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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es comprobar si el diferente grado de insaturacion de la grasa y
la presencia de antioxidantes o alteracién oxidativa dietética, afectan al estado de
oxidacion in vivo. Para ello se utilizaron dos métodos de estimacion de la estabilidad de
la membrana de eritrocitos: la resistencia a la hemolisis y la susceptibilidad a la
peroxidacion lipidica (TBARs). Se realizaron dos experimentos con pollos de carne en
fase de crecimiento (4 a 18 dias. Exp. 1y 21 a 42 dias, Exp. 2), utilizando grasas con
distinta estabilidad oxidativa. En el experimento 1, tres raciones experimentales que
contenian grasa afiadida al 6 %: aceite de girasol (G), aceite de girasol oxidado (O) y
aceite de girasol + 200 ppm. de acetato de alfa tocoferol (V). En el experimento 2, los 3
tratamientos dietéticos incluian 6 % de linaza (L), 6 % de sebo y un pienso sin grasa
afiadida (C). Con relacion a la tasa de hemolisis, en el primer experimento, la
suplementacién con acetato de alfa tocoferol dio lugar a valores inferiores al resto de
tratamientos, que fueron estadisticamente significativos frente al tratamiento (G) el dia 11
de vida (P = 0.008). Una evolucién similar se observa para los niveles de oxidacion
(TBARs) siendo los tratamientos Gy O los que presentan una mayor susceptibilidad a la
oxidacion (P <0.05) el dia 11 (Gy O vs. V) ¥ el dia 18 (O vs. V). En el experimento 2,
los animales alimentados con la grasa mas insaturada (linaza), presentaron una mayor
sensibilidad a la hemélisis (P = 0.032) respecto a aquellos alimentados sin grasa o con
grasa saturada (sebo). De forma similar, se observa un mayor nivel de oxidacion en la
. sangre de los animales alimentados con aceite rico en AGPI n-3 (P < 0.001). Podemos
concluir, que la presencia de productos de oxidacién y altos niveles de insaturacion en la
dieta, produce una mayor sensibilidad de los eritrocitos a la rotura. La incorporacion de
acetato de alfa-tocoferol permite mejorar la estabilidad de los lipidos de la membrana.
Existe un paralelismo entre los resultados de la tasa de hemolisis y la susceptibilidad a la
oxidacién de los eritrocitos. Ambos métodos de determinacién son capaces de
discriminar estados de oxidacidn in vivo. :

ABSTRACT

This study is performed to study the effect of unsaturated fat, oxidized fat and
antioxidants included in the diet, on the in vivo oxidative status. We used two different
methods to determine the lipid oxidation: the haemolysis level and the TBARS test. We
carried out two trials using broiler chickens of different ages and using fats differing on
the oxidative stability. In experiment 1, animals were fed three diets containing 6% of:
sunflower oil (G). oxidized sunflower oil (O) or sunflower oil + 200 ppm of alfa-
tocopherol acetate (V). In experiment 2, diets included 6% of, linseed oil (L), tallow (S)
or no added fat (C). In experiment 1, alfa-tocopherol inclusion promoted the lower
haemolysis values, which became significantly different to (G) for 11 days old chickens
(P = 0.008). Oxidation level (TBARs) showed a pattern similar to that shown for
haemolysis. In particular, G and O treatments showed the highest oxidation effects (p <



0.05) on 11 (G and O vs. V) and 18 days old chickens (O vs. V). In experiment 2,
linseed oil increased haemolysis (P = 0.032) compared to treatments S and C. Treatment
L, the treatment presenting higher PUFA n-3 level, also increased (P = 0.001) the
oxidation level (TBARS). From the here presented results we conclude that oxidized
and high PUFA fats, included in the diet, increase haemolysis level. Moreover,
inclusion of alfa-tocopherol acetate in the diet improves membrane lipid stability.
Finally, results for haemolysis and oxidation present similar pattern; both methods are
able to show in vivo oxidation status.

INTRODUCCION

Es bien conocido, que conforme aumenta el grado-de insaturacion de las materias grasas
se incrementa su susceptibilidad a la oxidacion. Numerosos estudios han demostrado que
el perfil en acidos grasos de los depésitos del animal, refleja el perfil lipidico de la dieta.
Asi. la incorporacién de altos niveles de AGPI en la racién y, consecuentemente, en los
tejidos, provocan una menor estabilidad frente a la oxidacion.- (Cortinas et al., 2005;
Golapakrishna and Prabhakar, 1986 y Villaverde ef al., 2004)

Durante la oxidacion, los 4cidos grasos insaturados son destruidos y transformados a
productos de oxidacion primaria y, posteriormente, secundaria (p.e.: malondialdehido).
Se ha demostrado que la presencia de productos de oxidacién modifica la permeabilidad
de 1a membrana de las células, resultando perjudicial para el organismo. (Chin, 1995;
Dibner et al., 1996) Ademds, un aumento del nivel de oxidacién de la carne, reduce su
valor nutritivo y organoléptico. (Addis ef al.. 1989; Emanuel et al., 1991; Hallywell y
Gutteridge, 1990) ‘ :

Por otro lado. se ha demostrado que la incorporacion de antioxidantes a la racion, y en
concreto la suplementacion con acetato de alfa-tocoferol, resulta efectiva en aumentar la
estabilidad oxidativa de los lipidos y en definitiva, mejorar la calidad de Ja carne.
(Cortinas ef al., 2005; Grau et al., 2001; Villaverde et al., 2004)

En la mayoria de estos trabajos el nivel de oxidacion se determina a través de la cantidad
de compuestos de oxidacion secundaria, en concreto de sustancias reactivas al 4cido
tiobarbitdrico (TBARs, expresadas como malondialdehido). pero casi siempre medidas
en carne. (Grau ef al., 2001 ; Maraschiello et al., 1999; Ruiz et al., 1999). Es decir es una
medida realizada post mortem y refleja el nivel de oxidacion del producto.

El objetivo del presente trabajo es comprobar si el diferente grado de insaturacién de la
grasa y la presencia de antioxidantes o productos de oxidacion en la racion. afecta al
estado de oxidacion in vivo. En concreto, determinar el efecto sobre la susceptibilidad a la
oxidacion de los eritrocitos a través de la tasa de hemdlisis y formacion de productos de
oxidacion secundaria. (TBARS)

MATERIAL Y METODOS

Para la consecucion de estos objetivos se realizaron dos pruebas con pollos de camne a
_ distintas edades. utilizando grasas con distinta estabilidad oxidativa.

Experimento 1. 48 pollos de engorde fueron alimentados ad libitum entre los dias 4 y 18
de vida con tres dietas ricas en AGPI w-6 que diferian en el grado de oxidacion de la
grasa afiadida. En concreto, una dieta control que contenfa 6% de: (G) aceite de girasol,
(O) aceite de girasol calentado a 185 ° C durante 18 horas y (V) aceite de girasol
protegido con200ppm de acetato de alfa-tocoferol.



Experimento 2. 45 pollos de engorde fueron alimentades ad libitum entre los 21 y 42
dias de vida con tres dietas experimentales. que diferian en el nivel y tipo de grasa
afiadida. En concreto, una dieta control que no contenia grasa afiadida (C), suplementada
con un 6 % de sebo (S) rico en AG saturados o linaza (L) rica en AGPT w-3.

Se realizé la extraccion de sangre por puncion intravenosa a la edad de 11 dias (5
muestras procedentes de 10 aves, 2 pollitos/una muestra) y 18 dias (6 aves por
tratamiento) en el primer experimento y a los 42 dias (6 muestras por tratamiento) en el
segundo experimento. La sangre se almaceno en tubos de heparina, para proceder al
analisis de la resistencia a la lisis de la membrana eritrocitaria “RBC Haemolysis” y la
formacién de productos de oxidacién secundaria TBARs

Hemolisis de los globulos rojos (RBC Haemolysis), La suspension de eritrocitos-previa
centrifugacién, fue lavada con solucién salina y centrifugada. BHP (t-Butil
hydroperoxido) fue afiadido a cada muestra, para proceder a la lectura de su absorbancia
(A) en un espectrofotémetro de luz ultravioleta (UV-1203 SHIMADZU). La tasa de
hemolisis (%) fue calculada segun la siguiente formula (Moriguchi ef al. 2001;
modificado por Schiavone et al. 2004): '

% hemolisis = (A de la muestra en tampén isoténico/A de la muestra
en agua destilada) x 100

TBARs, 1 ml de muestra enriquecida con BHP sin incubacion previa, mezclada con una
solucién compuesta de TBA (Acido Tio Barbiturico), HCL (Acido Clorhidrico). TCA
(Acido Tricloracetico) y BHT (Butil Hidroxitolueno), llevada hasta ebullicion y
centrifugada, para la posterior lectura de si absorbancia.(Beuge and Steven, 1987)

Analisis estadistico, los datos obtenidos en ambos experimentos fueron procesados con
SAS 8.2. El procedimiento utilizado fue PROC GLM y la separacion de medias se hizo
con el test Tukey-Kramer.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1.

En relacién a la tasa de hemoélisis (figura 1), la suplementacién con acetato de alfa
tocoferol presenté valores inferiores al resto de tratamientos. Estas diferencias
resultaron estadisticamente significativas frente al tratamiento (G) el dia 11 de vida (P
= 0.008). Una evolucién similar se observa para los niveles de oxidacion (TBARs;
figura 2), siendo los tratamientos G y O los que presentan una mayor susceptibilidad a
la oxidacién, que se evidencia de forma estadisticamente significativa (P <0.05) el dia
11 (GyOvs. V)yeldia 18 (O vs. V). Ademas, se observa una disminucién de los
valores de oxidacion a los 18 dias de edad.

Estos datos sugieren que la vitamina E mejora la integridad de la membrana de los
eritrocitos incrementando su resistencia a la hemolisis, en presencia de grasa’
poliinsaturada y compuestos de oxidacion.

Estos resultados concuerdan, con los obtenidos por otros autores que han medido los
TBARs en carne de pollo. En concreto en trabajos utilizando acetato de alfa tocoferol
sobre niveles dietéticos de AGPI con y sin oxidacién inducida. (Cortinas et al., 2004;
Gradinski-Vrbanac et al.. 2002 ; Schiavone et al., 2005)



Fig. 1. Tasa de hemélisis en pollos de carne a los 11y 18 dias de edad
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Fig. 2. TBARs en sangre de pollos a los 11y 18 dias ae edad.
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Experimento 2.

En el segundo experimento, los animales alimentados con la grasa mas insaturada
(linaza), presentaron una mayor sensibilidad a la hemélisis (P = 0.032) respecto a
aquellos alimentados sin grasa o con grasa saturada (sebo). (Fig. 3)

De forma similar, se observa un mayor nivel de oxidacion en la sangre de los animales
alimentados con aceite rico en AGPI n-3 (P < 0.001; figura 4). Estos datos confirman la
hipétesis de que el tipo de grasa y su estado oxidativo, afectan tanto a la resistencia de la
membrana como a la susceptibilidad a la oxidacién del eritrocito. Las diferencias
encontradas en relacion al grado de saturacion de la grasa utilizada, concuerdan con los
datos de oxidacion presentados en experimentos anteriores con pollos de carne, tanto en
muestras de carne, en concreto muslo (Ahn ez al., 1995; Cortinas et al., 2004; Surai and
Sparks, 2000;), como en sangre (Moriguchi ef al., 2001 y Schiavone et al., 2005)



Fig. 3. Tasa de hemdlisis en pollos de Fig. 4. TBARs en muestras de sangre de
carne a los 42 dias de edad. pollos de carne a los 42 dias de edad.
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Puede observarse como en los dos experimentos presentados, se produce una
concordancia en los resultados obtenidos con ambas técnicas analiticas, los valores de
TBARS siguen una evolucion similar a los relativos a la tasa de hemolisis. De hecho se
ha descrito, que un aumento de los valores TBARs provoca un aumento de la rigidez de
la membrana y una menor capacidad de deformacion del eritrocito, lo que da lugar a una
perdida de viabilidad (Fernandez ef al., 1991; Moriguichi ef al., 2001; Novak et al., 1990)

Se evidencia que ambos pardmetros se ven influidos por la calidad de la grasa dietética.
Por un lado, una grasa con un alto grado de insaturaciéon (AGPI n-3 y n-6) es mas
susceptible a la oxidacion y asi se refleja en una mayor fragilidad de la membrana del
eritrocito. La peroxidacion lipidica de las membranas, es uno de los principales
responsables del dafio oxidativo de la célula. (Gradinski-Vrbanac ef al., 2002). La
incorporacion de antioxidantes refuerza la estabilidad de los lipidos de la membrana
celular y previene su alteracion.

Por otro lado, vemos como las grasas que contienen productos de oxidacion provocan
efectos perjudiciales en el ave que las consume, en parte por efectos cito-toxicos.
Estudios previos demostraron que la ingestion de compuestos oxidados, provoca
cambios en la permeabilidad de las membranas. Estas modificaciones también tienen
consecuencias sobre la salud intestinal del ave. Sc han descrito modificaciones en la
absorcion de nutrientes por parte de las células epiteliales y la disminucion de la vida
media de los enterocitos (Chin ef al., 1995 y Dibner ef al. 1996). Ademés la alteracion
en la microbiota intestinal, en concreto, la adicion de grasas oxidadas se ha relacionado
con un aumento en el nimero de coccidias en excreta. (Choque-Lopez ef al, 2005), que
podrian afectar indirectamente sobre la respuesta productiva de las aves.



CONCLUSIONES

La presencia de productos de oxidacion y altos niveles de insaturacién en la dieta,
produce una mayor sensibilidad de los eritrocitos a la rotura. L.a incorporacion de acetato
de alfa-tocoferol permite mejorar la estabilidad de los lipidos de la membrana.

Existe un paralelismo entre los resultados de Ia tasa de hemslisis y la susceptibilidad a la
oxidacién de los eritrocitos. Ambas determinaciones son capaces de discriminar
diferentes estados de oxidacién i vivo..
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Descripcion

Experimento 1

Experimento 2

Dias de vida 4-18 21 -42

Grasa afiadida 6 % Girasol (G) 6 % Linaza (L)
(Tratamientos) 6 % Girasol Oxidado (O) 6 % Sebo (S)

' 6 % Girasol + 200 ppm | 0 % Control (C)

acetato de a-tocoferol (V)

Numero de muestras
(Sangre por puncién [V))

Diall :n=5yDial8:n=
6 muestras por tratamiento

Dia 42 : n = 6 muestras por
tratamiento

Analisis

Tasa de Hemolisis y
TBARs

Tasa de Hemdlisis y
TBARs




