg per poder tornar a consumir-los. Un
exemple és el cas de la doxiciclina que esta permes administrar-la als
pollastres, en canvi esta prohibida en gallines ponedores (Reglament (UE)
num. 37/2010).

1.2.6 Metodes analitics per a la determinacié d’antibiotics
en ous de gallina

Tenir una legislacio que reguli els LMR dels antibidtics en els ous de

gallina exigeix disposar de métodes analitics que siguin sensibles als
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requeriments de la normativa i que permetin analitzar el volum de mostres
exigit. Per poder fer front a la gran quantitat d’analisis, els laboratoris
utilitzen metodes de cribratge per discriminar les mostres conformes de les
possibles mostres no conformes. A les mostres sospitoses se’ls realitza una
analisi confirmatoria quantitativa per verificar si son mostres no conformes,
i, en el cas que siguin mostres no conformes, coneéixer exactament la
concentracido de 1’antibiotic o dels antibiotics detectats. Aixi doncs, els
metodes d’analisi d’antibiotics es poden separar en dos grans grups, els

meétodes de cribratge i els métodes confirmatoris quantitatius.

Els metodes de cribratge han de permetre analitzar un gran volum de
mostres en un temps curt, han de ser economics, han de ser facils d’utilitzar,
han de ser sensibles i han de presentar un percentatge de falsos negatius
baix, CCB <5 % (Decisi6 de la Comissié 2002/657/EC). Actualment molts
d’aquests métodes solen ser multiresidu, fet que permet analitzar antibiotics
de diferents families simultaniament. Els metodes de cribratge meés
frequients son els microbiologics (test de les 4 plagues, Premi®Test, etc.),
els bioquimics (ELISA, assaig immunocromatografic, tetrasensor,
radioinmunoassaig, biosensors, etc.) i els instrumentals (HPLC-UV, HPLC-
MS, HPLC-MS/MS, HPLC-TOF-MS, etc.) (Alfredsson et al., 2005;
Berendsen et al., 2011; Capriotti et al., 2012; Chafer-Pericas et al., 2010;
Gaudin et al., 2009; Huet et al., 2009; Huet et al., 2010; Le et al., 2012; Le
et al., 2013; McGrath et al., 2012; Peng et al., 2012; Peters et al., 2009;
Pikkemaat, 2009; Pikkemaat et al., 2007; Pulgarin et al., 2013; Robert et al.,
2013; Toldra & Reig, 2006).

Estudis com el de Berendsen, Pikkemaat, & Stolker (2011) dubten de
la competéncia dels metodes de cribratge ja que han comprovat que segons

la tecnica utilitzada i dels antibiotics presents a la mostra, els resultats varien
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considerablement. Per minimitzar els punts febles dels metodes de cribratge
cal seguir realitzant estudis, a més de vetllar perqué tots ells compleixin la
Decisi6 2002/657/EC.

Tal com s’ha descrit anteriorment, quan una mostra surt positiva en un
métode de cribratge és necessari analitzar-la mitjancant un metode
confirmatori quantitatiu que estigui validat segons la Decisio 2002/657/EC.

Awvui en dia la majoria de métodes d’analisi d’antibiotics son multiresidu.

L’extraccié d’antibiotics en el rovell de 1’ou sol realitzar-se mitjancant
un tampo (’EDTA-Mcllvaine, ’EDTA-succinat, ’EDTA-citrat) o un
solvent organic (acetonitril o metanol) amb o sense un agent quelant
(EDTA, acid oxalic o acid formic). Per a la precipitacio de les proteines es
pot utilitzar 1’acetonitril o el metanol i per a I’eliminaci6é de la fraccid
lipidica 1’hexa. La purificacid i/o la preconcentracié de I’extracte es pot
realitzar mitjangant I’extraccido en fase solida (SPE), I’extraccio liquida
pressuritzada, la dispersi6 de matriu en fase solida (MSPD), els
QUEChHERS, entre d’altres (Bladek et al., 2012; Ja et al., 2008; Jimenez et
al., 2011; Kinsella et al., 2009; Piatkowska et al., 2014). Frenich, Aguilera-
Luiz, Vidal, & Romero-Gonzalez (2010) van realitzar un estudi comparant
quatre metodes d’extraccid d’antibidtics en ous (SPE, QuUEChERS, MSPD
i solvent organic + SPE), on van observar que el metode amb millors

resultats era el solvent organic + SPE.

D’altra banda, a la bibliografia hi ha autors que només han realitzat una
extraccio amb acetonitril abans de la determinacio cromatografica (Spisso
etal., 2010).

Per a la determinacio dels antibiotics s’utilitza la cromatografia liquida

acoblada a un espectrometre de masses en tandem (HPLC-MS/MS),
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treballant en mode MRM. Les columnes cromatografiques més utilitzades
son la C18, la HSS T3, la fenil YMC i la BEH C18 UPLC (Frenich et al.,
2010; Geis-Asteggiante et al., 2012; Gentili et al., 2005; Heller & Nochetto,
2004). Tot i aix0, també s’han fet estudis en matrius alimentaries (carn, mel
i llet) on s’utilitza la cromatografia liquida acoblada a un espectrometre de
masses de temps de vol, HPLC-TOF-MS, per a I’analisi de residus
farmacologics (Kaufmann et al., 2008; Ortelli et al., 2009; Wang & Leung,
2012).

L’addici6é d’un agent quelant al tamp6 d’extraccid serveix per evitar
que les tetraciclines formin complexos amb els ions metal-lics de les
matrius, ja que aquests prefereixen formar complexos amb els agents
quelants en lloc de fer-ho amb les tetraciclines. Alguns estudis en lloc
d’afegir un agent quelant a la solucié d’extraccié utilitzen columnes C8,
treballen amb fases mobils que continguin agents quelants o renten les
columnes cromatografiques amb una solucié d’EDTA abans d’utilitzar-les
(Bruno et al., 2002; Furusawa, 2001; Lu et al., 2004; Oka et al., 2000).
D’aquesta manera eviten que els complexos entre les tetraciclines i els ions
metal-lics puguin interaccionar amb els silanols lliures de les columnes

cromatografiques i provocar pics amb cua i poc simetrics.
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1.3 EFECTES FISIOLOGICS DELS
ANTIBIOTICS USATS

L’administraci6 d’antibiotics pot provocar efectes adversos en els
animals. En el cas del tractament amb tilosina provoca la inhibicié de la
funcionalitat del citocrom P450 (CYP3A4), ja que forma complexos
intermediaris estables amb aquest citocrom (Carletti et al., 2003; Zweers-
Zeilmaker et al., 1999). D’altra banda, un tractament continuat i cronic amb
doxiciclina provoca un augment en el risc d’hepatotoxicitat i inhibeix la
beta oxidacié mitocondrial dels acids grassos (Fromenty & Pessayre, 1995;
Letteron et al., 2003). No obstant aix0, la doxiciclina presenta menys risc

d’hepatotoxicitat que la tetraciclina (Heaton et al., 2007).

Detectar I’administracid fraudulenta de substancies toxiques a animals
destinats pel consum huma és molt complicat perque es poden utilitzar
mescles de compostos a dosis sub-terapéutiques. Per aquest motiu, s’ha
estudiat el possible Us de biomarcadors per identificar 1’administracié de
substancies toxiques, ja sigui a dosis terapéutiques com a dosis sub-
terapéutiques. Els biomarcadors poden ser qualsevol compost de
I’organisme (proteines, constituents de la sang, enzims, etc.) que quedi
afectat com a conseqiiéncia de I’administracié d’un xenobiotic. Perqué un
biomarcador sigui efectiu és necessari que aquests canvis perdurin més
temps a l’organisme que les restes de la substancia administrada
(Castagnaro & Poppi, 2006; Dacasto et al., 2006; Gratacos-Cubarsi et al.,
2008; Mooney et al., 2009). A la bibliografia cientifica no hi ha gaires
estudis d’aquest tipus, tot 1 que en alguns casos es descriuen possibles
biomarcadors de 1’administracié d’hormones, com la testosterona i la
dexametasona, o d’algun antibiotic, com la tetraciclina, a animals destinats

al consum huma (vedells i porcs) (Cacciatore et al., 2009; Castagnaro &
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Poppi, 2006; Gratacos-Cubarsi et al., 2008). Cal destacar que hi ha poca
informacio al respecte i que encara falta molt per investigar en aquest ambit,
tot i ser de gran interés ja que permet detectar, de forma indirecte, si els
animals han estat tractats de manera fraudulenta amb medicaments,

hormones, promotors de creixement, etc (Cacciatore et al., 2009).

A part dels efectes adversos que puguin causar 1’administracid
d’antibiotics, hi ha raons per sospitar que la utilitzacié d’antibiotics pot
afectar el metabolisme de I’animal aixi com les propietats i la qualitat dels
aliments que se’n deriven. Per exemple, el treball de Carreras et al. (2004)
descriu els efectes de 1’administracid d’enrofloxacina sobre I’estabilitat
oxidativa en el mascul del pit i de la cuixa de pollastre. En aquest cas, els
autors no van observar canvis significatius en la concentraci6 d’a-tocoferol
ni en els valors de TBARS com a conseqiiéncia de 1’administracio
d’enrofloxacina. A 1’estudi fet per Gratacos-Cubarsi, Castellari, Hortos,
Garcia-Regueiro, Lametsch, & Jessen (2008) es va detectar diferéncies
significatives en els perfils proteics de mostres de mdscul de porc a causa
de 1’administracid de tetraciclines. Tot i aix0, cal destacar I’escassa
bibliografia que existeix referent als efectes que poden provocar
I’administracié de medicaments veterinaris sobre parametres nutricionals i

de composicid dels aliments d’origen animal.

Altres treballs destaquen que la concentracid del colesterol hepatic va
patir canvis significatius quan als ratolins se’ls hi va aplicar un tractament
amb doxiciclina o tetraciclina (Bocker et al., 1981; Hopf, et al., 1985;
Mukherje et al., 1971; Yamamoto et al., 2006). A més, Yin et al. (2006) van
manifestar la sobre-expressié d’enzims involucrats en la biosintesis del
colesterol hepatic en fetges procedents de ratolins que se’ls havia

administrat tetraciclina. A I’estudi de Brown et al. (2005) es va observar
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gue un tractament amb doxiciclina a dosis sub-antibacterianes produra
canvis significatius en la concentracié de LDL-colesterol en el plasma de

pacients amb sindromes coronaris.

També es coneix que I’activitat antibacterial de les sulfonamides
consisteix en competir amb 1’acid p-amino-benzoic en la sintesi enzimatica
de I’acid dihidrofolic, fet que provoca una disminuci6 de la disponibilitat
de les formes reduides dels folats que son essencials per a la formacio
d’acids nucleics (Richter et al., 2013; Roland et al., 1979).
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1.4 PRINCIPALS CONSTITUENTS DE L’OU DE
GALLINA

Taula 2 Principals nutrients de I’ou de gallina. Valor per 100 g (USDA, 2010).

Nutrient Ou Clara Rovell
Aigua (g) 76,15 87,57 52,31
Energia (kcal) 143 52 322
Proteines (g) 12,56 10,90 15,86
Carbohidrats (per diferéncia) (g) 0,72 0,73 3,59
Sucres (g) 0,37 0,71 0,56
Lipids () 9,51 0,17 26,54
Acids grassos saturats (g) 3,13 0,00 9,55
g(;lds grassos monoinsaturats 3,66 0,00 11.74
Acids grassos poliinsaturats (g) 1,91 0,00 4,20
Colesterol (mg) 372 0 1085
Vitamines
Tiamina (1g) 40 4 176
Riboflavina (mg) 0,46 0,44 0,53
Niacina (ug) 75 105 24
Acid pantoténic (mg) 1,53 0,19 2,99
Vitamina B6 170 5 350
Folats (ug) 47 4 146
Vitamina B12 0,89 0,09 1,95
Vitamina C (mg) 0,0 0,0 0,0
Retinol (ug) 160 0,0 371
a-tocoferol (Vitamina E) (mg) 1,05 0,00 2,58
Vitamina D (D2 + D3) (ug) 2,0 0,0 54
Vitamina K (filoquinona) (ug) 0,3 0,0 0,7
Xantofil-les
Luteina + zeaxantina (p1g) 503 0,0 1094
Minerals
Calci (mg) 56 7 129
Fosfor (mg) 198 15 390
Ferro (mg) 1,75 0,08 2,73
Zinc (mg) 1,29 0,03 2,30
Magnesi (mg) 12 11 5
Sodi (mg) 142 166 48
Potassi (mg) 138 163 109
Seleni (ug) 30,7 20,0 56,0
Manganés (Jg) 28 11 55

Coure 72 23 77
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1.4.1 Proteines

L’ou és una font important de proteines i es troben repartides entre el

rovell (16 %) i la clara (11 %).

Les principals proteines del rovell de 1’ou son les isoformes de la
livetina (a-, B-17-) (9 %), les lipovitel-lines (40 %), la fosvitina (13 %) i les
lipoproteines de baixa densitat (37 %). En canvi, les proteines majoritaries
de la clara son 1’ovoalbumina (54 %), l’ovotransferrina (12 %),
I’ovomucoida (11 %), les globulines (8 %) i la lisozima (3,4 %). Tot i aixo,
Mann & Mann (2008) van observar la transferéncia d’algunes de les
proteines principals de la clara al rovell de 1’ou.

Com a consequéncia de les propietats emulsionants i espumoses de les
proteines de la clara d’ou, aquesta és molt utilitzada com a ingredient a la
industria alimentaria (Awade & Efstathiou, 1999; Li-Chan & Kim, 2008).

A partir d’ara només es fara referéncia a les proteines de la clara d’ou,

ja que en aquest treball no es va estudiar el perfil proteic del rovell de 1’ou.

1.4.1.1 Revisio bibliografica dels metodes d’analisi

Per a la determinacié de la proteina total de la clara d’ou es poden
utilitzar diversos tests colorimetrics que es troben al mercat comercial com
el Pierce, el Bio-rad, el QuantiPro, etc. D’altra banda, ’analisi del perfil
proteic de la clara presenta certes dificultats a causa de la divergéncia entre
les masses moleculars (14-8x10° kDa), entre els punts isoeléctrics (4-11) i
entre les concentracions (50 % d’ovoalbiimina vers el 3 % de lisozima) de

les diferents proteines que la constitueixen.
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Abans de la separaci6 proteica cal precipitar i solubilitzar les proteines.
Sovint s’utilitza I’acetona o 1’acid tricloroacétic per a la seva precipitacio i
un tampd a pH = 8 que contingui urea, tiourea, DTT, CHAPS, IPG, o Tris,

SDS, EDTA, 2-mercaptoetanol, per a la seva solubilitzacio.

Per obtenir el perfil proteic es poden utilitzar diverses tecniques com
I’isoelectroenfocament (IEF), I’electroforesi en gel de poliacrilamida amb
dodecilsulfat sodic (SDS-PAGE), I’electroforesi bidimensional en gel de
poliacrilamida amb dodecilsulfat sodic (2D-SDS-PAGE), la cromatografia
de liquids acoblada a un detector ultraviolat (HPLC-UV) o0 a un
espectrometre de masses (HPLC-MS, HPLC-MS", HPLC-MALDI-TOF-
MS), entre d’altres (Awade & Efstathiou, 1999; Guerin-Dubiard et al.,
2006; Mann, 2007; Mann et al, 2008; Miguel et al., 2005; Raikos et al.,
2006; Wang et al., 2012).

Amb les tecniques electroforétiques es poden usar diferents metodes de
tincié per aconseguir una bona visualitzacié de les proteines (amb plata,
amb blau de Comassie, Sypro® ruby protein, Pro-Q® Emerald 300
glicoprotein, etc.) (Desert et al., 2001; Raikos et al., 2006).

La utilitzacio de I’espectrometria de masses, amb una prévia digestio
enzimatica de les proteines a péptids mitjancant la tripsina, ha permes
coneixer el proteoma del rovell i de la clara d’ou 1 aixi obtenir perfils
proteics detallats. Amb aquesta técnica s’ha fet un gran aveng sobretot a
I’hora de con¢ixer les proteines minoritaries d’aquestes matrius. A més, en
els darrers anys s’han fet estudis on s’utilitzaven técniques instrumentals
noves, aixi com sistemes informatics per a la identificacié dels peptids
(D’ Ambrosio et al., 2008; Gautron et al., 2010; Mann & Mann, 2011).
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1.4.2  Acids grassos totals

Els acids grassos son molecules formades per una cadena
hidrocarbonada on en un dels extrems hi ha un grup carboxilic (-COOH).
La formula general és CH3(CH2),COOH. Tot i que aquests compostos
presenten una zona hidrofila (grup carboxil), sén insolubles en aigua ja que
la cadena hidrocarbonada és hidrofoba i té un pes més important dins la
molecula. Els acids grassos son les estructures basiques dels lipids

saponificables.
D’acids grassos n’existeixen de:

e Saturats (SFA): tots els enllagos entre els atoms de carboni son senzills.
A temperatura ambient solen trobar-se en estat solid, ja que es poden

unir entre ells mitjangant ponts d’hidrogen.

e Insaturats: contenen un o més dobles enllagos dins la seva estructura.
Segons el nombre de dobles enllagos que contenen es poden classificar
en acids grassos monoinsaturats (MUFA) o poliinsaturats (PUFA). A
temperatura ambient solen trobar-se en estat liquid, a causa de la
complicaci6 en la formacio de ponts d’hidrogen. Encara que els acids
grassos insaturats presenten dos conformacions la cis i la trans, a la

natura principalment es troba la conformacio cis.

Avui en dia els acids grassos poliinsaturats son els que presenten més
interés a nivell nutricional, ja que els acids grassos omega 6 (n-6) i sobretot
els acids grassos omega 3 (n-3) presenten certs beneficis sobre la salut
humana com la disminucio dels triglicérids en el plasma, la disminuci6 de
la pressié arterial, la disminucio del nivell de colesterol en sang, entre
d’altres (Grune et al., 2001; Mach et al., 2006; Ren et al., 2013). No obstant

aix0, moltes dietes contenen una relacid entre el sumatori dels acids grassos
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n-6 i n-3 de 15:1 i aquesta hauria de ser aproximadament de 1:1, ja que una
ingesta elevada d’acids grassos n-6 pot afavorir ’aparicié de certes
malalties com 1’arteriosclerosi i1 la diabetis. L’interés en augmentar la
ingesta dels acids grassos omega 3 i el fet que 1’organisme no €s capacg de
sintetitzar-los, provoca que cada vegada hi hagi més productes enriquits
amb aquests acids grassos. Els més importants son 1’acid a-linolenic
(C18:3 (n-3)c), l’acid eicosapentaenoic (C20:5 (n-3)c) i [Dacid
docosahexaenoic (C22:6 (n-3)c) (Mach et al., 2006).

1.4.2.1 Revisio bibliografica dels metodes d’analisi

Per a la determinaci6 dels acids grassos totals en el rovell de 1’ou cal
realitzar una extraccid de la fraccio lipidica, ja sigui mitjancant el métode
de Folch, Lees, & Stanley (1957) o el de Bligh & Dyer (1959). Un cop
obtingut 1’extracte, el metode més utilitzat per a la seva analisi és la
cromatografia de gasos acoblada a un detector d’ionitzaci6 de flama
(GC-FID). No obstant aixo, previ a 1’analisi cromatografica cal fer una
saponificacio, per alliberar els acids grassos de les molecules en que formen
part, i una derivatitzacid, ja que presenten una elevada polaritat i una baixa
volatilitat que dificulta 1’analisi per cromatografia de gasos. Tot i que a la
bibliografia existeixen diferents métodes per a la saponificacio i la
derivatitzacio dels acids grassos, el procés més utilitzat per a I’obtencio dels
esters metilats és mitjancant I’addicié d’hidroxid de potassi en metanol amb
la presencia d’un catalitzador (trifluorur de bor, acid clorhidric o acid
sulfuric) i aplicant temperatura (50-100 °C) durant 20-60 minuts (Cherian
et al., 2002; Milinsk et al., 2003; Raes et al., 2002; Ramasamy et al., 2009;
Simcic et al., 2011; Szymczyk & Pisulewski, 2003).
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1.4.3 Triglicérids, acids grassos lliures i fosfolipids

Els triglicerids son lipids saponificables formats per una molecula de
glicerol i tres acids grassos. Es troben principalment en el teixit adip0s i
formen part de la reserva energética dels organismes. Un elevat contingut
de triglicerids en sang pot incrementar el risc de patir malalties

cardiovasculars.

Els acids grassos Iliures corresponen als acids grassos que no es troben

units a cap altra molécula.

El rovell de I’ou de gallina és una font important de fosfolipids. Aquests
son una classe de lipids saponificables formats per una molecula de glicerol,
un grup fosfat, dos acids grassos i una base nitrogenada. Els fosfolipids
majoritaris que es troben en el rovell de 1’ou son la fosfatidilcolina (70 %) i
la fosfatidiletanolamina (25 %). Les seves principals funcions son
estructurals, ja que formen part de les membranes cel-lulars, pero també sén
missatgers de la transduccié de senyals, entre altres. A la industria

alimentaria sén utilitzats com a emulsionants.

1.4.3.1 Revisio bibliografica dels metodes d’analisi

Per a la determinacio dels triglicerids, dels acids grassos lliures i dels
fosfolipids cal realitzar una separacio i una purificacio de I’extracte lipidic.
Per a dur a terme aquesta separacio els metodes més utilitzats sén la
cromatografia en capa fina (TLC) i I’extraccio en fase solida (SPE), encara
que també es pot realitzar mitjangant la cromatografia liquida. La SPE té
I’avantatge que és més senzilla, més rapida, més reproduible i permet

recuperar mes quantitat de lipids a cadascuna de les fraccions, comparat
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amb la TLC. Els principals cartutxos utilitzats per a la SPE s6n

d’aminopropil o de silice, mentre que els solvents d’eluci6 poden ser:

e Pels triglicérids: cloroform, cloroform:2-propanol (2:1), hexa:dietil
eter (8:2), etc.

e Pels acids grassos lliures: 2 % acid acetic:dietil eter, hexa:dietil eter
(1:1), etc.

e Pels fosfolipids metanol:cloroform, metanol, hexa, etc.

En el cas de la TLC la separacid lipidica es realitza sobre una fase
estacionaria de silice i els solvents més utilitzats son mescles d”hexa:dietil
eéter:acid acétic, cloroform:metanol:aigua, entre d’altres (Bitman et al.,
1981; Bondia-Pons et al., 2006; Fredriksson et al., 2006; Gladkowski et al.,
2011; Kaluzny et al., 1985; Kivini et al., 2004; Pinkart et al., 1998; Prieto
etal., 1992).

L’analisi dels acids grassos procedents de les fraccions de triglicérids,
d’acids grassos lliures i de fosfolipids es du a terme mitjancant la
cromatografia de gasos acoblada a un detector de ionitzaci6 en flama amb
una prévia saponificacié i derivatitzacio que permet transformar els acids
grassos en esters metilats (apartat 1.4.2). D’altra banda, a part d’analitzar
els acids grassos de cada fraccio lipidica, tambe es pot analitzar cadascun
dels triglicérids i dels fosfolipids que conté el rovell de I’ou. Per aquest tipus
d’analisis s’utilitza la cromatografia de liquids acoblada a un detector de
evaporative light scattering (HPLC-ELSD), a un detector d’index de
refracci6 (HPLC-RI), a un detector ultraviolat (HPLC-UV) o0 a un
espectrometre de masses (HPLC-MS, HPLC-TOF-MS) (Cunha & Oliveira,
2006; Dugo et al., 2005; Holcapek et al., 2005; Kivini et al., 2004; La Nasa
et al., 2013; Lei et al., 2012; Paglia et al., 2010; Zhou et al., 2013). Tot i

37



1.Introduccié

aixo, Kallio, Yli-Jokipii, Kurvinen, Sjovall, & Tahvonen (2001) van
determinar els triglicerids del rovell de I’ou sense cap tractament de mostra,

injectant directament el rovell en 1’espectrometre de masses.

Encara que la majoria de métodes utilitzin la cromatografia de liquids
per a la determinacio dels fosfolipids en el rovell de I’ou, alguns autors van
fer-ho mitjancant la TLC acoblada a un MALDI-TOF-MS (Fuchs et al.,
2007).

1.4.4 Colesterol

El colesterol és un lipid esteroide format per quatre anells
hidrocarbonats. A un extrem conté un grup hidroxil (extrem polar), mentre
que a I’altre hi ha una cadena hidrocarbonada (extrem apolar) (figura 4).
Dins I’organisme actua com a precursor d’hormones corticosteroides,
d’hormones sexuals, d’acids biliars, de la vitamina D, aixi com tamb¢é
realitza funcions estructurals, ja que forma part de les membranes
plasmatiques dels animals. La seva concentraci6 a ’individu depen de la
sintesi endogena i de la seva ingesta en la dieta (ous, carn, peix, productes

lactics, entre d’altres).

A causa que I’ou conté una gran quantitat de colesterol, al llarg de la
historia s’ha cregut que el seu consum augmentava la concentracio de
colesterol en sang, cosa que incrementava el risc de les malalties
cardiovasculars. No obstant aix0, després de realitzar nous estudis s’ha
demostrat que el colesterol que prové de la dieta només augmenta
lleugerament el colesterol en sang, comparat amb les dietes que contenen
elevades quantitats d’acids grassos saturats i d’acids grassos trans

insaturats. Com a conseqiéncia de que els acids grassos majoritaris en 1’ou

38



1.Introducci6

son cis insaturats, el risc que provoca aquest aliment vers les malalties
cardiovasculars és baix. Per tant, les persones sanes i adultes que
s’alimenten a través d’una dieta equilibrada i realitzen activitat fisica poden
consumir tranquil-lament un ou de gallina al dia (Hu et al., 1999; Jones,
2009; Mensink et al., 2003).

HO

Figura 4 Estructura quimica del colesterol (Sigma-Aldrich, 2015).

1.4.4.1 Revisio bibliografica dels metodes d’analisi

Antigament, per a la determinacié del colesterol en aliments es
realitzava una extraccio lipidica amb dissolvents organics seguida d’una
saponificacio. Al llarg dels anys, diferents estudis van comprovar que es
podia reduir el temps i la manualitat d’aquest analisi si es duia a terme una
saponificacio directe sobre la mostra, evitant la prévia extraccio lipidica. La
saponificacio allibera el colesterol esterificat a altres compostos i elimina
interferents com els acids grassos, els triglicérids i els fosfolipids (Beyer et
al., 1989; Dinh et al., 2011; Fenton & Sim, 1991; Van Elswyk et al., 1991).

La reaccid de saponificacié més utilitzada consisteix en 1’addici6é d’una
solucié alcoholica d’hidroxid de potassi de 0,3-1 N, deixant-la reaccionar
entre 15-60 minuts a 60-80 °C. Un cop saponificada la mostra es realitza
I’extraccio del material insaponificable (colesterol) mitjancant un solvent

organic. EI més usat avui en dia és 1’hexa, pero encara hi ha autors que
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utilitzen 1’¢ter, I’isoocta 0 el ciclohexa (Bragagnolo & Rodriguez-Amaya,
2003; Cayuela et al., 2003; Fenton, 1992; Maraschiello et al., 1996). Tot i
aixo, Daneshfar, Khezeli, & Lotfi (2009) van utilitzar la microextraccio
liquid-liquid dispersiva per a I’extraccio del colesterol en el rovell de I’ou

de gallina.

Els primers metodes d’analisi van ser els gravimeétrics, els colorimétrics
0 els enzimatics (Beyer & Jensen, 1989; Jiang et al., 1991; Nogueira &
Bragagnolo, 2002; Pasin et al., 1998; Sweeney & WeBirauch, 1976; Tonks,
1967; Weston, 1914). Actualment els més utilitzats son els cromatografics,
ja sigui la cromatografia de gasos acoblada a un detector d’ionitzacio de
flama (GC-FID) o la cromatografia de liquids acoblada a diversos detectors:
de série de diodes, de fluorescéncia, d’index de refraccid o espectrometre
de masses (HPLC-DAD, HPLC-FLD, HPLC-RI, HPLC-MS) (Ahn et al.,
2012; Botsoglou et al., 1998; Gasior & Pietras, 2013; Lin et al., 2007;
Mazalli et al., 2006; Naviglio et al., 2012; Piironen et al., 2002). També hi
ha treballs que van utilitzar sensors per analitzar la concentracié de
colesterol en el rovell dels ous de gallina (Basu et al., 2007; Nagaoka et al.,
2012).

1.4.5 Acid 5-metiltetrahidrofolic

L’acid 5-metiltetrahidrofolic forma part de la familia dels folats. Folats
és un terme generic per referenciar-se als derivats mono- o poliglutamats de
I’acid pteroic, formats per un anell de pteridina, un p-aminobenzoat i x
molecules de glutamat (figura 5). Aquests compostos pertanyen al grup de
vitamines B solubles en aigua (vitamina B9) i son beneficiosos per la salut

ja que redueixen el risc de defectes en el tub neural dels infants acabats de
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néixer, prevenen de malalties cardiovasculars, aixi com d’alguns cancers. A
més, son necessaris per a la sintesis de nucleotids, per a la divisio cel-lular
I per a ’expressio genetica. A causa que el cos huma no pot sintetitzar
aquests compostos i tota 1’aportacié ha de ser mitjangant la dieta, molts
aliments sén enriquits amb acid folic, per augmentar-ne la ingesta diaria.
No obstant aix0, avui en dia s’estan estudiant possibles efectes adversos
com a consequéncia de 1’addicio d’acid folic, compost sintetitzat
quimicament, als aliments. Alguns d’aquests efectes poden emmascarar
simptomes hematologics com la deficiencia de la cobalamina, la leucemia,
I’artritis, el cancer de colon, entre d’altres. La deficiencia de folats en el cos
huma es pot associar a un gran nombre de desordres com 1’Alzeimer,
I’increment en la concentracié d’homocisteina en plasma, el cancer de
colon, el risc de malalties cardiovasculars, defectes en el tub neural (Czeizel
& Dudas, 1992; Jagerstad & Jastrebova, 2013; Lucock, 2000; Robinson,
2000).
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Figura 5 Estructura quimica dels diferents derivats dels folats. (A) derivats amb la forma oxidada de
I’anell de pteridina, (B) derivats amb la forma reduida de ’anell de pteridina (Patring & Jastrebova,
2007).
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1.4.5.1 Revisio bibliografica dels metodes d’analisi

Per a la determinacio dels folats cal treballar amb Ilum tenue i amb
preséncia d’antioxidants per evitar la seva oxidacio (acid ascorbic,
2-mercaptoetanol, etc.). Després de 1’extraccié mitjancant un tampo (fosfat,
acetat o HEPES/CHES) es realitza un tractament enzimatic, si s necessari
(Arcot & Shrestha, 2005; Patring et al., 2005 b; Vishnumohan et al., 2011).

Sovint els folats es troben en els aliments en la seva forma
poliglutamada (entre 5-7 molécules d’acid glutamic) i és quan arriben a
I’intesti que son hidrolitzats a la forma monoglutamada per poder ser
adsorbits (Leichter et al., 1979). Per hidrolitzar els enllagos poli-y-glutamil
de les formes poliglutamades dels folats, cal un tractament enzimatic amb
conjugases dels folats o pteroilpoliglutamat hidrolases o y-glutamil
hidrolases. La font principal d’aquests enzims ¢és el sérum de rata, pero
també se’n troben en el plasma huma, en el plasma de rata, en el fetge de
gos, en el pancrees de pollastre, entre d’altres (Wang et al., 1985). D’altra
banda, el grup d’investigacié d’Eitenmiller van introduir la utilitzacié d’un
tractament trienzimatic compost per proteases, a-amilases i conjugases per
millorar 1’extraccidé dels folats de la matriu i hidrolitzar les formes
poliglutamades a monoglutamades dels folats (Martin et al., 1990; Yon &
Hyun, 2003). Els ous de gallina contenen majoritariament 1’acid
5-metiltetrahidrofolic, encara que alguns treballs també han observat, de
forma minoritaria, 1’acid 10-formilfolic (Ndaw et al., 2001; Seyoum &
Selhub, 1998; Vahteristo et al., 1997). Com que en els ous de gallina tan
sols s’han observat formes monoglutamades, no és necessari dur a terme el

tractament enzimatic amb conjugases.

Després de 1’extraccio i del tractament enzimatic es realitza una

purificacid de I’extracte mitjangant I’extraccié en fase solida, en qué els
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principals cartutxos utilitzats son el SAX (Nilsson et al., 2004; Vahteristo
et al., 1996). D’altra banda, altres treballs van utilitzar columnes d’afinitat
cromatografica per a la seva purificacio (Gujska & Kuncewicz, 2005;
Poo-Prieto et al., 2006).

Els principals meétodes usats en [I’analisi de folats sén els
microbiologics i els cromatografics, encara que també hi han autors que han
utilitzat un biosensor (Chen & Eitenmiller, 2007; Devi et al., 2008; Goyer
& Navarre, 2007; Indyk & Woollard, 2013). Avui en dia el métode mes
utilitzat és la cromatografia liquida en fase invertida acoblada a un detector
ultraviolat i/o a un detector de fluorescencia (HPLC-DAD, HPLC-FLD,
HPLC-DAD-FLD) o a un espectrometre de masses (HPLC-MS). A I’hora
d’analitzar els folats cal tenir en compte que 1’acid folic i el 10-formilfolat
no presenten propietats naturals de fluorescéncia, a diferencia de les altres
formes monoglutamades (tetrahidrofolat, 5-metiltetrahidrofolat, etc.) que
tenen meés resposta en el detector de fluorescencia (Camara et al., 2013;
Chandra-Hioe et al., 2011; De Brouwer et al., 2010; Doherty & Beecher,
2003; lyer & Tomar, 2013; Jastrebova et al., 2011; Patring et al., 2005 a).

1.4.6 Carotenoides, a-tocoferol i retinol

Els carotenoides son pigments naturals de color groc, vermell i taronja
que se sintetitzen en plantes i micro-organismes i que son les responsables
del color groguenc del rovell. Dins de la familia dels carotenoides es poden
diferenciar dos grans grups: els carotens i les xantofil-les. Estructuralment
parteixen d’una cadena hidrocarbonada de poliens conjugats amb diferents
substituents, on la principal diferencia estructural entre els dos grups de

carotenoides és que les xantofil-les (luteina, zeaxantina, etc.), a diferencia
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dels carotens (a-carote, el B-carote, etc.), tenen un o més atoms d’oxigen a

la seva estructura (figura 6).

A més, els carotenoides sén antioxidants liposolubles que presenten
efectes beneficiosos sobre la salut humana com la disminucio del risc de
malalties cardiovasculars, d’algun tipus de cancer, de 1’oxidacid lipidica, de
danys en el DNA, etc (Amorim-Carrilho et al., 2014). D’altra banda, el
rovell d’ou és una font molt important de luteina i de zeaxantina, fet que
comporta beneficis davant de certs trastorns visuals com la degeneracid

macular i les cataractes.

A causa que les gallines no poden sintetitzar aquests compostos, el seu
contingut i la seva composicio en 1’ou dependra de la seva dieta. Avui en
dia hi ha uns 600 carotenoides caracteritzats, dels quals 12 son els més
significatius en la dieta dels animals i dels humans. Alguns d’aquests
carotenoides son considerats precursors de la vitamina A (I’a-carote, el
B-carote, la B-criptoxantina, etc.) (Amorim-Carrilho et al., 2014; Karppi et
al., 2008). Tot i que la vitamina A presenta tres formes el retinol, el retinal
i I’acid retinoic, és el retinol el compost que basicament es troba en 1’ou de
gallina (figura 6). En aquest cas, les gallines ponedores tampoc poden
sintetitzar de forma endogena el retinol, pero el poden sintetitzar a partir
dels carotenoides que actuen com a provitamina A i a través de la ingesta
d’¢sters de retinol sintetics en la dieta. Les principals funcions biologiques
del retinol estan associades amb la vista, la reproduccio, el
desenvolupament embrionari, el desenvolupament ossi, les funcions

immunologiques, entre d’altres (Gleize et al., 2012).

La vitamina E és un antioxidant liposoluble que consta de vuit isomers:
a-, B-, y-, i 6-tocoferol i a-, B-, y-, 1 &-tocotrienol. Estructuralment estan

formats per un anell de cromanol on se li uneix un grup hidroxil, grups metil
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(segons I’isomer) i una cadena carbonada hidrofobica. La principal
diferencia estructural entre els tocoferols i els tocotrienols és que els
tocotrienols tenen tres dobles enllagos a la cadena carbonada mentre que els
tocoferols no. De les 8 formes de la vitamina E, I’a-tocoferol (figura 6) és
I’isomer que presenta una major activitat biologica, i per tant és el compost
més estudiat (Pinheiro-Sant’Ana et al., 2011).

Retinol Luteina
CH CH CH HsC OH
e e [ HsC CHs  CHa CHs ¢
C ST o S VS T8 T 0 T
CH . CH CH. HsC CHg
\ 3 \ 3 3
hs HO CHs
Zeaxantina

HsC OH
HiC. CH, Chs CHa
A S T e N e N
HsC “CHs
Ho CHy CHa CHs

Cantaxantina a-tocoferol

CH; CHs
HsC o} CHs

Sy HoC OH CHa CHs CHa o

[¢] CHs

Figura 6 Estructures dels carotenoids analitzats en aquest treball, de I’a-tocoferol i del retinol
(Sigma-Aldrich, 2015).
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1.4.6.1 Revisio bibliografica dels metodes d’analisi

Durant 1’analisi dels carotenoides, de 1’a-tocoferol i del retinol cal
treballar amb condicions de llum ténue 1 amb la preséncia d’antioxidants
(BHT) per evitar-ne la seva oxidacio. L’extracci6 es pot realitzar mitjangant
una extraccio directe amb un solvent organic com 1’hexa, amb una mescla
de dissolvents, o bé realitzant una previa saponificacié amb hidroxid de
potassi (50-60 % KOH, a 70 °C, entre 30-120 minuts), tot i que durant la
saponificacio es pot provocar la degradacié d’alguns analits (Kang et al.,
1998; Kimura et al., 1990; Van Ruth et al., 2011).

Per a la seva determinacid en aliments existeixen diferents métodes
mitjancant la cromatografia de liquids. Aquests compostos tant es poden
analitzar de forma separada, utilitzant metodes especifics per a cada familia
de compostos o de forma simultania (Gleize et al., 2012; Nimalaratne et al.,
2012; Otles & Hisil, 1991; Pinheiro-Sant’Ana et al., 2011; Sanches-Silva et
al., 2013).

Fins fa uns anys, la técnica més utilitzada era la cromatografia de
liquids acoblada a un detector de serie de diodes o de fluorescéncia, en canvi
avui en dia alguns métodes usen I’espectrometria de masses. Per millorar la
resolucié entre la luteina i la zeaxantina, diversos estudis utilitzen dues
columnes en série 0 una columna de fase C30, en lloc d’una columna C18
(Chauveau-Duriot et al., 2010; Gentili & Caretti, 2011; Hargitai et al., 2006;
Kang et al., 1998; Pinheiro-Sant’Ana et al., 2011; Wenzel et al., 2011).
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1.4.7 Oxidacio lipidica del rovell d’ou

La determinacié de 1’oxidacio lipidica és important ja que pot provocar
canvis en les propietats fisiques i organoléptiques dels aliments (canvis en
I’aspecte, en el sabor, en I’aroma, en la textura, aixi com canvis
nutricionals). L’oxidaci6 del rovell de I’ou pot ser a causa del pH, de la
llum, de la temperatura, entre d’altres factors. Tot i aix0, la closca protegeix
I’ou de factors externs, fet que provoca una menor oxidacio (Botsoglou et
al., 1997).

L’oxidaci¢ lipidica té lloc mitjangant un conjunt de reaccions en cadena
de radicals lliures que es distribueixen en tres etapes: iniciacid, propagacio

i acabament.

1.4.7.1 Revisio bibliografica dels metodes d’analisi

A TI’hora de mesurar 1’oxidacio lipidica es pot realitzar mitjancant la
determinacid de productes primaris, com els hidroperoxids (R-COOH), o
de productes secundaris, com el malondialdehid (MDA), el pentanal o
I’hexanal. Els productes primaris es formen durant les primeres etapes de
1’oxidacid lipidica, pero son compostos poc estables ja que es descomponen
rapidament per formar els productes secundaris. A causa d’aixo, els
metodes més utilitzats per a la mesura de 1’oxidacié lipidica sén els que
determinen els productes secundaris, sobretot el MDA, com el test de 1’acid
tiobarbitdric (TBA), I’espectrofotometria UV-Visible, la cromatografia de
liquids, la cromatografia de gasos, entre d’altres. Tot i que el test de TBA
presenta poca sensibilitat, poca especificitat i poca reproductibilitat, és un

dels més utilitzats per a la determinacio de I’oxidaci6 lipidica ja que és
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economic i poc laborids (Barriuso et al., 2013; Gray, 1978; Kanner &
Rosenthal, 1992; Papastergiadis et al., 2012).

El mecanisme de reaccio del test de TBA es troba il-lustrat a la figura
7 i consisteix en qué una molécula de MDA reacciona amb dues molécules
de TBA per formar un complex de color rosa que absorbeix a una longitud
d’ona de 532 nm (TBA2-MDA). Perqué aquesta reacci6 tingui lloc cal medi
acid i temperatura elevada (95-100 °C). No obstant aixo, un dels
inconvenients d’aquesta técnica és la poca especificitat que té, ja que altres
substancies com aldehids, sucres, aminoacids i proteines que es troben a la
matriu tambeé reaccionen amb el TBA formant adductes que presenten un
maxim d’adsorcio a I’UV-Visible molt proper al del complex TBA2-MDA.
Es per quest motiu que aquest métode s’utilitza per a la mesura de I’oxidacié
lipidica en general i no per a la quantificacié del MDA. Aixi doncs, per fer
referéncia als resultats de 1’oxidacio lipidica s’utilitzara el terme TBARS
(TBA-reactive substances) i s’expressara com a mmols d’equivalents de
MDA/ kg de rovell.

L’obtencio de I’extracte, per a la determinacid de I’index de TBARS,
es pot realitzar mitjangant 1’extracci6 simple, on els compostos reaccionen
directament amb una solucid aquosa i acida de TBA, per destil-lacio de la
mostra o per escalfament amb reflux. Encara que I’extraccié mitjangant la
destil-lacio minimitzi els interferents que reaccionen amb el TBA, I’analisi
és llarg i es poden formar artefactes durant el procés d’escalfament. De les
tres técniques la més usada és 1’extraccio simple (Fernandez et al., 1997;
Guillen-Sans & Guzman-Chozas, 1998).
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Figura 7 Reacci6 entre el MDA i el TBA per formar el complex TBA2-MDA.
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Els limits maxims residuals i els plans de vigilancia de residus en
aliments d’origen animal s’han establert per garantir un nivell adequat de
proteccio vers el consumidor. Tot i aixo, hi ha raons per sospitar que la
utilitzaci6 d’antibiotics pot afectar el metabolisme de 1’animal aixi com les
propietats i la qualitat dels aliments que se’n deriven. Cal destacar I’escassa
bibliografia referent als efectes que poden provocar 1’administraciéo de
medicaments veterinaris sobre parametres nutricionals i de composicio dels

aliments d’origen animal.

En el cas de les gallines ponedores, 1’administracio terapeutica de
I’antibiotic tilosina A esta permesa, en canvi 1’as de I’antibiotic doxiciclina
no ho esta (Reglament (UE) num. 37/2010). No obstant aix0, la doxiciclina
és un dels antibiotics permesos en els pollastres d’engreix i es podria produir
un subministrament involuntari a les gallines ponedores com a
conseqiiéncia d’una contaminacid creuada entre un pinso medicat i Un no

medicat.
Per aquests motius, els objectius principals d’aquest treball van ser:

e Estudiar I’efecte de ’administracio6 de tilosina A en gallines ponedores
sobre parametres nutricionals i de composicié de 1’ou durant el
tractament amb antibiotic i després d’un temps de retirada. La seva
administracio es va dur a terme seguint les indicacions terapéutiques

del medicament en gallines ponedores.

e Estudiar I’efecte de I’administracié de doxiciclina en gallines
ponedores sobre parametres nutricionals i de composicié de I’ou durant
el tractament amb antibiotic 1 després d’un temps de retirada. La seva

administracio es va dur a terme reproduint el subministrament
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involuntari a causa de la contaminacié creuada entre un pinso medicat

i un de no medicat.

e Identificar possibles biomarcadors per a la deteccié d’una contaminacié
creuada i/o de practiques fraudulentes en 1’us dels antibiotics, tilosina

A i doxiciclina, en gallines ponedores.

Per poder assolir els objectius plantejats es van optimitzar els metodes

analitics necessaris per a la determinacio de:
e La proteina soluble a la clara de I’ou.

e Els acids grassos totals, el fraccionament lipidic, els triglicérids, els
acids grassos lliures, els acids grassos procedents de la fraccio dels
fosfolipids, el colesterol, 1’acid 5-metiltetrahidrofolic, els carotenoides,

1I’a-tocoferol, el retinol i 1’oxidacio lipidica en el rovell de 1’ou.

e Els residus de tilosina A i doxiciclina en el rovell i la clara de I’ou.
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3.1 OBTENCIO DE LES MOSTRES

Per realitzar el treball experimental es van criar 45 gallines ponedores
de I’espécie Hy Line Brown a la Granja Experimental de I’IRTA del Prat de
Llobregat. Les gallines ponedores es van col-locar en una gabia individual
equipada amb un diposit d’aigua de beguda i van ser alimentades amb el

pinso descrit a la taula 3 (Super’s, Nutricié6 Animal N.° 6, Interdiana S.L).

Taula 3 Composicio6 del pinso subministrat a les gallines ponedores de I’estudi (Super’s,
Nutrici6 animal N.° 6, Interdiana S.L).

Ingredients %
Blat de moro 61
Farina extreta de soja torrada 20
CaCOs; 9
Farinetes de blat 6
CaHPOQO;4 - 2H0 1,33
Mantega 1,2
NaCl 0,3
NaHCOs 0,1
Additius! 1,07

Additius®: Vitamina A 8.000 ui/kg; Vitamina D3 1.500 ui/kg; Vitamina E (a-tocoferol) 15
mg/kg; Analeg hidroxilat de metionina 2.000 mg/kg; CuSOs - 5H20 4 mg/kg; 6 fitasa
EC3.1.3.25 500 FTU/kg; Cantaxantina 3 mg/kg; Acid propionic i fumaric.

Les gallines ponedores es van distribuir en 3 grups aleatoris de 15
animals. Un grup control (sense tractament), un grup tractat amb tilosina A
i un grup tractat amb doxiciclina (figura 8). Per a cada tratament (control,
tilosina A i doxiciclina) i per a cada mostreig (abans o després del periode
de retirada) es van analitzar 10 mostres, amb un duplicat per a cada

parametre analitic.
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‘ Tractament ‘ M1 ’ Periode de retirada \ M2 ‘ Doxiciclina (n = 15)

‘ Tractament ‘ M1 ’ Periode de retirada \ M2 ‘ Tilosina A (n = 15)

‘ ‘ M1 ‘ \ MZ‘ Control (n = 15)

Figura 8 Esquema dels grups d’estudi i dels mostreigs.

M1 = Primer mostreig després de 5 dies de tractament amb antibiotic (n = 15 x 3).
M2 = Segon mostreig després de 5 dies de periode de retirada (n = 15 x 3).

Els tractaments amb antibiotic es van administrar durant 5 dies
consecutius, dissolent les dosis terapeutiques recomanades pel fabricant en
aigua de beguda (taula 4). Tot i aixo també es podrien haver administrat a
través del pinso, per via intramuscular, per via intravenosa, entre d’altres.
Latilosina A es va administrar en forma de tartrat de tilosina, ja que el tartrat
de tilosina és més soluble en aigua 1 s’adsorbeix amb molta facilitat en el
tracte digestiu de les gallines i dels pollastres (Iritani et al., 1976). En canvi,

la doxiciclina es va administrar en forma d’hiclat de doxiciclina.

El primer mostreig es va realitzar ’endema d’haver acabat el
tractament amb antibiotic (M1), mentre que el segon es va dur a terme el
sis¢ dia després d’iniciar el periode de retirada del tractament (M2). El
temps de retirada va ser de 5 dies ja que és el que recomana el fabricant per
gallines ponedores i per pollastres. A cada mostreig es va recollir un ou de

cada animal.

Els ous recollits a cada mostreig es van refrigerar immediatament a
5°C. Al llarg de les seglients 24 h es van separar, manualment, els rovells

de les clares i es van congelar a -80 °C.
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Taula 4 Productes comercials dels antibiotics utilitzats en I’estudi.

Producte comercial Composicid Dosi terapeutica
ORATIL 100 99-100 % tartrat de tilosina® 0,5g/L
DOXI 100 10 % hiclat de doxiciclina® 1g/L

! Fabricat per SP Veterinaria, S.A., Riudoms, Espanya.
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3.2 ANALISI DE LES PROTEINES DE LA
CLARA D’OU

En aquest treball es va realitzar un estudi preliminar sobre els efectes
de I’administracio de tilosina A i de doxiciclina en les proteines de la clara
d’ou. Per una banda es va determinar la concentracié total de proteina
mitjancant un métode colorimetric (Bradford, 1976) i per altra banda es va
avaluar el perfil proteic mitjancant 1’clectroforesi microfluidica amb I’equip

Bioanalyser®.

3.2.1 Determinaci6 de la proteina en la clara d’ou (Bio-
Rad)

Per a la determinacié de la proteina de la clara d’ou es va utilitzar un
assaig colorimétric de I’empresa Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU), basat en
el meétode de Bradford (1976).

3.2.1.1 Fonament

Aquest és un procés simple 1 acurat que s’utilitza per a la determinacid
de la concentracio total de les proteines solubles. En aquest assaig es du a
terme una reaccié colorimetrica entre les proteines solubilitzades i un tint
acid, el Coomassie® Brilliant Blue, formant un compost de color marr6-verd
en funcio de la concentracio proteica. L’absorbancia del compost format es

llegeix a una longitud d’ona de 595 nm.

A T’hora de solubilitzar les proteines s’ha de tenir en compte que els
reactius utilitzats no crein interferéncies en la reacci6 colorimétrica de

I’assaig.
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3.2.1.2 Reactius

Tots els reactius utilitzats per a la solubilitzacié de les proteines, aixi
com I’albumina de sérum bovi (BSA) van ser subministrats per Sigma-
Aldrich (St.Louis, MO, USA). El reactiu especific per 1’assaig de Bio-Rad
va ser proporcionat per Bio-Rad (BioRad Laboratories Inc, Hercules, CA,
EEUU), mentre que 1’aigua ultra pura es va produir al laboratori mitjangant
un sistema de purificacio d’aigua MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU).
Els dissolvents de puresa HPLC van ser proporcionats per J.T.Baker

(Deventer, Paisos Baixos).
3.2.1.3 Preparacio de solucions

Es va preparar una soluci6 de BSA de 1 ¢g/L amb el tampd de
solubilitzacio (urea 7 M, tiourea 2 M, tris 30 mM a pH = 8,5).

3.2.1.4 Solubilitzacio de les proteines de la clara d’ou

A 1 g de clara d’ou s’hi van afegir 2,5 mL del tamp¢ de solubilitzacio
(urea 7 M, tiourea 2 M, tris 30 mM a pH = 8,5). Es van pipetejar 200 pL de
la solucio i s hi van afegir 900 puL de tampo de solubilitzacio. Seguidament
es va pipetejar una aliquota de 500 pL, es va mesclar amb 3,5 mL d’aigua i

es va vortexar.

Aquest extracte proteic tant es va utilitzar per a I’assaig de Bio-Rad
com per a ’estudi del perfil proteic mitjancant el Bioanalyser® (apartat
3.2.2).

3.2.1.5 Procediment experimental de [’assaig de Bio-Rad

Aquest procediment experimental es troba descrit al manual d’usuari

Bio-Rad Protein Assay (2008).
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A una aliquota de 100 pL de I’extracte proteic s’hi van afegir 5 mL del
reactiu diluit de Bio-Rad (reactiu de Bio-Rad:aigua, 20:80, v/v), es va
vortexar i es va deixar incubar durant 30 minuts a temperatura ambient.
Passat aquest temps, es va fer la lectura de 1’absorbancia a una longitud
d’ona de 595 nm amb un espectrofotometre Graphicord UV-240
(Shimadzu, Kyoto, Japd).

3.2.1.6  Quantificacio

La determinacid de la concentracio de proteina soluble es va dur a
terme mitjancant una recta de calibratge, on el contingut proteic corresponia
a la BSA. Per fer la recta de calibratge es van preparar diferents nivells de
concentracié de proteina i es va realitzar la lectura de 1’absorbancia

(A =595 nm).

3.2.2 Estudi del perfil proteic de la clara d’ou
(Bioanalyser®)

Per a I’estudi del perfil de les proteines de la clara d’ou es va utilitzar
I’estoig d’Agilent anomenat “Agilent High Sensitivity Protein 250 kit”, que
consisteix en una tincié covalent de les proteines amb un colorant
fluorescent. La separaci6 de les proteines segons la seva massa molecular
es va realitzar mitjancant el Bioanalyser® (Agilent, Palo Alto, CA, EEUU,
figura 9).

Aquest estoig permet la separacié i la deteccio de les proteines amb

masses moleculars entre 10-250 kDa.
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3.2.2.1 Reactius

Tots els reactius utilitzats van ser subministrats per Agilent (Palo Alto,
CA, EEUU), excepte el DTT que es va adquirir a Sigma-Aldrich i I’aigua
ultra pura que es va produir al laboratori mitjancant un sistema de
purificacio d’aigua MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

3.2.2.2 Preparaci6 de solucions

La solucio de tincié fluorescent es va preparar afegint 54 L. de DMSO

en el vial que contenia el colorant blau.

La soluci6 desnaturalitzant es va preparar afegint 1,4 uL. d’una solucid

aquosa de DTT (1 M) sobre 40 uL del tampd que contenia I’estoig.

3.2.2.3 Procediment experimental

Per a dur a terme aquest métode es va seguir el procediment
experimental descrit pel fabricant (Agilent High Sensitivity Protein 250 Kit
Guide, 2008).

Es van pipetejar 5 uL de 1’extracte proteic obtingut a I’apartat 3.2.1.4,
s’hi van addicionar 0,5 pL de la soluci6 de tinci6 fluorescent i es va deixar
incubar durant 30 minuts a 1 °C. Passat aquest temps es van afegir 0,5 mL
d’etanolamina i es va deixar incubar durant 10 minuts a 1 °C per eliminar
els excessos del tint fluorescent. Tot seguit es va pipetejar 1 pL de la mescla
1 es va diluir amb 199 puL d’aigua. A 4 pL de la mescla diluida s’hi van
afegir 2 pL de la soluci6 desnaturalitzant i es va deixar incubar 5 minuts a
98 °C. Després de condicionar el xip, es va introduir la mostra (6 uL) al
corresponent forat del xip i es va col-locar en el Bioanalyser®. Un cop
introduit el xip es va iniciar la separacio de les proteines segons la seva

massa molecular, aixi com la seva deteccio.
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Figura 9 Bioanalyser® (Agilent High Sensitivity Protein 250 Kit Guide, 2008).
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3.3 EXTRACCIO DELS LIPIDS EN EL ROVELL
D’OU
Per a I’extracci6 lipidica en el rovell d’ou es va utilitzar el metode

descrit per Folch, Lees, & Stanley (1957).

3.3.1 Reactius

Els dissolvents utilitzats eren de puresa HPLC i van ser subministrats

per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos).

3.3.2 Extraccio

1 g de rovell d’ou es va homogeneitzar amb 50 mL d’una solucié de
cloroform:metanol (2:1, v/v) durant 30 minuts. La mescla es va filtrar i
I’extraccié es va repetir. Després d’ajuntar els dos extractes, es va evaporar
el dissolvent en un rotavapor i el residu sec es va tornar a dissoldre amb

25 mL de cloroform:metanol (2:1, v/v).

Aquest extracte es va guardar a -80 °C fins que s’utilitzés per a la
determinacid dels acids grassos totals i per a la realitzacio del fraccionament
lipidic, que permetria la determinacid dels triglicérids, dels acids grassos
lliures i dels fosfolipids (figura 10).
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1 g rovell d’ou

25 mL cloroform:metanol (2:1, v/v)

10 mL 2mL
(acids grassos totals) (fraccionament lipidic)
Primera fraccid: triglicérids
GC-FID

HPLC-RI HPLC-MS GC-FID

Segona fraccié: acids grassos lliures

GC-FID

Tercera fraccio: fosfolipids

GC-FID

Figura 10 Esquema de les determinacions analitiques realitzades a partir de ’extracte lipidic.
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3.4 DETERMINACIO DELS ACIDS GRASSOS
TOTALS EN EL ROVELL D’0OU

La determinaci6 dels acids grassos totals es va realitzar mitjancant una

variacio del metode descrit per Mach et al. (2006).

3.4.1 Reactius

Tots els patrons i els reactius van ser subministrats per Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EEUU). Els dissolvents de puresa HPLC van ser
proporcionats per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos), mentre que I’aigua
ultra pura es va produir al laboratori mitjancant un sistema de purificacid
d’aigua MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

3.4.2 Preparacio de patrons

Es va preparar una solucié de 1 g/L de gliceril tritridecanoat amb

cloroform que es va emmagatzemar a -20 °C.

3.4.3 Procediment experimental

Per a dur a terme aquesta determinacio es va utilitzar una aliquota de

10 mL de I’extracte lipidic (apartat 3.3 i figura 10).

Els 10 mL d’extracte lipidic es van barrejar amb 2 mg de gliceril
tritridecanoat (patro intern) i es va evaporar el dissolvent usant una corrent
de nitrogen. A continuaci6 es va realitzar una derivatitzacié dels acids
grassos afegint, sobre el residu sec, 2 mL d’hidroxid de potassi (1 N) en
metanol i 2 mL de trifluorur de bor-metanol. Aquesta mescla es va escalfar
a 90 °C durant 1 hora. Seguidament es van afegir 2 mL de clorur de sodi
(10 %), 2 mL d’hexa, per extreure els ésters metilats dels acids grassos, i es

va centrifugar a 2.990 x g durant 5 minuts (Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech,
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Osterode/Harz-Germany). 200 pL de la fase amb hexa es van diluir amb
600 uL d’hexa i es va injectar al GC-FID.

3.4.4 Condicions cromatografiques

Per analitzar els ésters metilats dels acids grassos es va utilitzar un
cromatograf de gasos HP 5890 series Il equipat amb un detector
d’ionitzacié amb flama (GC; Hewlett Packard SA, Barcelona, Espanya) i
amb una columna capil-lar de silice fosa BPX70 (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum
de gruix de fase estacionaria; SGE, Milton Keynes, Regne Unit). Les
mostres es van injectar en mode split a 250 °C amb un cabal de 1 mL/min
d’heli (gas portador). El gradient de temperatura es va iniciar a 150 °C
durant 1 minut i va créixer de forma lineal (3 °C/min) fins arribar a 200 °C,
on es va mantenir durant 13 minuts. La temperatura del detector es va

programar a 300 °C.

3.4.5 ldentificacio i quantificacio

Els acids grassos es van identificar per comparacio dels seus temps de
retencio a la mostra amb els dels seus corresponents patrons (es va utilitzar
una mescla comercial de 37 acids grassos metilats que va ser subministrada
per Sigma-Aldrich, 47885-U).

El percentatge de cadascun dels acids grassos de la mostra es va

calcular respecte el patro intern.
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3.5 FRACCIONAMENT LIPIDIC

El fraccionament lipidic es va realitzar mitjancant una modificacio del
meétode de Kaluzny, Duncan, Merritt, & Epps (1985).

3.5.1 Reactius

Tots els reactius van ser subministrats per Sigma-Aldrich (St.Louis,
MO, EEUU). Els dissolvents de puresa HPLC van ser proporcionats per

J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos).

3.5.2 Preparacio de patrons

Es va preparar una solucié de 2 g/L de gliceril tritridecanoat i una altra
de 1 g/L d’acid tridecanoic, totes dues amb cloroform. Aquestes

dissolucions es van emmagatzemar a -20 °C.

3.5.3 Procediment experimental

El fraccionament lipidic es va dur a terme a partir de 2 mL de I’extracte
lipidic, preparat seguint les indicacions de I’apartat 3.3.2. En aquests 2 mL
s’hi van afegir els patrons interns necessaris per a la determinacio dels
triglicérids i dels acids grassos lliures. Per a I’analisi dels triglicérids es va
addicionar 1 mL de gliceril tritridecanoat (2 g/L) i pel dels acids grassos
Iliures 100 pL d’acid tridecanoic (1 g/L). El patrd intern dels fosfolipids no
s’hi va afegir, ja que es va utilitzar el mateix que en la determinacio dels
triglicerids (gliceril tritridecanoat) i hauria eluit a la fraccio dels triglicérids
en lloc de la dels fosfolipids. Seguidament es va evaporar el dissolvent amb
una corrent de nitrogen i el residu sec es va reconstituir amb 1 mL de

cloroform.
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Per poder realitzar la separacio dels lipids es van usar cartutxos
d’extraccid en fase solida Bond Elut NHz (500 mg, 3 mL, Varian) que es
van activar fent passar 10 mL d’hexa. Tot seguit es va preparar el tub per
recollir els triglicerids i es va carregar la mostra al cartutx. El dissolvent de
la carrega es va recollir juntament amb els 9 mL de la soluci6 de
cloroform:isopropanol (2:1, v/v) que es van utilitzar per a I’elucio dels
triglicérids retinguts al cartutx. Seguidament es van eluir els acids grassos
[liures amb 10 mL d’una solucié de dietil éter:acid acétic (98:2, v/v) i
finalment es van fer passar 10 mL d’una soluci6 de metanol:acid clorhidric-
metanol (3 N) (97:3, v/v) per eluir els fosfolipids. Totes les fraccions es van

guardar a -80 °C fins que s’analitzessin.

Abans de dur a terme el fraccionament lipidic de les mostres d’estudi
es van realitzar unes proves previes per adaptar el procediment a les mostres
de rovell d’ou. En aquestes proves es va observar que una part dels
triglicérids no es retenien al cartutx, sind que s’eluien juntament amb la

carrega de la mostra.
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3.6 CARACTERITZACIO DELS
TRIGLICERIDS EN EL ROVELL D’OU

Per determinar els triglicérids del rovell d’ou es van utilitzar diferents

meétodes que van proporcionar informacions complementaries.

Per una banda es van identificar i confirmar els triglicérids a través de
la HPLC-MS, mentre que la seva quantificacio es va realitzar mitjancant la
HPLC-RI. A més, també es van analitzar els acids grassos que formaven

part de la fraccio dels triglicérids mitjancant la GC-FID.

3.6.1 Reactius

Tots els reactius necessaris per a dur a terme aquesta determinacio van
ser subministrats per Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, EEUU), excepte els
patrons dels triglicérids que van ser proporcionats per Larodan (Malmo,
Suécia). D’altra banda, els dissolvents de puresa HPLC van ser

subministrats per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos).
3.6.2 Preparacio de patrons

Es va preparar una solucio6 de 1 g/L amb cloroform per a cadascun dels
triglicerids. Aquestes dissolucions es van guardar a -20 °C.

3.6.3 Procediment experimental

Per aquesta determinacio es va utilitzar la primera fraccié que es va

obtenir del fraccionament lipidic (apartat 3.5).

El residu sec, que es va obtenir després d’evaporar fins a sequedat els
10 mL de la fraccio de cloroform:isopropanol (2:1, v/v) mitjangcant una
corrent de nitrogen, es va dissoldre amb 2 mL d’acetona. Aquests 2 mL es

van separar en 3 aliquotes, una per a cada analitica (figura 11).
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2 mL de I’extracte de triglicérids

0,5 mL per la HPLC-MS 0,5 mL per la HPLC-RI 1 mL per la GC-FID

Figura 11 Esquema de les determinacions analitiques realitzades a partir de I’aliquota destinada a
I’extracte de triglicerids.
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3.6.4 Identificacio dels triglicérids mitjancant la
HPLC-MS

Per a la identificacio dels triglicérids mitjancant la HPLC-MS es va
utilitzar una modificacio del métode descrit per Diaz, Garcia Regueiro,
Casillas, & De Pedro (1996).

3.6.4.1 Preparaci6 de patrons

Procediment descrit a ’apartat 3.6.2.

3.6.4.2 Preparacio de [’extracte

L’aliquota destinada per aquesta determinaci6 (0,5 mL, apartat 3.6.3)
es vamesclaramb 0,5 mL d’acetona, es va filtrar amb un filtre de membrana
de PTFE 0,45 um i es va injectar al HPLC-MS.

3.6.4.3 Condicions cromatografiques

Per a la determinaci6 dels triglicérids es va utilitzar un Agilent de la
série 1200 (Palo Alto, CA, EEUU), equipat amb una bomba binaria i acoblat
a un detector d’espectrometria de masses amb un quadrupol com a
analitzador (Model 6120, Agilent).

La separaci6 cromatografica es va dur a terme en una columna
LiChrospher 100 RP-18 encapped (4 x 250 mm, 5 um de diametre de
particula; Merck, Darmstadt, Alemanya) amb un cabal de 1,2 mL/min i amb
una temperatura de la columna i del detector de 25 °C i 35 °C,
respectivament. La fase mobil A va ser acetonitril i la fase mobil B
acetona:2-propanol (50:50, v/v). El gradient es va iniciar amb un 40 % de
fase mobil B i va anar augmentant de forma lineal fins a un 70 % de B en

35 minuts.
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L’espectrometre de masses va operar amb un métode d’ionitzacid
quimica a pressio atmosferica en mode positiu (APCI™), amb un voltatge
del capil-lar de 3.000 V i una corrent de corona de 4 JA. El nitrogen es va
utilitzar com a gas de nebulitzacié amb un cabal de 5 L/min, amb una
pressio de 50 psi i amb una temperatura de 300 °C. La temperatura de
vaporitzacié es va programar a 400 °C. Es va treballar amb mode scan entre

m/z 250-900, amb un voltatge del fragmentador de 20.

3.6.4.4 ldentificaci6

Utilitzant aquesta técnica instrumental es van poder identificar els
triglicérids mitjancant la comparacié del temps de retencio, de la massa
molecular i de I’espectre de fragmentacio, entre la mostra i els respectius

patrons.
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3.6.5 Determinaci6 dels triglicerids mitjancant la
HPLC-RI

El metode que es va utilitzar era una modificacio del metode usat per a

la identificacio dels triglicerids mitjancant la HPLC-MS.

3.6.5.1 Preparaci6 de patrons

Procediment descrit a ’apartat 3.6.2.

3.6.5.2 Preparacié de [’extracte

L’aliquota destinada per aquesta determinacié (0,5 mL, apartat 3.6.3)
es va filtrar amb un filtre de membrana de PTFE 0,45 um i es va injectar
directament al HPLC-RI.

3.6.5.3 Condicions cromatografiques

Per analitzar els triglicérids es va utilitzar un cromatograf de liquids de
Waters equipat amb una bomba 515 HPLC Pump Water i amb un detector
d’index de refracci6 2410 (Waters Corp, Milford, MA, EEUU).

La separaci6 cromatografica es va dur a terme en una columna
LiChrospher 100 RP-18 encapped (4 x 250 mm, 5 um de diametre de
particula; Merck, Darmstadt, Alemanya), amb un cabal de 1,2 mL/min i
amb una temperatura de la columna i del detector de 35 °C. La fase mobil
utilitzada estava composta per acetonitril:acetona (50:50, v/v) i la separacid

es va realitzar amb condicions isocratiques.

3.6.5.4 Identificacio i quantificacid

Cadascun dels triglicerids es va identificar per comparacio del seu

temps de retencié a la mostra amb el del seu patro.
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La quantificacié es va realitzar mitjangant una recta de calibratge
externa amb diferents nivells de concentracid de patré per a cada compost
d’estudi.
3.6.5.5 Limit de deteccid i de quantificacio

El limit de deteccid es va estimar com la concentracié d’un compost,

corresponent a la relacié senyal / soroll igual a 3.

El limit de quantificacié es va estimar com la concentracié d’un

compost, corresponent a la relacié senyal / soroll igual a 10.
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3.6.6 Determinacio dels acids grassos dels triglicerids
mitjancant la GC-FID

Aquest metode es va optimitzar a partir del metode descrit per Mach et
al. (2006).

3.6.6.1 Preparacio de [’extracte

L’aliquota destinada per aquesta determinacié (1 mL, apartat 3.6.3) es
va evaporar fins a sequedat amb una corrent de nitrogen. Sobre el residu sec
es van afegir 2 mL d’hidroxid de potassi (1 N) en metanol, 2 mL de
trifluorur de bor-metanol i es va escalfar a 90 °C durant 1 hora. Després de
deixar-ho refredar a temperatura ambient s hi van afegir 2 mL de clorur de
sodi (10 %) i 2 mL d’hexa. Una vegada centrifugat a 2.990 x g durant
5 minuts (Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech, Osterode/Harz-Germany), la
fase amb hexa, que contenia els esters metilats dels acids grassos provinents

dels triglicerids, es va injectar al GC-FID.

3.6.6.2 Condicions cromatografiques

Per analitzar els ésters metilats dels acids grassos es va utilitzar un
cromatograf de gasos HP 5890 series Il equipat amb un detector
d’ionitzacié amb flama (Hewlett Packard SA, Barcelona, Espanya) i amb
una columna capil-lar de silice fosa BPX70 (30 m x 0,25 mm, 0,25 um de
gruix de fase estacionaria; SGE, Milton Keynes, Regne Unit). Les mostres
es van injectar amb mode split a 250 °C amb una pressio de 133 kPa
d’hidrogen (gas portador). El gradient de temperatura es va iniciar a 100 °C
durant 1 min i va créixer de forma lineal (3 °C/min) fins arribar a 210 °C,
on es va mantenir durant 12,3 minuts. La temperatura del detector es va

programar a 280 °C.
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3.6.6.3 Identificacio i quantificacid

Els acids grassos es van identificar per comparacio dels seus temps de
retencié a la mostra amb els d’una mescla comercial de 37 acids grassos

metilats que va ser subministrada per Sigma-Aldrich, 47885-U.

El percentatge de cadascun dels acids grassos de la mostra es va
calcular respecte el patr6 intern (gliceril tritridecanoat). En aquest cas,
I’addici6 del patré intern sobre les mostres es va realitzar abans del

fraccionament lipidic.
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3.7 DETERMINACIO DELS ACIDS GRASSOS
LLIURES EN EL ROVELL D’0OU

El métode que es va utilitzar per a la determinacié dels acids grassos
lliures en el rovell de I’ou va ser una modificacié del métode usat en la

determinacid dels acids grassos totals (apartat 3.4).

3.7.1 Reactius

Els reactius i patrons van ser subministrats per Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EEUU), mentre que els dissolvents de puresa HPLC van ser
proporcionats per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos). L’aigua ultra pura

es va produir al laboratori mitjangant un sistema de purificacié d’aigua

MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

3.7.2 Procediment experimental

Per a dur a terme aquesta determinacio es va utilitzar la segona fraccio

que es va obtenir en el fraccionament lipidic (apartat 3.5).

Sobre el residu sec, obtingut després d’haver evaporat fins a sequedat
els 10 mL de la fraccio de dietileter mitjancant una corrent de nitrogen, es
van afegir 2 mL de trifluorur de bor-metanol i es va escalfar a 90 °C durant
1 hora. Quan s’havia refredat es van afegir 2 mL de clorur de sodi (10 %),
1 mL d’hexa i es va centrifugar a 2.990 x g durant 5 minuts (Megafuge 1.0
Heraeus Sepatech, Osterode/Harz-Germany). Finalment, la fase que

contenia I’hexa es va injectar al GC-FID.

3.7.3 Condicions cromatografiques

Les condicions cromatografiques utilitzades van ser les mateixes que

en la determinacio dels acids grassos totals (apartat 3.4.4).
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3.7.4 ldentificacio i quantificacié

Els acids grassos es van identificar per comparacié dels seus temps de
retencié a les mostres amb els dels seus corresponents patrons (mescla
comercial de 37 acids grassos metilats que va ser subministrada per Sigma-
Aldrich, 47885-U).

El percentatge de cadascun dels acids grassos de la mostra es va
calcular respecte el patré intern (acid tridecanoic). En aquest cas, I’addicié
del patro intern sobre les mostres es va realitzar abans del fraccionament

lipidic.
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3.8 DETERMINACIO DELS ACIDS GRASSOS
DE LA FRACCIO DELS FOSFOLIPIDS EN
EL ROVELL D’OU

Per a la determinacio dels acids grassos procedents de la fraccio dels
fosfolipids del rovell de I’ou es va utilitzar una variacié del metode usat en

la determinacio dels acids grassos totals (apartat 3.4).

3.8.1 Reactius

Tots els patrons i els reactius van ser proporcionats per Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EEUU), mentre que els dissolvents de puresa HPLC van ser
subministrats per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos). L’aigua ultra pura
es va produir al laboratori mitjangant un sistema de purificacié d’aigua

MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

3.8.2 Preparacio de patrons

Es va preparar una solucié de 1 g/L de gliceril tritridecanoat amb

cloroform i es va emmagatzemar a -20 °C.

3.8.3 Procediment experimental

Per aguesta determinacio es va utilitzar la tercera fraccié que es va

obtenir en el fraccionament lipidic (apartat 3.5).

A 10 mL de la fraccié de metanol:acid clorhidric (3N amb metanol)
s’hi van afegir 500 pL d’una soluci6 de gliceril tritridecanoat (patrd intern)
i es va evaporar fins a sequedat, mitjancant una corrent de nitrogen.
Seguidament es va dissoldre el residu sec amb 2 mL de cloroform i es va
tornar a evaporar fins a sequedat. Posteriorment es va realitzar una

derivatitzacié dels acids grassos afegint, sobre el residu sec, 2 mL
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d’hidroxid de potassi (1 N) en metanol i 2 mL de trifluorur de bor-metanol.
Aquesta mescla es va escalfar a 90 °C durant 1 hora. Tot seguit es van afegir
2 mL de clorur de sodi (10 %), 2 mL d’hexa i es va centrifugar a 2.990 x g
durant 5 minuts (Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech, Osterode/Harz-
Germany). La fase amb hexa, que contenia els ésters metilats del acids

grassos, es va injectar al GC-FID.

3.8.4 Condicions cromatografiques

Les condicions cromatografiques usades van ser les mateixes que en la
determinacid dels acids grassos corresponents a la fraccio dels triglicerids
(apartat 3.6.6.2).

3.8.5 ldentificacio i quantificacio

Els acids grassos es van identificar per comparacio dels seus temps de
retencio a les mostres de rovell d’ou amb els dels seus corresponents patrons
(mescla comercial de 37 acids grassos metilats que va ser subministrada per
Sigma-Aldrich, 47885-U).

El percentatge de cadascun dels acids grassos de la mostra es va
calcular respecte el patr6 intern (gliceril tritridecanoat). En aquest cas,
I’addici6 del patr6 intern es va dur a terme abans de comencar la

saponificacio dels fosfolipids.
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3.9 DETERMINACIO DEL COLESTEROL EN
EL ROVELL D’OU

La determinacio del colesterol es va dur a terme mitjancant una
modificacié dels métodes descrits per Cayuela, Garrido, Banon, & Ros
(2003) i Maraschiello, Diaz, & Regueiro (1996).

3.9.1 Reactius

Tots els reactius i els patrons van ser subministrats per Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EEUU). Els dissolvents de puresa HPLC van ser
proporcionats per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos) i I’aigua ultra pura
es va produir al laboratori mitjangant un sistema de purificacié d’aigua

MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU)

3.9.2 Preparacio de patrons

Es va preparar una solucio de 1 g/L de colesterol i una altra de 1 g/L de
5-a-colestanol, totes dues amb cloroform. Aquestes dissolucions es van

conservar a -20 °C.

3.9.3 Extraccio

A 100 mg de rovell d’ou s’hi va afegir 1 mL de la soluci6 concentrada
(1 mg/mL) de 5a-colestan-3p-ol (patr0 intern) i es va evaporar fins a
sequedat. A continuaci6 es va dur a terme la reaccié de saponificacio,
afegint 7,3 mL de la solucid de saponificacio (hidroxid de potassi 1 N en
etanol:aigua, 55:45 v/v) i escalfant-ho en un bany d’aigua a 80 °C durant
15 minuts. Quan la solucié s’havia refredat, s’hi van afegir 1,5 mL d’aigua,
3 mL d’etanol, 3 mL d’hexa i es va centrifugar a 272 x g durant 10 minuts
(Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech, Osterode/Harz-Germany). De la fase

superior (hexa) es va pipetejar una aliquota de 1,5 mL i es va evaporar amb
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nitrogen fins a sequedat. Un cop evaporat es va dissoldre el residu sec amb
1,5 mL de fase mobil, acetonitril:acetona (50:50, v/v), es va filtrar amb un
filtre de membrana de PTFE de 0,45 pum i es va injectar al HPLC-RI.

3.9.4 Condicions cromatografiques

L’analisi es va realitzar en un Waters equipat amb una bomba 515
HPLC Pump Water i amb un detector d’index de refracci6é 2410 (Waters
Corp, Milford, MA, EEUU). La separaci¢ es va dur a terme amb condicions
isocratiques (acetonitril:acetona (50:50, v/v)), en una columna Nucleosil
100-5 C18 (4 x 250 mm, 5 um de diametre de particula; Agilent, Palo Alto
CA, EEUU) amb un cabal de 1,2 mL/min i amb una temperatura de la

columna i del detector de 35 °C.

3.9.5 Identificacio i quantificacié

El colesterol es va identificar mitjancant la comparacio entre el temps
de retenci6 a la mostra i el del seu patro.

Per a la seva quantificacid es va utilitzar una recta de calibratge amb
patrd intern, obtinguda addicionant 1 mg de patr6 intern a totes les solucions

de colesterol utilitzades per a I’elaboraci6 de la recta de calibratge.

3.9.6 Recuperacio del metode

La recuperacio del métode es va calcular seguint la férmula seguent:

X
% recuperaci6 = 7 x 100

X = Increment de 1’area en la mostra fortificada = Ar - Ac.

Ar = Area de la mostra fortificada amb una concentracié coneguda del
patro.

Ac = Area de la mostra sense fortificar.
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Y = Area del patré que correspon a la mateixa concentracié de

fortificacio de la mostra.

El procés de fortificacio es va realitzar abans d’iniciar el procediment

experimental.

3.9.7 Repetibilitat del métode

La repetibilitat intradia del metode d’analisi es va calcular analitzant

tres extractes diferents de tres mostres de rovell d’ou en un mateix dia

(n=9).

En canvi, la repetibilitat interdia es va calcular analitzant tres mostres

de rovell d’ou durant tres dies consecutius (n = 9).

3.9.8 Exactitud del metode

Per calcular I’exactitud del métode es van analitzar diverses mostres
fortificades amb quantitats conegudes de patr6. Posteriorment es va
relacionar la concentraci6 obtinguda del patré, segons la recta de calibratge,

amb la concentracio teorica del patrd afegida a la mostra fortificada.
L’exactitud es va calcular segons:
X
% exactitud = % x 100

X = Concentracié de patr6 afegida a la mostra segons la recta de

calibratge.

Y = Concentracio tedrica de patr6 afegida a la mostra.
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3.9.9 Limit de deteccid i de quantificacio

Tant el limit de deteccié com el limit de quantificacio es van calcular

seguint el procés descrit a I’apartat 3.6.5.5.
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3.10 DETERMINACIO DE L’ACID 5-MTHF EN
EL ROVELL D’OU

La determinaci6 de I’acid 5-metiltetrahidrofolic (5-MTHF) es va
realitzar mitjancant una adaptacio dels métodes descrits per Doherty &
Beecher (2003) i Jastrebova, Witthoft, Grahn, Svensson, & Jagerstad
(2003).

3.10.1 Reactius

Tots els patrons i els reactius van ser subministrats per Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EEUU). Els dissolvents de puresa HPLC van ser
proporcionats per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos), mentre que 1’aigua
ultra pura es va produir al laboratori mitjancant un sistema de purificacié
d’aigua MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU)

3.10.2 Preparacio de patrons

Es va preparar una solucié de 1 g/L d’acid 5-metiltetrahidrofolic amb
tamp6 d’extraccio (apartat 3.10.3). Aquesta dissolucid es va conservar a
-20°C.

3.10.3 Extraccio

500 mg de rovell d’ou es van homogeneitzar amb 10 mL de tampod
d’extraccié (0,1 M tamp¢6 fosfat pH 6, amb 10 mM d’acid ascorbic i
10 mM 2-mercaptoetanol) i es van posar en un bany d’aigua a 100 °C durant
10 minuts. Un cop refredat I’extracte, es va centrifugar a 27.200 x g, a 4 °C
durant 10 minuts (Beckman J2-MC, Palo Alto, CA, EEUU) i es van
transferir 5 mL del sobrenedant en dos tubs diferents (protocol 1 o protocol
2).
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3.10.3.1 Protocol 1 (amb tractament enzimatic)

En aquest protocol es va utilitzar un tractament enzimatic amb sérum
de rata (R9759, Sigma-Aldrich) per estudiar si el rovell d’ou contenia

formes poliglutamades de folats.

En els 5 mL d’extracte s’hi van afegir 100 pL de sérum de rata i es va
deixar incubar durant 2 hores en un bany d’aigua a 37 °C. Finalitzat aquest
temps es va submergir en un bany d’aigua a 100 °C durant 5 minuts, per
aturar ’activitat enzimatica, 1 es va refredar en gel. Quan I’extracte ja
s’havia refredat es va centrifugar a 3.220 x g durant 15 segons (Beckman
J2-MC, Palo Alto, CA, EEUU) i es va separar el residu solid del

sobrenedant. Aquest sobrenedant es va reservar fins al procés de purificacio.

3.10.3.2 Protocol 2 (sense tractament enzimatic)

Els 5 mL d’extracte es van purificar sense cap tractament previ.

3.10.4 Purificacio

La purificacio es va dur a terme amb els cartutxos d’intercanvi anionic
fort, ISOLUTE SAX (500 mg, 6 mL, Biotage, EEUU). Aquests cartutxos
es van condicionar fent passar 10 mL de metanol, 5 mL d’aigua i 5 mL de
tamp6 d’extraccio. Un cop condicionats, es va carregar la mostra, procedent
del protocol 1 0 2, i es va rentar amb 5 mL de tamp¢ d’extraccid. L’elucid
de I’acid 5-metiltetrahidrofolic es va realitzar amb 10 mL de tamp¢6 d’elucid
(0,1 M tamp¢ acetat de sodi pH 4, amb 1 % d’acid ascorbic, 10 % de clorur
de sodi i 0,1 % de 2-mercaptoetanol). L’cluat es va filtrar amb un filtre de
membrana de nilé de 13 mm de diametre i 0,22 um de porus (Teknokroma,
St. Cugat del Vallés, Espanya) i es va injectar en el HPLC-FLD.
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3.10.5 Condicions cromatografiques

L’equip utilitzat va ser un Waters equipat amb una bomba binaria 1525
i amb un detector de fluorescéncia 2475 (Waters Corp., Milford, MA,
EEUU). La longitud d’ona d’excitaci6 es va programar a 290 nm 1 la
d’emissio a 360 nm. La separaci6 cromatografica es va dur a terme a través
d’una columna XBridge Shield C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um de diametre de
particula) de Waters, a 30 °C i amb un cabal de 1,1 mL/min. El gradient
utilitzat es wva iniciar amb un 100 % de la fase mobil A
(H3PO4 0,04 %:metanol, 95:5, v/v) i es va incrementar de forma lineal fins
al 30 % de fase mobil B (0,04 % H3PO4 en metanol) en 15 minuts.

3.10.6 ldentificacio i quantificacid
L’acid 5-metiltetrahidrofolic es va identificar comparant el temps de

retencio a la mostra amb el del seu patro.

La quantificacié es va dur a terme mitjangant una recta de calibratge
obtinguda a partir de mostres fortificades amb diferents concentracions de
patrd. La fortificacido es va realitzar abans de 1’extraccid, afegint una

quantitat coneguda de patré a la mostra.

3.10.7 Recuperacio del metode

La recuperacié d’aquest meétode d’analisis va ser calculada seguint el
procediment descrit a I’apartat 3.9.6.
3.10.8 Repetibilitat del métode

Tant la repetibilitat intradia com la repetibilitat interdia d’aquest

metode d’analisi es van calcular seguint el procediment descrit a I’apartat

3.9.7.
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3.10.9 Exactitud del metode

L’exactitud del metode d’analisi es va determinar seguint el

procediment descrit a 1’apartat 3.9.8.

3.10.10Limit de deteccid i de quantificacio

Tant el limit de deteccié com el limit de quantificacio es van calcular

seguint el procés descrit a I’apartat 3.6.5.5.
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3.11 DETERMINACIO DE CAROTENOIDES,
a- TOCOFEROL I RETINOL EN EL ROVELL
D’OU

La determinacié de carotenoides, d’a-tocoferol i de retinol es va
realitzar mitjancant un métode de HPLC-DAD-FLD.

3.11.1 Reactius

Els patrons de luteina, retinol, a-tocoferol juntament amb la resta de
reactius van ser subministrats per Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, EEUU),
excepte la cantaxantina que es va obtenir de CaroteNature (Lupsingen,
Suissa) i la zeaxantina que la va proporcionar Extrasynthese (Genay Cedex,
Franca). Tots els dissolvents de puresa HPLC van ser subministrats per
J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos) i I’aigua ultra pura es va produir al
laboratori mitjangant un sistema de purificacié d’aigua MilliQ (Millipore,

Bedford, MA, EEUU).

3.11.2 Preparacio6 de patrons

Es van preparar unes solucions de 1 g/L de retinol, de 50 mg/L de
luteina, de 50 mg/L de zeaxantina, de 50 mg/L de cantaxantina i de
200 mg/L d’a-tocoferol amb acetonitril. Totes aquestes dissolucions es van

conservar a -20 °C.

3.11.3 Extraccio

L’extracci6 dels carotenoides, del retinol i de I’a-tocoferol en el rovell
d’ou es va realitzar mitjancant una adaptacié del métode d’extraccio descrit
per Karppi, Nurmi, Olmedilla-Alonso, Granado-Lorencio, & Nyyssonen
(2008).
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Durant tot el procés d’extraccio es va treballar en condicions de llum
tenue. 1 mL d’etanol amb 0,01 % de butil-hidroxitolue (BHT) es va mesclar
amb 200 mg de rovell d’ou. Després de 1’homogeneitzacio es van afegir
2 mL d’hexa, 500 pL de clorur de sodi (5 %, p/v) i es va centrifugar a
1.580 x g, a 4 °C durant 5 minuts (Beckman J2-MC, Palo Alto, EEUU). Es
va separar la fase d’hexa i I’extraccid es va repetir dues vegades més. Un
cop combinades les fraccions d’hexa de les tres extraccions, es va evaporar
el dissolvent amb una corrent de nitrogen fins a sequedat. Posteriorment es

va reconstituir el residu sec i es va injectar al HPLC-DAD-FLD.

3.11.4 Proves de reconstitucio
Abans de 1’analisi de les mostres es van estudiar diferents condicions
per a la reconstituci6 dels compostos d’interes.

Les condiciones de reconstitucié avaluades van ser:

+ 500 pL d’acetonitril

+ 750 pL d’acetonitril

+ 2.000 pL d’acetonitril

+ 750 pL d’acetonitril: tetrahidrofuran (80:20)

o &~ w0 D

+ 1.500 pL d’acetonitril: tetrahidrofuran (80:20)

3.11.5 Condicions cromatografiques

Per a la determinacid dels carotenoides, del retinol i de I’a-tocoferol es
va utilitzar un Agilent de la seérie HP1100 (Palo Alto, CA, EEUU), equipat
amb una bomba quaternaria i amb un detector de serie de diodes i un
detector de fluorescencia (FLD, Model 1046 A, Hewlett Packard) en serie.

Les longituds d’ona programades al DAD van ser 325 nm pel retinol i
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445 nm pels carotenoides, mentre que en el FLD es va programar una

Aexcitacio = 280 NM i una Aemissic = 330 nm per I’a-tocoferol.

La separaci6 cromatografica va ser optimitzada a partir del métode
descrit per Karadas, Surai, Sparks, & Grammenidis (2005). En aquest cas
es va utilitzar una columna Luna C18 100 A (150 mm x 3 mm, 3 um de
diametre de particula; Phenomenex, Torrance, EEUU) amb un cabal de
0,5 mLU/min. Les fases mobils usades van ser: acetonitril (A),
acetonitril:tetrahidrofuran (40:60, v/v, B) i aigua (C). L’clucio es va
realitzar mantenint la composicié de la fase mobil inicial (90 % A, 10 % C)
durant els primers tres minuts. Llavors, es va variar linealment la
composicio fins al 80 % A i al 20 % B en 7 minuts i tot seguit, mitjancant
un altre gradient lineal, es va arribar a una composicio del 15 % de A i del
85 % de B en 20 minuts.

3.11.6 ldentificacio i quantificacid

Els analits es van identificar comparant els seus temps de retencié i els
seus espectres d’ultraviolat a les mostres de rovell d’ou amb els dels seus

patrons.

La quantificacid es va dur a terme mitjancant una recta de calibratge
per a cada compost, obtinguda a partir de mostres fortificades amb diverses
concentracions de cadascun dels patrons. La fortificacio es va realitzar

abans de I’extraccio, afegint una quantitat coneguda de patr6 a la mostra.

3.11.7 Recuperaci6 del métode

La recuperacié d’aquest metode d’analisis va ser calculada seguint el

procediment descrit a I’apartat 3.9.6.
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3.11.8 Repetibilitat del métode

Tant la repetibilitat intradia com la repetibilitat interdia d’aquest
meétode d’analisi es van calcular seguint el procediment descrit a I’apartat
3.9.7.
3.11.9 Exactitud del métode

L’exactitud del meétode d’analisi es va determinar seguint el
procediment descrit a I’apartat 3.9.8.
3.11.10Limit de deteccid i de quantificacio

Tant el limit de deteccié com el limit de quantificacio es van calcular

seguint el procés descrit a I’apartat 3.6.5.5.
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3.12 DETERMINACIO DE L’OXIDACIO
LIPIDICA EN EL ROVELL D’OU

Per a la determinacio de 1’oxidacio lipidica en el rovell d’ou es va

utilitzar el test de I’acid tiobarbitaric (TBA) no induit i induit.

3.12.1 Reactius

Tots els reactius van ser subministrats per Sigma-Aldrich (St.Louis,
MO, EEUU), excepte 1’aigua ultra pura que es va produir al laboratori

mitjangant un sistema de purificacié d’aigua MilliQ (Millipore, Bedford,

MA, EEUU).

3.12.2 Determinacio de I’oxidacio lipidica del rovell d’ou
mitjancgant el test del TBA no induit

El test del TBA no induit que es va provar en aquest treball va ser una

modificacié del métode descrit previament per Buege & Aust (1978).

300 mg de rovell d’ou es van homogeneitzar amb 4 mL de la solucio
aquosa de TBA (26 mM d’acid tiobarbituric, 0,92 M d’acid tricloroacetic,
0,8 M d’acid clorhidric) i es va incubar en un bany d’aigua bullent durant
10 minuts. Un cop refredat, es va centrifugar a 1.940 x g durant 25 minuts
(Beckman J2-MC, Palo Alto, CA, EEUU) i es va fer la lectura de
I’absorbancia del sobrenedant a una longitud d’ona de 532 nm en un

espectrofotometre Graphicord UV-240 (Shimadzu, Kyoto, Japd).
3.12.3 Determinacié de I’oxidacio lipidica del rovell d’ou
mitjancant el test del TBA induit

En aquest cas 1’oxidacio lipidica va ser mesurada utilitzant una variacio
del métode descrit per Kornbrust & Mavis (1980), publicada per Carreras
et al. (2004).
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600 mg de rovell d’ou es van homogeneitzar amb 6,75 mL de clorur de
potassi (1,15 %). En un tub s’hi van afegir 500 pL de tampo trizma-maleat
(80 mM, pH =7,4), 200 pL d’acid ascorbic (2 mM), 200 pL de sulfat ferros
(5 mM) i 100 pL de I'homogeneitzat obtingut. La mescla es va incubar a
37 °C durant 60 minuts en un bany d’aigua amb agitacid. A continuacio es
van afegir 2 mL de la solucié aquosa de TBARS (26 mM d’acid
tiobarbitaric, 0,92 M d’acid tricloroacetic, 0,8 M d’acid clorhidric) i es va
posar en un bany d’aigua bullent durant 15 minuts. Un cop refredat, es va
centrifugar a 1.940 x g, a 4 °C durant 15 minuts (Beckman J2-MC, Palo
Alto, CA, EEUU) i el sobrenedant es va transvasar en un altre tub per poder-
lo vortexar i eliminar totes les bombolles. La soluci6 es va llegir a una
longitud d’ona de 532 nm amb un espectrofotometre Graphicord UV-240
(Shimadzu, Kyoto, Japd).

3.12.4 Quantificacio

La quantificacio de I’oxidacio lipidica es va realitzar mitjangant la llei
de Lambert-Beer (Concentracié = Absorbancia / € - 1), on I’absortivitat
molar del MDA (g) és de 1,56-10° L - mol™ i el cami optim recorregut per

la llum (1) ésde 1 cm.

L’oxidaci6 lipidica es va expressar com a mmols d’equivalents de
MDA per kg de rovell d’ou.

3.12.5 Repetibilitat del métode

Tant la repetibilitat intradia com la repetibilitat interdia del test del TBA

induit es van calcular seguint el procediment descrit a 1’apartat 3.9.7.
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3.13 DETERMINACIO DELS RESIDUS DE
TILOSINA A | DE DOXICICLINA EN EL
ROVELL | LA CLARA D’OU

Per a la determinacié dels residus antibiotics es van utilitzar dos
meétodes diferents. Un per a 1’analisi de la tilosina A i la doxiciclina en el
rovell d’ou i per a I’analisi de la doxiciclina en la clara d’ou, i un altre

meétode per a I’analisi de la tilosina A en la clara d’ou.

3.13.1 Reactius

Tots els patrons i els reactius van ser subministrats per Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EEUU). Els dissolvents de puresa HPLC van ser
proporcionats per J.T.Baker (Deventer, Paisos Baixos), mentre que I’aigua
ultra pura es va produir al laboratori mitjangcant un sistema de purificacio
d’aigua MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

3.13.2 Preparacio de patrons
Es van preparar solucions de 500 mg/L amb metanol per a cada
antibiotic d’estudi.
3.13.3 Extraccié de la doxiciclina en el rovell i en la clara
d’ou i extraccié de la tilosina A en el rovell d’ou

Aquest procediment és una modificacio del metode descrit per Heller,
Nochetto, Rummel, & Thomas (2006).

1 g de rovell o clara d’ou es va mesclar amb 100 pL d’EDTA (0,1 M),
1 mL d’aigua i 9 g de solucio d’extraccio (100 mM de tampd succinat a
pH = 3,5:metanol, 30:70, v/v). A continuacié es van afegir 3 mL d’hexa i
es va centrifugar a 1.940 x g, a 4 °C durant 15 minuts (Beckman J2-MC,
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Palo Alto, EEUU). Una vegada centrifugat, es va agafar una aliquota de
2 g de la fase metanolica i s’hi van afegir 4 mL d’acetona. Es va centrifugar
amb les mateixes condicions anteriors i el sobrenedant es va evaporar fins
a sequedat, mitjancant una corrent de nitrogen. Posteriorment el residu sec
es va dissoldre amb 750 pL de la fase mobil A (acid formic
0,1 %:acetonitril, 95:5, v/v) i es va injectar al UPLC-MS/MS® (Waters
Corp., Milford, EEUU).

Abans de realitzar I’analisi de les mostres es va optimitzar el dissolvent
organic utilitzat en la solucié d’extracci6. Els dissolvents estudiats van ser

el metanol 1 ’acetonitril.

e Soluci6 d’extraccié 1: 100 mM de tampd succinat a pH = 3,5:metanol,

30:70, viv.

e Soluci6 d’extracci6 2: 100 mM de tampd succinat a

pH = 3,5:acetonitril, 30:70, v/v.

Per a la comparacié de les dues solucions d’extraccio es van utilitzar
tres extractes, per a cada solucio d’extraccid, d’una mostra de rovell d’ou

fortificats amb tilosina A i doxiciclina.

3.13.4 Extraccio de la tilosina A en la clara de IPou

Al realitzar I’extracci6 de la tilosina A en la clara d’ou amb el métode
descrit a 1’apartat 3.13.3 es va observar que aquest compost no s’extreia
correctament. Per millorar la seva extraccid es van estudiar tres metodes

diferents:

e Protocol 1: precipitacié de les proteines mitjancant un dissolvent

organic, 1’acetonitril.
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e Protocol 2: utilitzacié d’un agent reductor (per trencar els enllagos
disulfur), d’un agent alquilant i d’un enzim per a la digestioé de les

proteines.

e Protocol 3: es va seguir el mateix procediment que el protocol 2, pero

sense la digesti6 de les proteines mitjancant un enzim.

3.13.4.1 Protocol 1

Aquest protocol és una modificacié del métode descrit per Bogialli,
Ciampanella, Curini, Di Corcia, & Lagana (2009).

1 g de clara d’ou es va mesclar amb 9 g d’acetonitril i es va centrifugar
a 1.940 x g, a 4 °C durant 15 minuts (Beckman J2-MC, Palo Alto, EEUU).
Esva agafar una aliquota de 1 g del sobrenedant, s’hi van afegir 4 mL d’acid
formic 0,1 % i es va injectar al UPLC-MS/MS® (Waters Corp., Milford,
EEUU).

3.13.4.2 Protocol 2

Aquest procés d’extraccio és una modificacio del metode descrit per
Yue, Li, Liang, Dong, Dong, & Zhong (2010).

A 1 g de clara d’ou s’hi van afegir 280 pL de DTT (10 g/L de DTT
dissolts amb una solucié aquosa de 20 mM d’hidrogencarbonat d’amoni),
es va vortexar 1 es va deixar durant una hora en un bany d’aigua a 37 °C. A
continuacié s’hi van afegir 400 uL de iodoacetamida (20 g/L), es va
vortexar i es va deixar a temperatura ambient durant dues hores i a les
fosques. Un cop les proteines es trobaven reduides i alcalinitzades, es van
addicionar 400 pL de tripsina (10 g/L dissolts amb un tampé de trizma a
pH = 7,6 amb presencia de clorur de calci, per evitar ’autolisi de la tripsina)
I es va deixar incubar durant tota la nit en un bany d’aigua a 37 °C.
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Després de la digestio amb tripsina, es va mesclar amb 9 g d’acetonitril

i es va seguir el mateix procediment que el protocol 1 (apartat 3.13.4.1).

3.13.4.3 Protocol 3

Aquest métode segueix el mateix protocol de 1’apartat 3.13.4.2, pero

sense 1’addicid de la tripsina.

A 1 g de clara d’ou s’hi van afegir 280 puL de DTT (10 g/L de DTT
dissolts amb una solucié aquosa de 20 mM d’hidrogencarbonat d’amoni),
es va vortexar i es va deixar durant una hora en un bany d’aigua a 37 °C. A
continuacié s’hi van afegir 400 pL de iodoacetamida (20 g/L), es va
vortexar i es va deixar a temperatura ambient durant dues hores i a les
fosques. Un cop les proteines es trobaven reduides i alcalinitzades, es va
mesclar amb 9 g d’acetonitril i es va seguir el mateix procediment que el
protocol 1 (apartat 3.13.4.1).

3.13.5 Condicions cromatografiques

Per a la separacié de la tilosina A i de la doxiciclina es va utilitzar un
UPLC® Acquity equipat amb un detector de série de diodes i un triple
quadrupol, UPLC-DAD-MS/MS®, (Waters Corp., Milford, MA). La
separacio cromatografica es va dur a terme mitjancant una columna BEH
Shield RP18 (1,0 x 150 mm, 1,7 um de diametre de particula) a 35 °C amb
un cabal de 0,130 mL/min. El gradient es va realitzar entre la fase mobil A
(acid formic 0,1 %:acetonitril, 95:5, v/v) i la fase mobil B (acid formic
0,1 %:acetonitril, 40:60, v/v), comencant amb un 15 % de fase mobil B i

augmentant aquest percentatge de forma lineal fins a un 85 % en 7 minuts.

L’espectrometre de masses va operar amb mode electroesprai en

positiu (ESI*), amb un voltatge del capil-lar de 3.0 kV, amb un voltatge
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extractor de 3 V i amb un voltatge de les lents RF de 0,1 V. La temperatura
de solvatacio i de la font es van programar a 350 °C i a 140 °C,
respectivament. El nitrogen es va utilitzar com a gas de desolvatacio i del
con, amb un cabal de 500 L/h i de 25 L/h, respectivament. El gas de coalicid
va ser I’argd amb un cabal de 0,10 mL/min. El voltatge del con, les
transicions MRM i I’energia de coalicié van ser de 62 V, m/z 916 > 174
(44 eV) i m/z 916 > 101 (53 eV) per a la tilosina A i de 32 V,
m/z 445 > 428 (19 eV) i m/z 445 > 154 (29 eV) per a la doxiciclina.

3.13.6 Identificaci6 i quantificacio

Els dos antibiotics d’estudi es van identificar comparant el temps de
retencid, I’espectre de masses i les transicions MRM entre la mostra i els

Seus corresponents patrons.

La quantificacio es va dur a terme mitjancant una recta de calibratge
per a cada analit, obtinguda a partir de mostres fortificades amb diferents
concentracions de cadascun dels patrons. Aquestes fortificacions es van
realitzar abans de ’extraccid, afegint una quantitat coneguda de patro a la

mostra.

3.13.7 Recuperacio del metode

La recuperacio del métode es va calcular seguint la segiient férmula:
X
% recuperaci6 = 7 x 100

X = Area de la mostra fortificada abans del procés d’extraccid.

Y = Area de la mostra fortificada abans de la injeccid al cromatograf

de liquids.
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3.13.8 Limit de deteccid i de quantificacio

El limit de deteccio i de quantificacio del métode es va calcular seguint

el procediment de I’apartat 3.6.5.5.
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3.14 ANALISI ESTADISTICA

Els resultats dels diferents parametres analitics s’han analitzat
estadisticament, mitjancant ANOVA, considerant el tractament
farmacologic com a variable independent i els parametres de composicié de
I’ou com a variable dependent. Per a cada mostreig es va realitzar una
analisis estadistica independent. En el cas d’efectes significatius, es va
utilitzar el test de HSD Tukey per evidenciar diferéncies significatives entre

les mitjanes. El nivell de confianca establert va ser de p < 0,05.

També es va realitzar I’analisi de components principals (PCA), per
determinar quins parametres de composicié diferencien millor les mostres
en funcié del tractament antibiotic administrat (control, tilosina A i

doxiciclina) i del mostreig.

Totes les analisis estadistiques es van realitzar amb el JIMP (versié 11;
SAS Institute Inc, Cary, NC, EEUU).
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4. Resultats i discussio

4.1 ANALISI DE LES PROTEINES DE LA
CLARA D’OU

En aquest treball es va realitzar un estudi preliminar de 1’efecte de
I’administracié de tilosina A i de doxiciclina en les gallines ponedores sobre

les proteines de la clara d’ou.

4.1.1 Determinacio de la proteina soluble de la clara d’ou
(Bio-Rad)

4.1.1.1 Optimitzacio del metode d’analisi

Per a la determinacio de la proteina soluble de la clara d’ou es va
utilitzar un assaig colorimétric de I’empresa Bio-Rad (Hercules, CA,
EEUU), basat en el métode de Bradford (1976).

La recta de calibratge utilitzada per a la quantificacio de la proteina
soluble es va elaborar usant albimina de serum bovi i la seva equacio era
y =0,0047 - x + 0,0112 amb una r? = 0,9944.

4.1.1.2 Avaluacio dels efectes de [’administracio
d’antibiotics
Com es pot observar a la taula 5, la clara d’ou conté, aproximadament,
un 5 % de proteina soluble. Després de realitzar una analisi estadistica
independent per a cada mostreig, no es van evidenciar diferéncies
significatives (p > 0,05) entre els valors mitjans (n = 10) del percentatge de

proteina soluble de la clara d’ou dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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Taula 5 Mitjana dels valors del percentatge de proteina soluble en la clara d’ou.
Per a cada grup, n = 10.

M1 M2

Control Doxiciclina Tilosina A Control Doxiciclina Tilosina A

Proteina

soluble 59 59 58 5,8 5,7 59

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.

4.1.2 Estudi del perfil proteic de la clara d’ou
(Bioanalyser®)

4.1.2.1 Optimitzacio del metode d’analisi

Per a I’estudi del perfil de les proteines de la clara d’ou es va utilitzar

I’estoig d’Agilent anomenat “Agilent High Sensitivity Protein 250 kit”.

A la figura 12 s’observa la separacio de les proteines de la clara d’ou
segons la seva massa molecular. El primer pic (5 kDa) correspon a un
fixador de I’analisi, mentre que la resta son les diverses proteines de la clara
d’ou. Tot i que no es va realitzar aquest analisi amb proteines individuals,
la proteina amb 14 kDa correspon al lisozim i la de 45 kDa a I’ovoalbiimina.

Respecte la de 85 kDa no es va identificar (Mine, 1995; Stevens, 1991).
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Figura 12 Perfil proteic d’una mostra de clara d’ou obtingut mitjangant ’estoig d’Agilent “High
Sensitivity Protein 250 kit”.

4.1.2.2 Avaluacio dels efectes de I’administracio
d’antibiotics
Per detectar si hi havia diferéncies significatives entre els perfils
proteics de les clares dels diversos grups d’estudi, es van seleccionar les
proteines majoritaries (14 kDa, 45 kDa i 85 kDa) i es van comparar
estadisticament les mitjanes de les relacions de les seves arees:
45 kDa/14 kDa, 85 kDa/14 kDa i 45 kDa/85 kDa (taula 6).

Després de realitzar una analisi estadistica independent per a cada
mostreig, no es van evidenciar diferencies significatives (p > 0,05) entre les
mitjanes (n = 10) de cadascuna de les relacions de proteines dels diferents
grups, dins de cada mostreig. Aixi doncs, cap dels tractaments antibiotics

administrats en aquest estudi va afectar el perfil proteic de la clara.

105



4. Resultats i discussio

Taula 6 Mitjana dels valors de les relacions entre les proteines majoritaries del perfil proteic de la
clara d’ou. Per a cada grup, n = 10.

M1 M2
Control Doxiciclina T|I(X|na Control Doxiciclina Tllc'):ma
45 kDa/14 kDa 10,8 10,7 10,8 11,3 12 10,8
85 kDa/14 kDa 3,9 3,7 3,4 4,1 3,9 3,1
45 kDa/85 kDa 2,8 2,9 3,2 2,8 3,1 3

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.

4.1.3 Avaluacié dels efectes de ’administracio
d’antibiotics
Tal com s’ha descrit anteriorment, 1’administracié de tilosina A i de
doxicilina a les gallines ponedores no va afectar significativament la
proteina soluble de la clara d’ou ni el perfil proteic de la clara d’ou obtingut

mitjancant el Bioanalyser.

Els resultats obtinguts mostren I’interes de realitzar un estudi que
permeti una exploracié més exhaustiva de 1’efecte dels antibiotics estudiats
en aquest treball sobre la concentraci6 de les proteines minoritaries i sobre
I’expressio  d’enzims. Per realitzar aquest estudi es podria utilitzar
I’electroforesi bidimensional en gel de poliacrilamida amb dodecilsulfat
sodic (2D-SDS-PAGE).

A la bibliografia hi ha descrit un treball on es van detectar diferéncies
significatives en els perfils proteics de mostres de muscul de porc a causa
de ’administracio de tetraciclines (Gratacos-Cubarsi et al., 2008). D’altra
banda, es coneix que alguns antibiotics poden inhibir enzims de bacteris

com és el cas de latilosina A, que inhibeix la peptidil transferasa i la sintesi
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de proteines mitjancgant la seva unié amb la subunitat 50S del ribosoma del
bacteri (Lewicki, 2006; Poehlsgaard & Douthwaite, 2005; Poulsen et al.,
2000).
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4.2 DETERMINACIO DELS ACIDS GRASSOS
TOTALS EN EL ROVELL D’0OU

4.2.1 Optimitzacié del metode d’analisi

Per a la determinacié dels acids grassos totals es va realitzar una
extraccio lipidica, seguida d’una saponificacio i una derivatitzacio, per
aconseguir els ésters metilats dels acids grassos. L’extracte es va injectar en
un GC-FID (apartat 3.4).

A la figura 13 es mostra un cromatograma dels acids grassos totals del

rovell de 1’ou.

sounts C16:0 C'18:2 (n-6)¢
C18:0
C18:1 (n-9)c
C16:1(n-7)ec
PI(C13:0)
§ C20:4 (n-6)c
C16:1 (n-9) C18:1 (n-T)e
_ C22:6 (n-3)c
] cla0 ull L C18:3 (n-3) |
_ *“_}L__\.AULMA*JL L Y WY B
‘ T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 min

Figura 13 Cromatograma dels acids grassos totals obtingut mitjangant la GC-FID d’una mostra de
rovell d’ou.

4.2.2 Avaluacio dels efectes de ’administracio
d’antibiotics

A la taula 7 es mostra la mitjana (n = 10) de la concentracid dels acids

grassos que contenen els rovells dels ous analitzats.
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Taula 7 Mitjana dels valors de la concentraci6 dels acids grassos del rovell de I’ou (g/kg rovell).

Per a cada grup, n = 10.

M1

M2

Control Doxiciclina T"cj:ma

Control Doxiciclina T"‘X’ma

¥ Acids grassos 242,482  265,11° 265,89°

Acids grassos saturats (SFA)

C14:0 0,87 0,96 0,98
C15:0 0,18 0,18 0,2
C16:0 62,752 69,16%  70,75°
C17:.0 0,45 0,43 0,46
C18:0 23,29 23,63 25,64
C21:0 0,2 0,17 0,16

Acids grassos monoinsaturats (MUFA)

Ci4:1 0,2 0,22 0,23
C16:1 (n-9) 1,84 1,86 1,81
C16:1 (n-7)c 6,58 7,47 7,77
Ci7:1 0,29 0,29 0,3
C18:1 (n-9)t 0,26" 0,222 0,26°
C18:1 (n-9)c 90,19 101,85 96,44
C18:1 (n-7)c 4,67 5,17 5,12
C20:1 (n-9)c 0,53 0,58 0,56
Acids grassos poliinsaturats (PUFA)

C18:2 (n-6)c 37,31 40,97 41,61
C18:3 (n-6)c 0,44 0,38 0,47
C18:3 (n-3)c 0,93 0,99 1,01
C20:2 (n-6)c 0,55 0,59 0,62
C20:3 (n-6)c 0,52 0,49 0,58
C20:4 (n-6)c 7,302 6,862 7,74°
C22:6 (n-3)c 3,12°P 2,642 3,19°

240,612  312,21° 239,692

0,892 1,11° 0,88
0,17 0,21 0,18
62,892 81,94° 62,852
0,392 0,51° 0,412
22,47 25,59 21,71%
0,16 0,18 0,16

0,212 0,26° 0,212
1,71 2,09 1,61
6,912 9,52P 7,182
0,272 0,36  0,29%

0,162 0,21° 0,152
90,842 122,04 88,662
4,532 6,44° 4,552

0,472 0,77° 0,48

36,702 48,56° 39,042

0,32 0,43 0,32
0,862 1,25° 0,972
0,542 0,70° 0,532
0,432 0,54° 0,472
6,91 6,86 6,36
2,78 2,65 2,67

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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A més, també¢ s’hi observen els efectes produits per I’administracié de
tilosina A 1 de doxiciclina sobre les concentracions d’aquests acids grassos

(taula 7).

Els acids grassos majoritaris en el rovell de ’ou son I’acid oleic
(C18:1(n-9)c), I’acid palmitic (C16:0), I’acid linoleic (C18:2(n-6)) i I’acid
estearic (C18:0). Aquests resultats conincideixen amb treballs de la
bibliografia que van estudiar la composici6 d’acids grassos en ous de gallina
(Cherian et al., 2002; Galobart et al., 2001 a).

Després de realitzar una analisi estadistica independent per a cada
mostreig, es va observar que el sumatori de la concentracio dels acids
grassos va patir un increment significatiu en el cas de les mostres que
provenien de les gallines tractades amb doxiciclina, tant del M1 com del
M2, aixi com en les tractades amb tilosina A i recollides en el M1. Va ser
en els rovells dels ous recollits després del periode de retirada i que
provenien dels animals tractats amb doxiciclina on I’increment va ser major

(+ 30 %) (taula 7).

Aquests resultats concorden amb el treball fet per Mukherje, Ghosh, &
Mukherje (1971), els quals van descriure un increment de la biogenesi dels

acids grassos en el fetge de rata després d’administrar-los tetraciclina.

Si ara s’observa cadascun dels acids grassos analitzats, es veu com en
les mostres del mostreig previ al periode de retirada la concentracio de
I’acid palmitic (C16:0) va ser incrementada significativament pel
tractament amb tilosina A, comparat amb les mostres control. En canvi, la
concentracio de 1‘acid elaidic (C18:1 (n-9)t) i de 1’acid docosahexaenoic
(C22:6 (n-3)c) va disminuir significativament pel tractament amb

doxiciclina si es compara amb les mostres control. D’altra banda, en els
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rovells provinents dels ous recollits en el mostreig posterior al temps de
retiradada, 13 dels 21 acids grassos van augmentar significativament la seva
concentracio a causa del tractament amb doxiciclina, comparat amb les
mostres control. Alguns d’aquests corresponen a acids grassos majoritaris
com I’acid palmitic (C16:0), I’acid palmitoleic (C16:1 (n-7)c), ’acid oleic
(C18:1 (n-9)c) i I’acid linoleic (C18:2 (n-6)c) (taula 7).

La biosintesi dels acids grassos amb un nombre parell de carbonis i
superior a 16, ja siguin acids grassos saturats, monoinsaturats 0
poliinsaturats, parteix de 1’acid palmitic (C16:0) (KEGG). Aixi doncs, és
conseqiient que I’augment de la concentracié de 1’acid palmitic comporti
I’augment de la concentraci6 de la majoria d’acids grassos del rovell d’ou
com P’acid estearic, ’acid oleic, ’acid linoleic, ’acid a-linolénic, entre
d’altres. L’augment de la concentracié de I’acid palmitic pot estar
relacionada amb la molecula malonil-CoA. La reacci6 de carboxilacid de
’acetil-CoA per a la formacio del malonil-CoA és I’etapa limitant de la

biosintesi dels acids grassos i depen de la concentracio de biotina (KEGG).

A lafigura 14 es mostra una altra representacié dels canvis produits en
el perfil dels acids grassos dels rovells dels ous, a causa dels tractaments
antibiotics administrats. En aquesta figura s’observa que en les mostres
recollides abans del periode de retirada es va incrementar de manera
significativa el sumatori de la concentracié dels acids grassos saturats, a
causa del tractament amb tilosina A, i la relacid entre el sumatori de la
concentracio dels acids grassos n-6/n-3, pel tractament amb doxiciclina. En
el cas de les mostres recollides després del periode de retirada, tant el
sumatori de la concentracié dels acids grassos saturats, com la dels
monoinsaturats, com la dels poliinsaturats, com la dels acids grassos n-6,

aixi com la relacio entre el sumatori de la concentracio dels acids grassos
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n-6 i n-3 van augmentar significativament per I’efecte de ’administracio6 de
doxiciclina. En canvi, la concentracié dels acids grassos n-3 no va patir

canvis significatius.

o Control o Doxiciclina mTilosina A

160 - M1
140 - b

120 a

80 -
60 -

40 -

0 ; . . . . . “
Y SFA Y MUFA Y PUFA Yn6  ¥n-3(x10) Y n-6/Yn-3 Y PUFA/
(9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (x10)  XSFA (x10)

M2 b

120
100 -
80 -
60 -
40 -

20 A

0 . .
Y SFA S MUFA ¥ PUFA Sn-6  Yn-3(x10) Y n-6/3n-3 Y PUFA/
(9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (x10)  YSFA (x10)

Figura 14 Perfil dels acids grassos de les mostres de rovell d’ou recollides abans del periode de
retirada (M1) i després del periode de retirada (M2).

¥ SFA = Mitjana dels valors del sumatori de la concentraci6 dels acids grassos saturats.

> MUFA = Mitjana dels valors del sumatori de la concentracid dels acids grassos monoinsaturats.
¥ PUFA = Mitjana dels valors del sumatori de la concentracio dels acids grassos poliinsaturats.

¥ n-6 = Mitjana dels valors del sumatori de la concentraci6 dels acids grassos n-6.

¥ n-3 = Mitjana dels valors del sumatori de la concentraci6 dels acids grassos n-3.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferencies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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4.3 DETERMINACIO DELS TRIGLICERIDS EN
EL ROVELL D’OU

4.3.1 ldentificacio dels triglicerids mitjancant la
HPLC-MS

Per a la identificacio dels triglicérids mitjancant la HPLC-MS es va

diluir (1:1) I’aliquota destinada per aquesta determinaci6 amb acetona i es

va injectar al HPLC-MS (apartat 3.6.4).

Els parametres utilitzats per a la identificacié i la confirmacio dels
triglicerids van ser la massa molecular, el temps de retencio, aixi com la
fragmentacio dels triglicérids amb els corresponents diglicerids (Dugo et
al., 2005; La Nasa et al., 2013).

Després de fer la comparaci6 entre les mostres d’estudi i els patrons, es
van poder identificar i confirmar els triglicerids que formaven part de les

mostres de rovell d’ou (taula 8).

Taula 8 Massa molecular dels triglicerids identificats en el rovell de I’ou.

Massa molecular

Compost (g/mol)

LLO 880

OOL 882

POL 856

000 884

POO 858

SO0 886

POS 861
LLO =1,3-linoleic-2-oleic. POO = 1,2-oleic-3-palmitic.
OOL =1,2-oleic-3-linoleic. SO0 = 1,2-oleic-3-estearic.
POL = 1-palmitic-2-oleic-3-linoleic. POS = 1-palmitic-2-oleic-3-estearic.
000 =Trioleic.
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A la figura 15 es mostra un cromatograma d’una mostra de rovell d’ou

analitzada amb mode scan (m/z 250-900).

counts oop

0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Figura 15 Cromatograma dels triglicerids d’una mostra de rovell d’ou obtingut mitjancant la
HPLC-APCI*-MS (scan: m/z 250 - 900).

L’espectre de masses que es mostra a la figura 16 correspon al
triglicerid POL.

N 601.6 [OL]"
100 [POL+H]*
] 857.8
80|
60 [PL]"
] 575.5
40—: /[PO]*
2] A 5776
O*: fa ol “ L ‘ | ‘\ ‘ I | | hul‘h‘ IM Dl 1
200 300 400 500 600 760 800 900 miz

Figura 16 Espectre del POL d’una mostra de rovell d’ou.

Després d’estudiar la fragmentacid6 de cadascun dels triglicerids
d’interes, es va observar que tots els compostos es fragmentaven en els seus
diglicerids corresponents, excepte el POS que en lloc de fragmentar-se en
els diglicerids PO, PS i OS només ho feiaen el PO i el OS.

Una vegada identificats els triglicerids de les mostres de rovell d’ou, es

van analitzar totes les mostres en el HPLC-RI per avaluar si hi havien canvis
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significatius en les seves concentracions a causa del tractament amb

doxiciclina o tilosina A.
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4.3.2 Determinacio6 dels triglicérids mitjancant la
HPLC-RI

4.3.2.1 Optimitzacio del metode d’analisi
Per a la quantificacio dels triglicérids es va injectar directament al

HPLC-RI I’aliquota destinada per a aquesta determinacié (apartat 3.6.5).

A la figura 17 s’il-lustra un cromatograma de la separacid

cromatografica dels triglicerids del rovell d’ou mitjangant la HPLC-RI.

Voltage

i

01| L“ ‘L_q__{ﬁ

10 20 30

500 POG

40 [min] 30

Figura 17 Cromatograma dels triglicerids d’una mostra de rovell d’ou obtingut mitjancant la
HPLC-RI.

Per avaluar el metode es va calcular el limit de deteccid i el limit de
quantificacié per a cada triglicérid (taula 9). La quantificacio dels
triglicerids es va realitzar mitjangant una recta de calibratge externa per a

cadascun d’ells. Les equacions de les rectes de calibratge utilitzades es

mostren a la taula 9.
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Taula 9 Parametres d’avaluacio del métode per a cada triglicérid (mitjana + desviacié estandard).

Repetibilitat Repetibilitat
intradia interdia
(CV, %) n=9 (CV,%)n=9 (Mg/kg)  (ng/kg)

LOD LOQ Recta de
calibratge

LLO 341+167 485+1,00 35,0 1166 y=10,6-x+1,1 0,9998
OOL 479+185 571+191 22,0 73,3 y=91-x-02 0,9986
POL 2,11+081 3,09+0,84 7,4 253 y=209-x-229 0,9950
000 3,20£0,88 3,35+0,94 16,8 56,0 y=10,7-x+24 0,9976
POO 382+1,12 548+1]15 37,5 1249 y=94-x+13,4 0,9981
SO0 6,47+3,89 6,94+0,48 22,6 75,6 y=10,0-x+25 0,9945

POS 166+089 6,75+1,28 38,6 1289 y=91-x+14 0,9985

LOD = Limit de detecci6. LLO = 1,3-linoleic-2-oleic.

LOQ = Limit de quantificacio. OOL = 1,2-oleic-3-linoleic.

r2 = Coeficient de regressio. POL = 1-palmitic-2-oleic-3-linoleic.
00O =Trioleic.

POO = 1,2-oleic-3-palmitic.
SO0 = 1,2-oleic-3-estearic.
POS = 1-palmitic-2-oleic-3-estearic.

4.3.2.2 Avaluacio dels efectes de I’administracio
d’antibiotics
A la taula 10 es mostra la mitjana (n = 10) de la concentracié de
cadascun dels triglicérids, aixi com els efectes que han patit a causa del
tractament amb els antibiotics d’estudi. Els triglicerids majoritaris del rovell
de I’ou sén el POO i el POL, resultats que concorden amb la bibliografia
(Kallio et al., 2001).

Després de realitzar una analisi estadistica independent per a cada
mostreig, s’observa que la concentraci6 del POL va augmentar
significativament en les mostres recollides després del periode de retirada,

com a conseqiiéncia de I’administracié de doxiciclina. Aquest increment va
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ser de més del 16 % comparat amb les mostres control. La resta de
triglicérids no van patir els efectes del tractament amb tilosina A ni amb

doxiciclina (taula 10).

Taula 10 Mitjana dels valors de la concentraci6 dels triglicérids en el rovell de I’ou (g/kg).
Per a cada grup, n = 10.

M1 M2

Control Doxiciclina  Tilosina A Control  Doxiciclina Tilosina A
POL 25,81 26,14 27,46 25394 20500 281920
LLO 4,02 3,71 4,10 3,87 4,53 4,45
OOL 10,65 10,34 10,08 10,81 10,97 10,75
000 9,26 8,70 8,28 9,29 8,55 8,37
POO 61,44 60,62 60,72 61,02 63,12 59,36
SO0 5,53 5,10 5,18 6,01 4,81 4,85
POS 11,89 11,35 11,94 12,05 11,58 11,27

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

LLO = 1,3-linoleic-2-oleic. POO = 1,2-oleic-3-palmitic.

OOL =1,2-oleic-3-linoleic. SO0 = 1,2-oleic-3-estearic.

POL = 1-palmitic-2-oleic-3-linoleic. POS = 1-palmitic-2-oleic-3-estearic.
000 =Trioleic.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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4.3.3 Determinacio dels acids grassos dels triglicérids
mitjancant la GC-FID

43.3.1

Optimitzacio del metode d’analisi

Per a la determinacio dels acids grassos procedents de la fraccié dels
triglicerids es va saponificar i derivatitzar ’aliquota destinada per a aquesta
analitica. Seguidament es van extreure els ésters metilats dels acids grassos

amb hexa i es van injectar al GC-FID (apartat 3.6.6).

A la figura 18 s’il-lustra un cromatograma del perfil dels acids grassos

que provenen de la fraccio dels triglicerids del rovell de ’ou, obtingut

mitjancant la GC-FID.

counts I
'16: 18:1 (n-9)c
(C13:0) C16:0 (0-9)
C18:2 {n-6)c
cie:l C18:0
(n-The
C18:1 (n-7)e
C18:3 (n-3)¢
C20:1 (n-9
c16:1w9)| | crgq -9)c
C20:4 (106
C14:0 Pl @0 (n-6)¢
L
B —— JLJ.JLW
L L B B R R e ‘ : : |
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Figura 18 Cromatograma dels acids grassos procedents de la fraccio dels triglicerids d’una mostra
de rovell d’ou, obtingut mitjangant la GC-FID.

Pl = Patré intern.
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4.3.3.2 Avaluacio dels efectes de [’administracio
d’antibiotics

La mitjana del sumatori dels acids grassos corresponents a la fraccid
dels triglicerids es mostren a la taula 11. Els acids grassos majoritaris son
Ioleic (C18:1 (n-9)c), seguit del palmitic (C16:0) i del linoleic
(C18:2 (n-6)c). Aquests resultats concorden amb els obtinguts amb el
métode HPLC-RI, on els triglicérids majoritaris eren el POL i el POO que
estan formats per 1’acid palmitic (P), I’oleic (O) i el linoleic (L), i també
concorden amb diversos treballs de la bibliografia (Kallio et al., 2001;
Pacetti et al., 2005; Shinn et al., 2014).

En I’analisi estadistica que es va realitzar independentment per a cada
mostreig no es van evidenciar diferéncies significatives (p > 0,05) entre les
mitjanes (n = 10) dels sumatoris dels acids grassos dels diferents grups, dins
de cada mostreig. Aixi doncs, cap dels acids grassos procedents de la fraccid
dels triglicérids va patir canvis significatius a causa del tractament amb

doxiciclina i tilosina A.

Taula 11 Mitjana dels valors del sumatori dels acids grassos procedents de la fraccié dels triglicérids
del rovell d’ou (g/kg rovell). Per a cada grup, n = 10.

M1 M2

Control Doxiciclina T"f'na Control Doxiciclina Tllc:ma

T Acids grassos 252,21 226,87 232,65 230,21 243,31 230,27

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferencies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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4.4 DETERMINACIO DELS ACIDS GRASSOS
LLIURES EN EL ROVELL D’0OU

4.4.1 Optimitzacio del metode d’analisi

Un cop obtinguda la fraccio6 corresponent als acids grassos Iliures es va
derivatitzar amb trifluorur de bor-metanol, es van extreure els esters
metilats dels acids grassos amb hexa i es va injectar 1’extracte al GC-FID
(apartat 3.7.2).

A la figura 19 s’il-lustra un cromatograma dels acids grassos lliures

que es troben en el rovell de 1’ou, obtingut mitjancant 1’analisi per GC-FID.

counts 1 PI (C13:0)
C16:0
— C18:1 (n-9c
7 C180
C182 (n-6)c
204 (n-

\ €204 (-6) €226 (a-3)c
[N N DR

-—Y———F—————— 7T
0 5 10 15 20 min.

Figura 19 Cromatograma dels acids grassos procedents de la fraccio dels acids grassos lliures
d’una mostra de rovell d’ou, obtingut mitjangant la GC-FID.

Pl = Patré intern.

121



4. Resultats i discussio

4.4.2 Avaluacio dels efectes de I’administracio
d’antibiotics
La mitjana (n = 10) del sumatori dels acids grassos lliures en el rovell

de I’ou es mostren a la taula 12.

En I’analisi estadistica que es va realitzar independentment per a cada
mostreig no es van evidenciar diferéncies significatives (p > 0,05) entre les
mitjanes (n = 10) dels sumatoris dels acids grassos dels diferents grups, dins
de cada mostreig. Aixi doncs, cap dels acids grassos lliures va patir un efecte

significatiu a causa de I’administraci6 de tilosina A ni de doxiciclina.

Els acids grassos lliures majoritaris son 1’acid palmitic (C16:0), I’acid
estearic (C18:0), I’acid oleic (C18:1 (n-9)c) i I’acid linoleic (C18:2 (n-6)c).

Taula 12 Mitjana dels valors del sumatori dels acids grassos lliures del rovell d’ou (g/kg rovell).
Per a cada grup, n = 10.

M1 M2
L. Tilosina - Tilosina
Control Doxiciclina A Control Doxiciclina A
¥ Acids grassos 2,41 2,83 2,85 2,55 2,74 2,27

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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4.5 DETERMINACIO DELS ACIDS GRASSOS DE
LA FRACCIO DELS FOSFOLIPIDS EN EL
ROVELL D’OU

4.5.1 Optimitzacio del métode d’analisi

Per a la determinacio dels acids grassos procedents dels fosfolipids es
va saponificar i derivatitzar la fraccid corresponent, obtinguda en el
fraccionament lipidic (apartat 3.5). Posteriorment es va injectar ’extracte al
GC-FID (apartat 3.8).

A la figura 20 s’il-lustra un cromatograma dels acids grassos que
provenen de la fraccid dels fosfolipids d’una mostra de rovell d’ou, obtingut
mitjancant la GC-FID.
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Figura 20 Cromatograma dels acids grassos procedents de la fraccié dels fosfolipids d’una mostra
de rovell d’ou, obtingut mitjancant la GC-FID.

Pl = Patr6 intern.
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4.5.2 Avaluacio dels efectes de ’administracié
d’antibiotics

A la taula 13 es mostra la mitjana (n = 10) del sumatori dels acids
grassos que provenen de la fraccio dels fosfolipids en el rovell de I’ou. Els
acids grassos majoritaris de la fracci6 dels fosfolipids son ’acid palmitic
(C16:0), seguit de 1’acid oleic (C18:1 (n-9)c), de I’acid estearic (C18:0) i de
I’acid linoleic (C18:2 (n-6)c). Aquests resultats concorden amb diversos
treballs de la bibliografia (Gladkowski et al., 2011; Lei et al., 2012; Pacetti
et al., 2005).

En I’analisi estadistica realitzada independentment per a cada mostreig
no es van evidenciar diferencies significatives (p > 0,05) entre les mitjanes
(n =10) dels sumatoris dels acids grassos dels diferents grups, dins de cada
mostreig. Aixi doncs, cap dels acids grassos procedents de la fraccio dels
fosfolipids va patir un efecte significatiu a causa de I’administracié de

tilosina A ni de doxiciclina.

Taula 13 Mitjana dels valors del sumatori dels acids grassos de la fraccié dels fosfolipids del rovell
de I’ou (g/kg rovell). Per a cada grup, n = 10.

M1 M2

Control Doxiciclina Tll?:ma Control Doxiciclina TII('):ma

¥ Acids grassos 62,59 57,88 58,66 60,65 63,51 61,39

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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4.6 DETERMINACIO DEL COLESTEROL EN
EL ROVELL D’OU

4.6.1 Optimitzacio del métode d’analisi

El metode utilitzat per a I’analisi del colesterol va consistir en una
saponificacié directa, seguida d’una extraccid6 amb hexa. La seva

determinacid es va realitzar a través de la HPLC-RI (apartat 3.9).

Per avaluar el metode es va estudiar la recuperacio, I’exactitud, la
repetibilitat intradia i interdia, el limit de deteccid i el limit de quantificacio.
Aquest metode presenta una recuperacié i una exactitud del 98 %, un
coeficient de variacié de la repetibilitat intradia i interdia de 1,2 i 3,3 %,
respectivament. El limit de deteccid és de 6 mg/kg i el limit de quantificacio
és de 20 mg/kg (taula 14).

A la figura 21 es mostra un cromatograma de 1’analisi del colesterol on
s’hi observa que el temps de retencio6 del colesterol és de 5,9 minuts i el del

patro intern, Sa-colestan-3p-ol, és de 7,5 minuts.

La quantificacio de la concentracid del colesterol es va dur a terme
mitjancant una recta de calibratge amb patrd intern (taula 14). Per a
I’elaboracid de la recta de calibratge es va fortificar una mostra de rovell
d’ou amb diferents concentracions de colesterol (entre 5-25 g/kg mostra) i
amb 1 mg de 5a-colestan-3p3-ol (10 g/kg rovell). Tant el patrd intern com el

colesterol es van addicionar a la mostra abans del procés d’extraccio.
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Taula 14 Parametres d’avaluacié del métode (mitjana £ desviaci6 estandard).

Repetibilitat  Repetibilitat

Recuperaci6  Exactitud intradia interdia

LOD LOQ Recta de )

(%) n=9 %)n=9 (CV.%)n=9 (CV,%)n=09 (Mo/kg)  (ng/kg)  calibratge
98,64+0,05 982+81 1,22+0,51 3,31+0,42 6,0 202 Y7 (1)'(1)?' X+ 0,9950
CV = Coeficient de variacio.
LOD = Limit de deteccio.
LOQ = Limit de quantificacio.
r2 = Coeficient de regressio.
(mVolt) |
Colesterol
31,3
27,6 ‘1 Sa-colestan-3p-ol (patro intern)
| |-
29| | (\ \
| |I \ | ]
H | { I
202 || |\ 1
AN
- JL _" \¥ — -J L ST A
16,5 e e
3,2 6,4 9,6 mMin

Figura 21 Cromatograma del colesterol i del 5a-colestan-33-ol (patr6 intern) obtingut mitjancant la
HPLC-RI d’una mostra de rovell d’ou.

4.6.2 Avaluacid dels efectes de I’administracio
d’antibiotics
A la taula 15 es mostra la mitjana (n = 10) de les concentracions de
colesterol obtingues en I’analisi de les mostres de rovell d’ou. Segons
aquests resultats hi ha un augment significatiu de la concentracié de
colesterol en les mostres que provenen dels animals tractats amb doxiciclina

i recollides en el mostreig posterior al periode de retirada, si es compara
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amb les mostres del grup control. En canvi, la tilosina A no produeix canvis

significatius (p > 0,05) en la concentracio de colesterol.

Taula 15 Mitjana dels valors de la concentracié de colesterol en el rovell de I’ou (g/kg rovell).
Per a cada grup, n = 10.

M1 M2

Control Doxiciclina Tilosina A Control Doxiciclina Tilosina A

Colesterol 11,48 11,38 11,18 10,962  11,74° 11,022

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.

Aquests resultats es troben en concordanca amb altres estudis de la
bibliografia que van observar com la concentracié del colesterol hepatic
augmentava quan als ratolins se’ls hi aplicava un tractament amb
doxiciclina (Bocker et al., 1981; Hopf, et al., 1985). Amés, Yin et al. (2006)
van manifestar la sobre-expressio d’alguns enzims involucrats en la
biosintesis del colesterol hepatic (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa,
mevalonat quinasa, isopentenil-difosfat delta isomerasa, entre d’altres), en
fetges provinents de ratolins que havien estat sotmesos a un tractament amb
tetraciclina. De tota manera, altres treballs van observar que la concentracio
de colesterol en fetge o en sang disminuia en les mostres provinents
d’animals tractats amb tetraciclina (Mukherje et al., 1971; Yamamoto et al.,
2006). També és el cas de ’estudi de Brown et al. (2005) on van comprovar
gue un tractament amb doxiciclina a dosis sub-antibacterianes disminuia la
concentracio de LDL-colesterol en el plasma de pacients amb sindromes

coronaris.
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4.7 DETERMINACIO DE L’ACID 5-MTHF EN EL
ROVELL D’0OU

4.7.1 Optimitzacio del metode d’analisi

Per a la determinaci6 de 1’acid 5-metiltetrahidrofolic (5-MTHF) es va
realitzar una extraccié amb tampo fosfat (pH = 6), una purificacié amb
cartutxos d’intercanvi anionic fort 1 I’eluat es va injectar al HPLC-FLD

(apartat 3.10).

Abans d’iniciar ’analisi de les mostres es va estudiar si, tal com alguns
treballs de la bibliografia mencionaven, el rovell de I’ou només contenia la
forma monoglutamada dels folats, I’acid 5-metiltetrahidrofolic (House et
al., 2002; Ndaw et al., 2001; Seyoum & Selhub, 1998). Mentre s’estava
posant a punt el métode d’extraccio es van seguir dos protocols, un amb un
tractament enzimatic amb sérum de rata (protocol 1) i un altre sense

(protocol 2).

Després de fer una analisi estadistica dels resultats obtinguts en els dos
protocols (amb o sense tractament enzimatic), no es van evidenciar
diferéncies significatives (p > 0,05) entre les mitjanes (n = 5) de les
concentracions de folats (taula 16). Per tant, totes les mostres es van

analitzar seguint el protocol sense tractament enzimatic.

Taula 16 Mitjana dels valors de la concentracio de ’acid 5-MTHF segons el protocol 1 0 2.
Per a cada protocol, n =5.

Protocol 1 Protocol 2

pg acid 5-MTHF / g rovell de ’ou 3,24 3,23

Protocol 1: amb tractament enzimatic.
Protocol 2: sense tractament enzimatic.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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El meétode utilitzat es va avaluar determinant la recuperacio,
I’exactitud, la repetibilitat intradia, la repetibilitat interdia, el limit de
deteccio i el limit de quantificacio. A la taula 17 es mostren els resultats de
cadascun dels parametres d’avaluacid on s’observa que el métode utilitzat
permet extreure 1’acid 5-MTHF amb una recuperacié del 101,5 %, amb una
exactitud del 94,4 %. A més, tant la mitjana del coeficient de variacio de la
repetibilitat intradia com el de la repetibilitat interdia és de 8 %
aproximadament. El limit de deteccio és de 8,9 pg/kg, mentre que el limit
de quantificacio és de 30 pg/kg.

A la figura 22 es mostra un cromatograma d’un extracte de rovell d’ou
on s’il-lustra que I’acid 5-MTHF elueix a un temps de retenci6 de

8,7 minuts.

La quantificacio de 1’acid 5-MTHF es va realitzar mitjancant una recta
de calibratge en matriu (taula 17), elaborada a partir de mostres fortificades
amb una soluci6 de patr6 a diferents  concentracions
(1,1-11,2 mg d’acid 5-MTHF / kg de rovell d’ou).

Taula 17 Parametres d’avaluacié del métode (mitjana + desviacio estandard).

Recuperacié Exactitud Re_pet|b|!|tat Repetlbl_lltat LOD LOQ Recta de 2
intradia interdia r

(%) n=9 (%)n=9 (CV.%)n=9 (CV,%)n=9 (ng/kg) (ug/kg) calibratge

y =1.217.723,16

1015+106 94,4+77 8,69+0,95 83+34 8,9 29,7 7 X + 292.084,62

0,9984

CV = Coeficient de variacio.
LOD = Limit de deteccio.
LOQ = Limit de quantificacio.
r2 = Coeficient de regressio.
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EU]
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Figura 22 Cromatograma de I’acid 5-MTHF d’una mostra de rovell d’ou mitjancant la
HPLC-FLD.

4.7.2 Avaluacio dels efectes de ’administracio
d’antibiotics

A la taula 18 s’il-lustra la mitjana (n = 10) de la concentraci6 de I’acid

5-MTHF de les mostres de rovell d’ou analitzades.

Taula 18 Mitjana dels valors de la concentracio de I’acid 5-MTHF en el rovell d’ou (mg/kg rovell).
Per a cada grup, n = 10.

M1 M2

Control Doxiciclina Tilosina A Control Doxiciclina Tilosina A

Acid 5-MTHF 3,11 3,51 3,27 3,74 3,63 3,80

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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Després de realitzar una analisi estadistica independentment per a cada
mostreig, no es van evidenciar diferencies significatives (p > 0,05) entre les
mitjanes (n = 10) de les concentracions de I’acid 5-MTHF dels diferents
grups d’estudi, dins de cada mostreig. Aixi doncs, 1’administracido de
tilosina A i de doxiciclina a les gallines ponedores no té efectes significatius
en el metabolisme de I’acid 5-MTHF. Tot i aix0, cal esmentar que les
sulfonamides competeixen amb 1’acid p-amino-benzoic del bacteri, en la
sintesi enzimatica de I’acid dihidrofolic, fet que provoca una disminuci6 de
la disponibilitat de les formes reduides dels folats que sdn essencials per a
la formacié d’acids nucleics (Richter et al., 2013; Roland et al., 1979).
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4.8 DETERMINACIO DE CAROTENOIDES,
a-TOCOFEROL I RETINOL EN EL ROVELL
D’OU

4.8.1 Optimitzacio del métode d’analisi

Els carotenoides, el retinol i I’a-tocoferol es van extreure mitjangant
hexa i es van analitzar en un HPLC-DAD-FLD (apartat 3.11).

Abans de I’analisi de les mostres es van optimitzar les condicions de
reconstitucié de I’extracte, estudiant diferents mescles de dissolvents i
diferents volums afegits (taules 19 i 20). Per avaluar quina reconstitucio era

la més adequada es va calcular la recuperacié dels analits.

Taula 19 Optimitzacio de les condicions de reconstitucio de I’extracte de rovell d’ou.

n°prova  Volum afegit (ul) Dissolvents utilitzats
1 500 Acetonitril
2 750 Acetonitril
3 2000 Acetonitril
4 750 Acetonitril:tetrahidrofuran (80:20)
5 1500 Acetonitril:tetrahidrofuran (80:20)

A la taula 20 s’observa que les condicions de reconstituci6 de la prova
n® 5, addici6 de 1500 pL d’acetonitril:tetrahidrofuran (80:20) sobre
I’extracte, son les que presenten una major recuperacié per a tots els
compostos d’analisi. Aixi doncs, es van utilitzar aquestes condicions de

reconstitucio6 per a I’analisi de les mostres.
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Taula 20 Recuperaci6 dels analits segons les condicions de reconstitucié de I’extracte de rovell
d’ou (mitjana + desviacid estandard).

o Recuperacié Recuperacio Recuperacid Recuperacio

rr;va Retinol Luteina Cantaxantina a-tocoferol
P (%, n = 23) (%, n = 23) (%, n=23) (%, n = 3)

1 450+1,8 345+19 21,4+ 1,4 17,1+ 2,1

2 62,3+4,3 49,8 £0,3 29,2+1,1 26,1+23

3 746 £1,0 69,5+1,7 357+£15 52,6 £0,7

4 78,3+ 0,6 78,8 £0,8 39,1+£17 575+£24

5 83,4+0,1 88,4+0,1 40,8+ 0,4 78,6 +0,3

Per avaluar el métode escollit es va estudiar la recuperacio, I’exactitud,
la repetibilitat intradia i interdia, aixi com el limit de deteccid i de

quantificacié (taula 21).

Taula 21 Parametres d’avaluacié del métode per a cada analit (mitjana + desviaci6 estandard).

Recuperacié Exactitud Re_petlbl_lltat Re_petlbl_lltat LOD LOQ Recta de
intradia interdia

%) n=9 (%)n=9 (CV,%)n=9 (CV,%)n=09 (na/kg)  (uglkg)  calibratge

A 834%09 1031%29 5408  46x05 007 024 Y7 1Z"X 0087
B 88413 1017£63 25x07  34x20 007 025 Y72 X oges7
C 408:23 98565 30%18  44x07 009 038 Y7INIZX o908
D 786:29 986%117 22%07 4517 0% 317 YT2R X o907

A = Retinol. CV = Coeficient de variacié

B = Luteina. LOD = Limit de deteccid.

C = Cantaxantina. LOQ = Lmit de quantificacio.

D = a-tocoferol. r2 = Coeficient de regressid.

La recuperacio del metode es troba entre el 78-88 %, excepte per la
cantaxantina que és del 41 %. Respecte I’exactitud cal esmentar que en tots
els compostos es troba al voltant del 100 %. Tant la repetibilitat intradia

com interdia presenten un coeficient de variacio inferior al 5 % per a cada
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analit, excepte en el cas del retinol que la repetibilitat intradia és del 5,4 %.
Els limits de deteccié dels compostos estudiats son inferiors a 0,10 mg/kg i
els de quantificacio inferiors a 0,40 mg/kg, excepte en el cas de 1’a-tocoferol
que son 0,95 i 3,17 mg/kg, respectivament.

En el cromatograma que es mostra a la figura 23 s’observa la separacio
cromatografica d’una mostra de rovell d’ou mitjangant la
HPLC-DAD-FLD. Aquesta separacié compleix les necessitats d’aquest
estudi, encara que la luteina i la zeaxantina no es separin correctament. Aixi
doncs, els resultats de luteina obtinguts mitjancant aquest metode sempre
faran referéncia a la suma de la luteina i de la zeaxantina. A la bibliografia
també hi ha treballs que presenten aquest problema (Nierenberg & Nann,
1992; Sowell et al., 1994).

Norm.
] Luteina +
, Zeaxantina
100 '
' i
' Retinol ] ) a-tocoferol
: : = Cantaxantina
50...4%....... IL/ ettt ettt et rn e
1 H i 1 v
: [

-
=

1
__-_'ﬁl— _____ s o e Py ‘!AJG‘J.\![—_-__
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Figura 23 Separacié cromatografica del retinol, de la luteina, de la cantaxantina i de
1’a-tocoferol mitjangant la HPLC-DAD-FLD en una mostra de rovell d’ou.

Linia puntejada: DAD 1 amb A =325 nm
Linia de ratlles: DAD 2 amb A = 445 nm
Linia continua: FLD amb X excitacié = 280 nm i A emissi6 = 330 nm
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El retinol es detecta mitjangant el DAD a una A = 325 nm i s’elueix a
un temps de retencié de 6,2 min. La luteina, juntament amb la zeaxantina, i
la cantaxantina també es detecten en DAD, pero a una A = 445 nm i
s’elueixen a un temps de retencié de 10,9 i de 13,4 min, respectivament. En
canvi, 1’o-tocoferol es determina mitjancant un FLD, a una

Aexcitacio = 280 nm 1 Aemissic = 330 nm, 1 s’elueix a 19,0 min.

Tal com s’ha comentat a 1’apartat 3.11, la quantificacio del retinol, de
la luteina, de la cantaxantina i de I’a-tocoferol es va realitzar mitjangant una
recta de calibratge per a cada compost (taula 21). Aquestes rectes es van
elaborar fortificant un rovell d’ou, abans del procés d’extraccid, amb
diferents nivells de concentraci6 de cadascun dels patrons d’interes.
L’interval de pg addicionats al rovell d’ou varia segons cada compost (el
retinol entre 4-14 pg/kg; la luteina entre 1,25-25 pg/kg; la cantaxantina
entre 1,25-25 pg/kg; I’a-tocoferol entre 16-160 pg/kg).

4.8.2 Avaluacié dels efectes de ’administracio
d’antibiotics
A la taula 22 es mostren les mitjanes (n = 10) de les concentracions

dels carotenoides, del retinol i de 1’ a-tocoferol de les mostres de rovell d’ou

analitzades.
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Taula 22 Mitjana dels valors de la concentracié de retinol, luteina, cantaxantina i a-tocoferol en el
rovell d’ou (mg/kg rovell). Per a cada grup, n = 10.

M1 M2
Control Doxiciclina T|I<'):|na Control Doxiciclina Tllcz\sma
Retinol 7,91 7,36 7,51 7,65 7,87 8,03
Luteinal 12,55 15,14 14,01 12,19 11,57 14,73
Cantaxantina 13,34 12,67 14,78 12,718 16,14 13,418
a-tocoferol 58,01P 50,352 56,51P 57,880 51,512 51,432

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.

L concentracio de luteina + zeaxantina.

L’analisi estadistica es va realitzar per a cada mostreig i per a cada
compost de forma independent. A les mostres recollides en el primer
mostreig es va observar la disminucio de la concentracioé de 1’a-tocoferol
com a consequiéncia de I’administracié de doxiciclina, comparat amb les
mostres control. D’altra banda, després del periode de retirada la
concentracio de cantaxantina es va incrementar de forma significativa en
les mostres procedents de les gallines tractades amb doxiciclina, mentre que
els nivells d’a-tocoferol van disminuir significativament a causa d’ambd0s
tractaments antibiotics, si es compara amb les mostres del grup control. La
concentracié de retinol i de luteina no van patir cap efecte a causa de

I’administracio dels antibiotics d’estudi a les gallines ponedores (taula 22).

En contra dels resultats obtinguts en aquest treball, Carreras et al.
(2004) van descriure que la concentraci6é de 1’a-tocoferol, en el mascul del
pit i de la cuixa de pollastre, no es trobava afectada com a consequéncia de
I’administracio d’enrofloxacina. No obstant aixo, cal tenir en compte que es

tracta d’una matriu 1 d’un antibiotic diferent.
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4.9 DETERMINACIO DE L’OXIDACIO
LIPIDICA EN EL ROVELL D’OU

Després d’observar que la concentracio de 1’a-tocoferol disminuia com
a conseqiiéncia de ’administracié de tilosina A i de doxiciclina, es va
analitzar 1’oxidaci¢ lipidica mitjangant el métode de TBARS per corroborar
que els rovells dels ous procedents de les gallines tractades amb antibiotic

fossin més sensibles davant 1’oxidaci6 lipidica.

49.1 Optimitzacio del métode d’analisi

Abans d’analitzar les mostres per avaluar 1’efecte de la tilosina A i de
la doxiciclina sobre 1’oxidacio lipidica en el rovell de I’ou es van estudiar

dos possibles metodes analitics, el test del TBA no induit i induit.

A la taula 23 s’il-lustren els valors de TBARS obtinguts segons els dos
meétodes estudiats, on s’observa que 1’oxidacio lipidica en el test del TBA
no induit és inferior a la del test del TBA induit. Aquests resultats concorden
amb treballs de la bibliografia on expressen que, tot i la dificultat que els
lipids s’oxidin en els ous frescos, 1’oxidacio lipidica pot esdevenir quan els
ous es sotmeten a elevades temperatures 0 a processos tecnologics, com la
coccio o el spray-drying (Galobart, 2001 a; Galobart, 2001 b; Ren et al.,
2013). Després d’avaluar els resultats obtinguts en els dos métodes d’estudi,
es va decidir utilitzar el test del TBA induit, ja que I’oxidaci6 lipidica era

major.

En el métode escollit, tant el sulfat de ferro com 1’acid ascorbic
s’utilitzen per a induir I’oxidaci¢ lipidica. Encara que 1’acid ascorbic sigui
un antioxidant, a concentracions baixes i en preséncia de ions ferro actua
com a prooxidant (Grau et al., 2001; Mielnik et al., 2003).
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Taula 23 Resultats de I’oxidacio lipidica segons el métode de TBA no induit i induit (mitjana +
desviacio estandard).

Meétode TBA no induit Meétode TBA induit
Valor de TBARS! (n = 8) Valor de TBARS! (n = 8)
0,017 £ 0,005 0,685 £ 0,062

L Els valors de TBARS es troben expressats en mmols d’equivalents de MDA/Kg rovell d’ou.

Un cop seleccionat el test del TBA induit per a la mesura de 1’oxidacio
lipidica es va optimitzar el temps d’incubacié de les mostres. Després
d’estudiar diversos temps d’incubacié (0, 30, 60 i 120 minuts) es va
observar que els temps optims eren els de 60 i 120 minuts (figura 24).
Finalment es va decidir incubar les mostres a 60 minuts ja que el temps
d’analisi era més curt i la dispersié menor (CV 0,52 %), comparat amb el
de 120 minuts (CV 2,99 %).
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Figura 24 Optimitzacio del temps d’incubacio de les mostres en el test del TBA induit.

L El valor de TBARS s’expressa en mmols d’equivalents de MDA/Kg rovell d’ou.
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Després de I’optimitzacido del temps d’incubacié es van avaluar la

repetibilitat intradia i la repetibilitat interdia (taula 24).

Taula 24 Parametres d’avaluacié del métode (mitjana + desviaci6 estandard).

Repetibilitat intradia Repetibilitat interdia
(CV,%) n=9 (CV,%) n=9

1,9+04 10,8 +4,9

CV = Coeficient de variacio.

La quantificacio de I’oxidaci6 lipidica, tal com s’ha descrit a I’apartat

3.12.4, es va realitzar mitjancant la llei de Lambert-Beer.

4.9.2 Avaluacio dels efectes de I’administracio
d’antibiotics
A la taula 25 es mostren les mitjanes (n = 10) dels valors de TBARS
de cada grup analitzat. L’analisi estadistica es va realitzar independentment

per a cada mostreig.

Taula 25 Mitjana del valor de I’oxidacio lipidica en el rovell d’ou (el valor de TBARS s’expressa en
mmols d’equivalents de MDA/kg rovell d’ou). Per a cada grup, n = 10.

M1 M2
Control Doxiciclina Tilosina A Control Doxiciclina Tilosina A
Valor de b b b b
TBARS 1,902 2,28 2,29 1,262 1,51 1,48

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Les lletres que es troben en el superindex indiquen diferéncies significatives (test de Tukey,
p < 0,05) entre els valors mitjans dels diferents grups, dins de cada mostreig.
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Les mostres procedents de les gallines ponedores tractades amb
qualsevol dels dos antibiotics d’estudi van presentar un increment
significatiu del valor de TBARS, tant en les recollides abans com despres
del periode de retirada, comparat amb les mostres del grup control
(taula 25). Aixi doncs, aquests resultats confirmen que, tant la tilosina A
com la doxiciclina provoquen una major Sensibilitat del rovell de 1’ou
davant 1’oxidacio lipidica (augment del valor de TBARS i disminucio de la

concentracio d’a-tocoferol).

No obstant aix0, a I’estudi que van realitzar Carreras et al., (2004) no
es van observar diferéncies significatives en 1’oxidacio del muscul de la
cuixa 1 del pit de pollastre com a conseqliencia de 1’administracio

d’enrofloxacina. Tot 1 aixo0, es tracta d’una matriu i d’un antibiotic diferent.
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4.10 DETERMINACIO DELS RESIDUS DE
TILOSINA A | DE DOXICICLINA EN EL
ROVELL | LA CLARA DE L’OU

Per a la determinacié dels dos antibiotics d’estudi es van utilitzar dos

metodes:

e Extraccid de la doxiciclina, en el rovell i en la clara d’ou, i extraccié de
la tilosina A en el rovell de 1I’ou (modificacio del métode descrit per
Heller, Nochetto, Rummel, & Thomas (2006)).

e Extracci6 de la tilosina A en la clara d’ou (apartat 3.13.4).

4.10.1 Optimitzacio del métode d’analisi

Abans de dur a terme I’analisi de les mostres es va optimitzar el
dissolvent organic utilitzat en la soluci6 d’extracci6. Les solucions

d’extraccid que es van estudiar van ser:

e  Soluci6 d’extraccié 1: 100 mM de tamp6 succinat a pH = 3,5:metanol,

30:70, viv.

e Soluci6 d’extraccié 2: 100 mM de tampd succinat a pH =

3,5:acetonitril, 30:70, v/v.

Per comparar les dues solucions d’extraccié es va avaluar la

recuperacid i el coeficient de variacio de cadascuna d’elles (taula 26).
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Taula 26 Comparacié de la recuperacié (%) i del coeficient de variacié (%) entre les dues
solucions d’extraccié (mitjana + desviacid estandard).

Recuperacid Recuperacio CV (%) CV (%)
Metanol ! Acetonitril 2 Metanol!  Acetonitril 2
(%) (n=3) (%) (n=3) (n=3) (n=3)
Doxiciclina 419+28 49,6 +3,2 6,8 6,5
Tilosina A 82,1+2,6 73,2+8,1 3,3 11,1

1: soluci6 d’extraccid 1, elaborada amb metanol.
2 solucié d’extraccid 2, elaborada amb acetonitril.

CV = Coeficient de variacio.

A la taula 26 es pot observar que la tilosina A té una millor recuperacio
quan s’extreu amb metanol, en canvi la doxiciclina presenta una recuperacio
més elevada en 1’extraccidé amb acetonitril. Tot i aix0, es va decidir utilitzar
la solucio d’extraccio 1 ja que la dispersio de les dades de la tilosina A era
menor comparat amb la solucié d’extraccié 2, mentre que la doxiciclina

presentava una dispersié semblant en les dues solucions.

Un cop optimitzada la solucié d’extraccio es va observar que el
protocol d’extraccid utilitzat en el rovell d’ou no permetia extreure la
tilosina A de la clara d’ou. Aixi doncs, es van provar tres métodes diferents

per a la seva extraccio en la clara d’ou (apartat 3.13.4).

e Protocol 1: precipitacié de les proteines mitjancant un dissolvent

organic, 1’acetonitril.

e Protocol 2: utilitzacié d’un agent reductor (per trencar els enllagos
disulfur), d’un agent alquilant i d’un enzim per a la digesti6 de les

proteines.

e Protocol 3: es va seguir el mateix procediment que el protocol 2, pero

sense la digestio de les proteines mitjancant un enzim.
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Després de calcular la recuperacio dels tres protocols, el protocol
escollit va ser el n® 1 ja que és el que presentava una major recuperacio
(taula 27).

Taula 27 Recuperaci6 dels tres métodes utilitzats per a I’extraccié de la tilosina A en la clara d’ou
(mitjana + desviacio estandard).

Protocol Recuperacié (%) (n = 3)
1 73,2+5.2
22 150+1,0
3 13,7+1,3

Protocol 1 = extraccié amb acetonitril.

Protocol 2 = extraccié amb agent reductor + agent d’alquilacié + enzim.
Protocol 3 = extracci6 amb agent reductor + agent d’alquilacio.

2 modificacio del metode descrit per Yue et al., 2010.

Els resultats descrits a la taula 27 no concorden amb els resultats
obtinguts en el treball de Yue, Li, Liang, Dong, Dong, & Zhong (2010), en
el qual van aconseguir millorar la recuperacio d’alguns pesticides
organofosforats en sang, gracies a la utilitzacié d’un agent reductor, d’un
agent d’alquilacio i d’un enzim en el procés d’extraccio. No obstant aixo,
es tracta de matrius i de compostos diferents (pesticides en lloc

d’antibiotics).

A la figura 25 es mostren els cromatogrames amb mode SIM de la
doxiciclina i de la tilosina A en una mostra de rovell d’ou, mitjangant la
UPLC-MS/MS®. Les transicions MRM utilitzades per a la doxiciclina i per
ala tilosina A van ser 445 > 4281 916 > 174, respectivament. D’altra banda,
a la figura 26 s’il-lustren dos cromatogrames amb mode SIM de la tilosina
A. El primer cromatograma (figura 26 A) prové d’un extracte de clara d’ou,

obtingut mitjancant 1’extraccio del rovell de 1’ou. En canvi, I’extracte de
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clara d’ou del segon cromatograma es va obtenir mitjangant el protocol

d’extraccié numero 1 de la clara d’ou (figura 26 B).

Doxiciclina 445>428

0 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00 550 6.00 650 7.00 7.50 800 850 9.00 9.50 min.

Tilosina A 916>174

0 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 7.00 7.50 800 850 900 950 min

Figura 25 Cromatogrames amb mode SIM de la doxiciclina (A) i de la tilosina A (B) en una mostra
de rovell d’ou, obtingut mitjancant la UPLC-MS/MS®.

916>174

X Tilosina A ?

150 2.00 250 3.00 350 400 450 500 550 600 650 7.00 750 8.00 850 9.00 950 min

Tilosina A

916>174

Y%

B S PO e Uk A e VAN A |
2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 min.

Figura 26 Cromatogrames amb mode SIM de la tilosina A en una mostra de clara d’ou, obtingut
mitjangant la UPLC-MS/MS®. A: extracci6 de la tilosina A mitjangant el protocol d’extraccié del
rovell d’ou. B: extracci6 de la tilosina A mitjancant el protocol nimero 1 de la clara d’ou.
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L’avaluaci6 del metode utilitzat, tant del rovell de I’ou (taula 28) com
de la clara de I’ou (taula 29), es va realitzar calculant la recuperacio, la
repetibilitat intradia, el limit de deteccio i el de quantificacid. Aquests
procediments es troben descrits a I’apartat 3.13.7, 3.9.7 o 3.6.5.5,

respectivament.

Per a la quantificacio de la tilosina A i de la doxiciclina es va usar una
recta de calibratge per a cada matriu i per a cada compost (taula 28 i 29).
Aquestes rectes es van elaborar fortificant mostres amb diferents
concentracions dels patrons, abans dels procés d’extraccio. Els intervals de
fortificacio estaven compresos entre 1-9000 ug/kg, segons 1’analit i la

matriu.

Taula 28 Parametres d’avaluacié del métode de les mostres de rovell d’ou (mitjana + desviacio
estandard).

Repetibilitat  Repetibilitat

Recuperacio  jntradia intradia LOD LOQ  Rectade 2
(%) n=9 (CV, %) (CV, %) (ug/kg) (pg/kg) calibratge
n=9 n=9
Doxiciclina  457+47 7017 6518 050 161 Y >2°X 09985
TilosinaA  784+27  69%17 6714 019 063 yX:_2123%97' 0,9995

CV = Coeficient de variacio.
LOD = Limit de deteccio.
LOQ = Limit de quantificacio.
r?> = Coeficient de regressio.
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Taula 29 Parametres d’avaluacid del métode de les mostres de la clara d’ou (mitjana + desviacio
estandard).

Repetibilitat Repetibilitat

Recuperacid  jniradia intradia LOD LOQ  Rectade 2
(%) n=9 (CV, %) (CV, %) (ug/kg) (pg/kg) calibratge
n=9 n=9
Doxiciclina  427+38  68+18 64+13 033 109 Y7/99:X (9996
20762
TilosinaA  732%52 6711 61+16 242 788 VY :18622 " 0.9087

CV = Coeficient de variacio.
LOD = Limit de deteccio.
LOQ = Limit de quantificacio.
r2 = Coeficient de regressid

4.10.2 Avaluacio dels efectes de I’administracio
d’antibiotics
Un cop avaluat el métode es van analitzar les mostres d’estudi. A les
taules 30 i 31 s’il-lustren les concentracions de doxiciclina i de tilosina A

de cada matriu i de cada mostreig.

Taula 30 Concentraci6 de doxiciclina en els rovells i en les clares dels ous de gallina (ng/kg de
mostra). Per a cada grup, n = 10.

Doxiciclina qu.ell (“9”‘_9) CI'a_ra (ug\/k.g)
Minim - maxim Minim - maxim
M1 676,3 -2.041,2 3.565,1-8.174,0

M2 385,0-1.333,2 77,9 - 610,1

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.
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Taula 31 Concentraci6 de tilosina A en els rovells i en les clares dels ous de gallina
(Mo/kg de mostra). Per a cada grup, n=10.

Tilosina A Rt?v_ell (“9”‘_9) Cl,a_ra (“9/59)
Minim - maxim Minim - maxim
M1 21,2 -535,3 9,9 - 660,6
M2 12,0 - 111,7 <LOD

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

Després d’analitzar el contingut de tilosina A i1 de doxiciclina en els

rovells i en les clares d’ou es va observar que:

e En les mostres del grup control, tant abans com després del periode de
retirada, la concentracio dels antibiotics d’estudi era inferior al limit de

deteccio.

e Les concentracions de doxiciclina detectades en els rovells i en les
clares d’ou sempre van ser majors respecte les de tilosina A, tant en el
M1 com en el M2.

e En cap de les mostres procedents dels animals tractats amb doxiciclina
es va detectar tilosina A i tampoc es va detectar doxiciclina en cap de

les mostres procedents de les gallines tractades amb tilosina A.

e« En les mostres recollides abans del periode de retirada, els dos
antibiotics d’estudi es van acumular en major quantitat en la clara, en

lloc del rovell d’ou.

e Tant I’eliminacid de la tilosina A com de la doxiciclina va ser més

rapida en la clara que en el rovell d’ou.
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o Després del periode de retirada, les concentracions de tilosina A eren
inferiors al limit de deteccid, mentre que les concentracions de
doxiciclina encara eren elevades (> 385 pg/kg en el rovell i > 78 pg/kg

clara).

El conjunt de resultats obtinguts, respecte la distribucié i 1’acumulacio6
de tilosina A i de doxiciclina en 1’ou, coincideixen amb altres estudis
realitzats préviament (Kan & Petz, 2000; Keukens et al., 2000; Yoshimura
etal., 1991).

148



4. Resultats i discussio

411 EFECTES GLOBALS SOBRE
PARAMETRES DE COMPOSICIO DE L’OU

Els efectes globals que van patir els parametres d’estudi, a causa de
I’administracié de doxiciclina a les gallines ponedores, es troben descrits a
la taula 32.

Taula 32 Efectes causats per I’administracié de doxiciclina sobre els parametres de composici6 que
s’han analitzat en els ous de gallina.

Doxiciclina
M1 M2

Proteines = =

Acids grassos totals
T AGT (g/kg rovell) T
> SFA (g/kg rovell) =
> MUFA (g/kg rovell) =
> PUFA (g/kg rovell) =
> n-6 (g/kg rovell) =
> n-6/2 n-3 T

5> 335355

Triglicérid POL (g/kg rovell) =
Acids grassos triglicérids (g/kg rovell) =
Acids grassos lliures (g/kg rovell) =
Acids grassos fosfolipids (g/kg rovell) =
Colesterol (g/kg rovell) =
5-MTHF (mg/kg rovell) =
Retinol (mg/kg rovell) =
Luteina (mg/kg rovell) =
Cantaxantina (mg/kg rovell) =

a-tocoferol (mg/kg rovell) N2
Valor de TBARS (mmolsMDA/kg rovell) N

|
>

S€e >

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

=: No hi ha hagut canvis significatius? respecte les mostres del grup control.
/- el valor mitja ha augmentat significativament? respecte les mostres del grup control.
J: el valor mitja ha disminuit significativament? respecte les mostres del grup control.

2 L analisi estadistica per evidenciar diferéncies significatives entre les mitjanes es va realizar
mitjancant ANOVA i el test de HSD Tukey. El nivell de confianca establert va ser de p < 0,05.
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A la taula 33 es mostren els efectes globals que van patir els compostos

estudiats a causa de 1’administracié de tilosina A a les gallines ponedores.

Taula 33 Efectes causats per I’administracio de tilosina A sobre els parametres de composicié que
s’han analitzat en els ous de gallina.

Tilosina A
M1 M2

Proteines

Acids grassos totals
¥ AGT (g/kg rovell) T =
> SFA (g/kg rovell) 1t
> MUFA (g/kg rovell) = =
2 PUFA (g/kg rovell) = =
> n-6 (g/kg rovell) = =
¥ n-6/X n-3 = =

Triglicérid POL (g/kg rovell) = =
Acids grassos triglicérids (g/kg rovell) = =
Acids grassos lliures (g/kg rovell) = =
Acids grassos fosfolipids (g/kg rovell) = =
Colesterol (g/kg rovell) = =
5-MTHF (mg/kg rovell) = =
Retinol (mg/kg rovell) = =
Luteina (mg/kg rovell) = =
Cantaxantina (mg/kg rovell) = =

a-tocoferol (mg/kg rovell) = N2
Valor de TBARS (mmolsMDA/kg rovell) Mt N

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.
M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.

= No hi ha hagut canvis significatius® respecte les mostres del grup control.
4 el valor mitja ha augmentat significativament? respecte les mostres del grup control.
J: el valor mitja ha disminuit significativament? respecte les mostres del grup control.

8 L analisi estadistica per evidenciar diferéncies significatives entre les mitjanes es va realizar
mitjancant ANOVA i el test de HSD Tukey. El nivell de confianca establert va ser de p < 0,05.
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El tractament amb doxiciclina, a diferencia del tractament amb tilosina
A, és el que va produir mes canvis significatius en els compostos estudiats,
sobretot en els ous recollits en el mostreig posterior al periode de retirada.
La majoria d’aquests canvis es van manifestar amb un increment de la

concentracio d’aquests analits respecte la del grup control.

A les taules 32 i 33 s’observa la disminucid de la concentracié de
I’a-tocoferol i 1’augment en el valor de TBARS, tant en els rovells
procedents dels ous tractats amb tilosina A com amb doxiciclina, fet que
comporta que els rovells presentin una major sensibilitat davant de
I’oxidacio lipidica. Com a conseqiiéncia de I’augment en la predisposicid
dels rovells davant 1’oxidacio lipidica es poden produir efectes negatius en
les qualitats organoleptiques i en les propietats nutricionals de 1’ou de

gallina o dels seus derivats (Chen et al., 1998).

Les rutes metaboliques mostren que tant la biosintesi del colesterol, de
I’a-tocoferol, de la luteina com de la zeaxantina estan relacionades pel
pirofosfat de farnesil. No obstant aix0, en aquest treball s’han detectat
canvis significatius en la concentracié del colesterol i de I’a-tocoferol, pero
no s’han detectat canvis significatius en la concentracid de la luteina ni de
la zeaxantina. A més, la concentraci6 de colesterol augmenta mentre que la
d’a-tocoferol disminueix com a conseqiiencia de I’administracio de tilosina
A i de doxiciclina. Per aquest motiu, encara que el pirofosfat de farnesil
estigui involucrat en la biosintesi dels terpens, dels terpenoids i dels
esterols, la tilosina A 1 la doxiciclina han d’afectar algun enzim que formi

part de cada ruta metabolica en concret (KEGG).

Per minimitzar els canvis composicionals i nutricionals no desitjats en
els ous de gallina, com a conseqliencia del tractament antibiotic, es podria

estudiar si I’administracié d’una dieta especifica a les gallines ponedores
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durant el tractament antibiotic i durant el periode de retirada seria eficag
contra aquests canvis. Per exemple, una dieta rica en vitamina E pot
disminuir la sensibilitat dels rovells d’ou davant de 1’oxidacio lipidica
(Carreras et al., 2004).
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4.12 IDENTIFICACIO DE POSSIBLES
BIOMARCADORS

El conjunt de resultats indiquen una influéncia significativa entre
I’administracié de tilosina A i de doxiciclina a les gallines ponedores i el

metabolisme d’alguns components nutricionals del rovell de I’ou.

A la figura 27 es mostren els resultats de 1’analisi de components
principals (PCA), on els dos components principals (PC) representen el
91 % de la variancia total. El primer PC contrasta les mostres en base la
concentracio de cinc parametres (acid palmitic, acid oleic, acid vaccenic,
sumatori dels acids grassos saturats i sumatori dels acids grassos
monoinsaturats), mentre que el segon PC contrasta les mostres segons el
valor de tres relacions entre triglicerids (POL/OOO, POL/PQOOQ,
POO/000).

La representacio grafica de les funcions en el pla coordinat, definida
pels dos PC, mostra que:

e Les mostres control tant del mostreig previ com posterior al periode de
retirada estan solapades unes amb les altres.

e Les mostres procedents de les gallines tractades amb tilosina A
practicament també es troben solapades amb les mostres control.

e Les mostres procedents de les gallines tractades amb doxiciclina
mostren una tendéncia cap a una discriminacié respecte les mostres
control. Les concentracions dels cinc parametres, corresponents al
primer component principal, s’incrementen en les mostres recollides
després del periode de retirada, encara que la concentracié de

doxiciclina vagi disminuint.
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Figura 27 Representacio de ’analisi de components principals.

M1 = Mostreig previ al periode de retirada.

M2 = Mostreig posterior al periode de retirada.
1=POL/O00

2 =POL/POO

3=PO0O/O00

4 = Acid palmitic

5 = Acid oleic

6 = Acid vaccénic

7 = Sumatori dels acids grassos saturats

8 = Sumatori dels acids grassos monoinsaturats

Cal destacar la falta d’informaci6 prévia, a nivell bibliografic, referent
als efectes de I’administracid de tilosina A i de doxiciclina sobre parametres
nutricionals i de composici6 de 1’ou de gallina. Per aquesta rao, es va incluir

a I’estudi un elevat nombre de parametres de composicié de 1’ou.
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A T’analisi de components principals s’il-lustra una certa tendéncia de
possibles biomarcadors, com a consequéncia del tractament amb
doxiciclina, sobretot relacionats amb la fraccio lipidica (figura 27). No
obstant aixo, aquest estudi és preliminar i s’hauria de fer un treball més
exhaustiu per poder treure’n més conclusions. A més, també seria
interessant estudiar els enzims relacionats amb el metabolisme lipidic per si

es produeixen canvis significatius.

Amb I’ajuda de biomarcadors es podrien detectar practiques
fraudulentes en 1’Gs de medicaments, hormones, promotors de creixement,
etc. en gallines ponedores. A la bibliografia hi ha algun estudi on han
identificat o estudiat biomarcadors com a conseqiiéncia de 1’administracio
d’hormones, com la testosterona i la dexametasona, o d’antibiotics, com la
tetraciclina, a animals destinats al consum huma (Cacciatore et al., 2009;
Castagnaro & Poppi, 2006; Gratacos-Cubarsi et al., 2008). Cal destacar que
hi ha poca informacio al respecte i que encara falta molt per investigar en

aquest ambit.
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6.Conclusions

Les conclusions d’aquest estudi son:
En el cas de les gallines ponedores tractades amb tilosina A:

Els rovells dels ous recollits abans del periode de retirada van patir un
increment significatiu en la concentracio dels acids grassos totals i en

la dels acids grassos saturats, si es compara amb les mostres control.

Els rovells dels ous procedents del mostreig posterior al periode de
retirada van mostrar una disminucio significativa de la concentracié de
I’a-tocoferol i un augment significatiu de la predisposicio davant
I’oxidaci6 lipidica (valors de TBARS), comparat amb les mostres

control.

Els rovells dels ous recollits tant abans com després del periode de
retirada no van patir canvis significatius en la concentracio dels
triglicérids, dels acids grassos lliures, dels fosfolipids, del colesterol, de
I’acid 5-metiltetrahidrofolic, del retinol, de la luteina ni de la

cantaxantina, respecte les mostres control.

Tant en les clares procedents dels ous recollits abans com després del
periode de retirada no es van observar diferéncies significatives en la

concentracio de proteines, si es compara amb les mostres control.
En el cas de les gallines ponedores tractades amb doxiciclina:

Els rovells dels ous procedents del mostreig posterior al periode de
retirada van mostrar un increment significatiu de la concentracié dels
acids grassos (SFA, MUFA, PUFA i acids grassos n-6), excepte en el
cas dels acids grassos n-3, si es compara amb les mostres control. A
més, les concentracions de colesterol, del triglicérid POL i de la
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cantaxantina també van patir un augment significatiu, comparat amb

les mostres control.

Els rovells dels ous recollits tant abans com després del periode de
retirada van patir un increment significatiu de la concentracié dels acids
grassos totals, de la relacio entre els acids grassos n-6 i n-3 i del valor
de TBARS, si es compara amb les mostres control. A més, també van
manifestar una disminucié significativa en la concentracié de
I’a-tocoferol, fet que provoca un augment de la sensibilitat davant
I’oxidacid lipidica, comparat amb les mostres control. No obstant aixo,
no es van observar diferencies significatives en la concentracié de
I’acid 5-metiltetrahidrofolic, dels acids grassos lliures, dels fosfolipids,
del retinol, aixi com de la luteina, en comparacié amb les mostres

control.

Tant les clares dels ous procedents del mostreig previ com del posterior
al periode de retirada no van patir canvis significatius en la

concentracio de proteines, respecte les mostres control.

e L’analisi de components principals va indicar que alguns constituents
relacionats amb la fraccid lipidica del rovell de 1’ou podrien ser
utilitzats com a potencials biomarcadors del tractament amb
doxiciclina, tot i que caldria corroborar aquests resultats amb estudis

més exhaustius.

e Aquest estudi ha evidenciat que 1’administracié de tilosina A i1 de
doxiciclina, a les gallines ponedores, va modificar significativament
parametres de composicid dels ous que estan relacionats amb les

propietats organoleptiques i tecnologiques (sensibilitat davant
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I’oxidacié) de I’ou. Aquestes variacions inclis es van observar en ous

aptes pel consum huma (concentracié de tilosina A inferior al LMR).
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