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Abstract

The aims of this work were to measure the total blood glutathione (TG), reduced glutathione (GSH),
and the oxidized glutathione (GSSG) pool; as well as the egg yolk color of 180, 59 week old Dekalb Delta
Leghorn hens. Birds were randomly assigned to 15 groups of 12 hens each and housed in cages. Experimental
treatments by triplicate were as follows: I. no pigment added; II. 9 ppm natural yellow xantophylles (nyx)
from the Aztec marigold flower; III. 9 ppm nyx + 4 ppm natural red xantophylles (nrx) from capsicum
fruit; IV. 9 ppm nrx + 2 ppm synthetic red xantophylles, also called cantaxantines, and V. 9 ppm nyx + 4
ppm red Sudan. Treatments were fed during 8 weeks. Weekly spectrophotometer blood TG and high
performance liquid chromatrography (HPLC) blood GSH and GSSG measurements were performed.
Total produced eggs were analyzed for yolk color by the Roche colorimetrical fan and colorimetry reflectancy
means. No significant (P>0.05) differences were found in hens’ productive performance including: feed
intake, egg production and feed conversion norm egg weight. The egg yolk color fan was: 1, 3.8, 10.4,
10.7 and 13.9 for Groups I, III, IV and V, respectively. A significant (P<0.05) difference was found in
group I blood TG (1.19 umoles/ml) when compared to Groups I1, IT1, IV and V 2:37, 1.95, 2.11 and 2.55
pmoles/ml respectively in the first week of the experiment. Blood GSSG was significantly higher in Groups
I'and IV (10 and 12 nmoles/ml, respectively) when compared to Groups II and III (7 and 9 nmoles/ml,
respectively) and highly different to group V (5 nmoles/ml). No differences were found in GSH among the
treatments. It is concluded that the main amount of the ingested red Sudan is eliminated through the egg

yolk. No clear relationship between the use of different pigments and the changes in blood glutathione
levels was found.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue medir la reserva de glutatién total (GT), glutatién reducido (GSH) y de
glutatién oxidado (GSSG) sanguineos, asf como el color de la yema de huevo en gallinas tipo Leghorn
(Dekalb Delta) de 59 semanas de edad. Los tratamientos por triplicado que se administraron durante 8
semanas fueron: Grupo I, alimento sin pigmento; grupo II, nueve ppm de xantofilas naturales amarillas
(xna) de la flor de cempasuchil; grupo III, nueve ppm de xna + 4 ppm de xantofilas naturales rojas (xnr)
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de los frutos de cdpsicum; grupo IV, nueve ppm de xnr + 2 ppm de xantofilas sintéticas rojas (Xsr); y grupo
V, nueve ppm de xna + 9 ppm de sudanes rojos. Las aves fueron asignadas al azar a 15 grupos con 12
gallinas cada uno, alojadas en jaula. Semanalmente se midié el GT mediante espectrometria, y sélo en la
semana 8 el GSH y el GSSG mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). La coloracién
de la yema de huevo se midi6 en el total de huevos producidos el dfa 85 de experimentacién mediante un
abanico colorimétrico y con un colorimetro de reflectancia. Fl color obtenido con el abanico Roche fue de:
1.0, 3.8,10.4, 10.7 y 13.9 para los cinco grupos, respectivamente. No se observaron diferencias (P>0.05)
en los pardmetros productivos: consumo de alimento/ave/dfa, porcentaje de postura, conversién alimenticia
y peso del huevo. Se observé diferencia significativa (P<0.05) en el GT sanguineo del grupo I (1.19
pmolas/ml), respecto del resto de los grupos (2.37, 1.95, 2.11 y 2.55 umolas/ml, respectivamente) en la
primera semana de experimentacién. En la semana 8, el GSSG sanguineo fue significativamente mayor en
los grupos Iy IV (10 y 12 nmolas/ml), comparado con los grupos I1y I (7 y 9 nmolas/ml, respectivamente),
y altamente significativo (P<0.01) respecto del grupo V (5 nmolas/ml). En GSH no hubo diferencias entre
tratamientos. Se concluye que el sudan se elimina a través de la yema de huevo y que no existié una relacién
clara entre los cambios en los niveles de glutatién y el consumo de algunos pigmentos en gallinas ponedoras.

Palabras clave: GLUTATION, PicMENTOS, PONEDORAS, HUEVO.

Introduccion

En México la pigmentacién es un aspecto importante
parala comercializacién de algunos productos avicolas,
fundamentalmente porque amplios sectores de consu-
midores asocian la tonalidad naranja en la piel del pollo
y la yema del huevo con la calidad de los mismos. 23+
Por estarazén, es comtin que en las dietas que se formulan
para pollos de engorday gallinas ponedoras se incluyan
fuentes naturales de pigmentos como el maiz amarillo,
gluten de maiz amarillo, harina de alfalfa, extractos de
xantofilas de flor de cempasuchil y de chiles, asi como
pigmentos sintéticos.>*

Desafortunadamente la necesidad de reducir los costos
de alimentacién en la avicultura, ha favorecido la utili-
zacién de sustancias pigmentantes muy baratas como
los sudanes rojos, que a diferencia de las inocuas
xantofilas, representan un riesgo para la salud de quien
los consume.®9:10

La Ley General de Salud en México, en su articulo
621, dice: “Se prohibe el expendio de huevo que
provenga de aves en cuyo alimento se hayan adicionado
colorantes de los denominados sudanes”.!! No obstante,
en una investigacién realizada durante 1993, por el
Comité Técnico de Normalizacién Nacional de Ali-
mentos Balanceados, de la Cdmara Nacional de la
Industria de la Transformacién (Canacintra), se identi-
ficé que aproximadamente el 45% de los huevos produ-
cidos en el pafs, resultaron positivos al uso de colorantes
azoicos (sudanes) no permitidos. Los sudanes se
metabolizan y almacenan en el higadoy se transforman
en productos carcinogénicos, son liposolublesy tienen
efectos aditivos y nocivos a largo plazo.'2!3

Aunque en general se ha visto que la adicién de
xantofilas al alimento de las aves, no modifica el
comportamiento productivo de las mismas, a nivel
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experimental se le ha encontrado a estos compuestos,
cierta capacidad para limitar el dafio oxidativo en las
membranas celulares.!*!516 Adema4s, algunos estudios
epidemiolégicos sugieren que las xantofilas, como
componentes dietarios, tienden a reducir la incidencia
de algunos tipos de c4ncer, probablemente por tener
accién contra los radicales oxhidrilo y los derivados de
la peroxidacién de los fosfolipidos, los cuales estin
involucrados con el citado padecimiento.!”!8

Por otra parte el glutatién es un tripéptido simple,
presente en todas las células eucariéticas, y se le conocen
multiples funciones que incluyen, entre otras, la defensa
antioxidante,'*?° la detoxificacién de xenobiéticos
electrofilicos, la regulacién de la proliferacién celular,?!
la participacién en la sintesis de desoxirribonucleétidos
y en la homeostasis del calcio, 2?2 [a regulacién de la
respuesta inmune, asi como del metabolismo de
prostaglandinas y leucotrienos.?>%

El glutatién puede encontrarse en forma reducida
(GSH) que es hidrosoluble, y en forma oxidada (GSSG),
insoluble en agua; la suma de GSH mas GSSG se conoce
como glutatién total (GT). El GSH es sintetizado
principalmente en el higado y de ahi es distribuido a
diferentes 6rganos a través de la sangre, siendo elimi-
nado del organismo por las vias renal o biliar.!% 25 26
Durante el curso de su actividad antioxidante, el GSH
es oxidado a GSSG. Asimismo, el GSSG es reducido a
GSH (recobrando asf su capacidad antioxidante) por
la enzima glutatién reductasa, que se localiza a nivel
de la matriz mitocondrial y del citosol, pero no a nivel
sanguineo. El GSSG tiende a escapar de la célula cuando
el mecanismo que lo convierte a GSH es rebasado, de
modo que esta situacién tenderd a elevar los niveles
del GSSG en plasma y a reducir los de GSH y GT a
nivel celular.?-?

Una de las principales rutas de utilizacién del GSH,
es el metabolismo de compuestos toxicos, como algunos



farmacos y contaminantes. La glutatién transferasa esla
enzima que cataliza la reaccién entre el grupo sulfidrilo
(SH) del GSH y los agentes potencialmente alquilantes;
de esta forma, neutraliza sus sitios electrofilicos y genera
compuestos més hidrosolubles, lo que facilita su excre-
cién (esto implica también la excrecién del GSH que
légicamente tendera a disminuir su concentracién a nivel
tisular y a nivel sérico). Varios estudios en animales han
mostrado que los niveles extracelulares de GSH (inclu-
yendo los plasmaticos y los del lumen intestinal), son
importantes en la proteccién contra la toxicidad quimica;
de hecho se ha considerado que los niveles de glutatién
sanguineo son un indicador del estado de salud en los
animales y el hombre.??7

Conbase en estos antecedentes, se planteé6 el presente
estudio para saber si la adicién de diferentes sustancias
pigmentantes (xantofilas y sudan rojo) de uso comin en
las dietas para gallinas ponedoras, tiene efecto sobre las
reservas sanguineas de glutatién en este tipo de aves, de
modo que se pueda contar con informacién que ayude a
fundamentar, por una parte, la posible actividad anti-
oxidante de las xantofilas, y, por otra, la toxicidad de
los sudanes.

Material y métodos

El presente estudio de llevé a cabo en las instalaciones
del Centro de Ensefianza, Investigacién y Extensién en
Produccién Avicola (CEIEPA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional
Auténoma de México, ubicado a 2250 msnm, y situado
entre los paralelos 91° 15’ de latitud oeste, bajo
condiciones de clima hiimedo, siendo enero el mes mas
frio' y mayo el maés caluroso, con una precipitacién
pluvial media de 747 mm anuales. Las determinaciones
de glutatién fueron realizadas en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina, de la Universi-
dad Nacional Auténoma de México.
Seutilizaron 180 gallinas Leghorn dela estirpe Dekalb
Delta, con 59 semanas de edad, alojadas en jaulas en
una caseta convencional. Las aves fueron distribuidas
aleatoriamente, de forma que se tuvieron 5 tratamientos
con tres repeticiones de 12 gallinas cada uno (180 aves
en total). Los tratamientos consistieron en la adicién de
diversas sustancias pigmentantes, a saber:
1. Dieta convencional, sin la adicién de pigmentantes
(testigo).

2. Dieta convencional con 9 ppm de xantofilas ama-
rillas naturales, a partir de flor de cempasuchil
(Tagetes erecta) (xna).”

*  Ave-lut amarillo, Pigmentos Vegetales del Centro, S.A. de
C.V.

**  Avi-red, Pigmentos Vegetales del Centro, S.A. de C.V.

*** Lucantfa rojo, Laboratorios Basf.

t+  Productos Roche (1993).

1 Minolta, modelo CR-200.

Cuadro 1
COMPOSICION DE LA DIETA BASE UTILIZADA
EN LAS GALLINAS
Ingredientes Por tonelada
Kg
Sorgo 609.95
Pasta de soya 44 233.05
Aceite vegetal mixto 28.96
Carbonato de calcio 108.26
Ortofosfato de calcio 12.49
Sal comin 3.5
DL-Metionina 1.32
L-Lisina hcl 0.08
Colina 60 0.90
Vitaminas y minerales* 2.00
Antioxidante 0.30
Anadlisis calculado
EM Kcal/kg 2780
Proteina (%) 15.5
Lisina (%) 0.75
Metionina + cistina (%) 0.63
Calcio (%) 3.90
Fésforo disponible (%) 0.37
* Cuca et al.b

3. Dieta convencional con 9 ppm (xna) y 4 ppm de
xantofilas rojas naturales a partir de frutos de pi-
miento rojo (Capsicum annwum) (xnr).™

4. Dieta convencional con 9 ppm (xna) y 2 ppm de
xantofilas rojas sintéticas (xsr).”

5. Dieta convencional con 9 ppm de (xna) y 9 ppm
de sudanes rojos.

En el Cuadro 1 se presenta la dieta basal, formulada
con base en las necesidades nutricionales establecidas
por el National Research Council en 1994, para este
tipo de aves.? El aguay el alimento se ofrecieron a las
gallinas a libre consumo.

Se registraron datos de consumo de alimento, por-
centaje de postura, peso del huevo y conversién ali-
menticia, para las 8 semanas que duré el experimento.
También se evalué la pigmentacién en las yemas de todo
el huevo producido en el iltimo dia de la quinta semana
de experimentacién; para tal fin se emplearon tanto un
abanico colorimétricof, como un colorimetro de reflec-
tanciat, con el sistema CIELAB de brillantez (L),
amarillamiento (b) y enrojecimiento (a).

Para las determinaciones de glutatién total se utilizé
el método espectométrico descrito por Akerboom,'?y
paradeterminar el GHS y GSSG por separado se utilizé
el método descrito por Asensiet al.,? en el que se emplea
la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
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Alfinal del trabajo, alos datos obtenidos de las variables
estudiadas se les someti6 a un andlisis de varianza
conforme al disefio empleado. Las diferencias esta-
disticas al 5% o al 1% entre tratamientos, se compararon
conla prueba de Tukey.*

Resultados

Los datos promedio de las variables productivas
evaluadas en las gallinas, consumo de alimento en
gramos/ave/dia, porcentaje de postura, peso promedio
del huevo y conversién alimenticia, no indicaron
diferencias estadisticas (P>0.05) entre los tratamientos
(Cuadro 2).

Los resultados del color de la yema de huevo medido
visualmente con el abanico colorimétricoy con el empleo
del colorimetro de reflectancia, se presentan en el Cuadro
3. Conrespecto alo apreciado visualmente, la pigmen-
tacién de layema aumenté a un valor cercanoa4conla

Cuadro 2
COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO EN GALLINAS
ALIMENTADAS CON DIFERENTES PIGMENTOS

Peso del ~ Consumo/ Conversion
Tratamiento  Postura (%) huevo (g) ave/dia(g) alimenticia
I 80.8 53.4 112 2.18
It 83.4 54.4 108 2.14
11 84.2 54.8 108 2.00
v 80.4 54.2 107 2,09
\'% 82.9 54.1 114 2.16

No existieron diferencias estadisticas entre tratamientos
(P>0.05).

Cuadro 3
COLORACION EN LA YEMA DE HUEVO EN GALLINAS
ALIMENTADAS CON DIFERENTES PIGMENTOS

Abanico Cr-200(1) Cr-200° Cr-200°
Tratamiento  Roche (1993)  Brillantez Rojo  Amarillo
I 1= 66.6 ° -6.8 22.7®
II 38% 65.2 2 -6.9* 409 ¢
III 10.4 ¢ 62.6 * 2.0t 39.9
v 10.7 < 6182 250 41.7 <
v 1394 59.8 2 68¢ 31.7%

a b o d Valores con distinta literal en la misma columna, son
diferentes estadisticamente (P<0.05).

adicién de 9 ppm de xna. Cuando se adicionaron a la
dieta las xnr o xsr ademds de las xna, el valor de
pigmentacién fue de 10.4 y 10.7, respectivamente, lo
que demuestra el efecto aditivo de estas xantofilas rojas
sobrela pigmentacién delayema de huevo. Finalmente
puede observarse que la adicién de sudan a la dieta con
xna produjo una coloracién en las yemas de huevo
superior a la obtenida con el resto de los tratamientos.

En lo que respecta a los datos obtenidos con el
colorimetro de reflectancia, se aprecia que la brillantez
de las yemas de huevo fue estadisticamente igual
(P>0.05) entre los diferentes tratamientos empleados.
En cuanto a los valores de enrojecimiento, se observé
que el tratamiento que incluyé sudan, fue estadistica-
mente superior (P<0.05) al resto de los tratamientos,
ademas los tratamientos que no incluyeron xantofilas
rojas presentaron valores negativos para este compo-
nente (T'1y T2)y fueron estadisticamente iguales entre
si. Finalmente, los tratamientos que incluian xnry xsr,
fueroniguales entre si, y diferentes de los tratamientos
1,2y 5 (P<0.05). Por otra parte, los valores mas altos
para el amarillamiento fueron obtenidos con los trata-
mientos 2, 3y 4 (éstos fueron estadisticamente iguales
entre sf), y existieron diferencias entre éstos y el trata-
miento testigo (P<0.05) que present6 los valores mas
bajos, y con el tratamiento que incluy6 sudan, el cual
presenté un grado intermedio de amarillamiento.

Para el caso del GSSG sanguineo, los niveles més altos
(P<0.05) los presentaron las aves de los tratamientos 1
y 4 (éstos fueron iguales entre sf), seguidos por los
encontrados en los tratamientos 2y 3, resultando el T5
con los niveles mas bajos (P<0.05). Las determinaciones
de GSH no mostraron diferencias entre los tratamientos
(P>0.05) (Cuadro 4). Estas mediciones se realizaron
unicamente en la semana 8 de experimentacién.

Los datos obtenidos para GT en sangre se encuentran
enel Cuadro 5; en éste se aprecia que una semana después
de haber iniciado el consumo de las dietas experimen-
tales, existieron cambios notables en el valor promedio

_ I
Cuadro 4
GLUTATION REDUCIDO Y OXIDADO (NMOLAS/ML)
EN SANGRE DE GALLINAS QUE CONSUMIERON
DIFERENTES PIGMENTOS

Grupos Glutatién Glutatién
experimentales reducido (GSH) oxidado (GSSG)
I 149 » 10«

I 145 * 7°

11 145 = 9b

v 143 = 12«

\% 141+ 5a

ab ¢ Valores en la misma columna con distinta literal son
diferentes estadisticamente (P<0.05).




de GT (umolas/ml de sangre) con respecto a la semana
cero de experimentacién. Considerando los diferentes
tratamientos en esa primera semana de experimen-
tacién, se encontré que las dietas en las cuales se
incluyeron pigmentos, propiciaron valores significa-
tivamente més altos del tripéptido en comparacién con
el tratamiento sin pigmentos (P<0.05). En las restantes
semanas estudiadas, no se encontraron diferencias entre
tratamientos (P>0.05).

Discusion

Los resultados obtenidos respecto de los parametros
productivos evaluados en las gallinas utilizadas para el
presente estudio (consumo de alimento, porcentaje de
postura, conversién alimenticia, peso promedio del
huevo y masa de huevo), no mostraron diferencias
estadisticas entre los diferentes tratamientos, lo cual
coincide con lo sefialado en la literatura, en donde se
asegura que en gallinas de huevo para el plato, este tipo
de aditivos cumplen con la funcién de proporcionar
color alas yemas de huevo sin modificar el rendimiento
productivo de las aves.>®?

La coloracién de la yema de huevo obtenida con las
cantidades de pigmento utilizadas, corresponde a lo
encontrado comercialmente en las explotaciones
avicolas; asimismo, la evaluacién de la pigmentacién se
efectué empleando los métodos comercialmente mas
utilizados.**8

Nose cuenta con valores de referencia paralos niveles
sanguineos promedio de GSH en aves de postura. En
este estudio se encontraron valores de entre 141y 149
nmolas/ml, tales niveles podrian considerarse bajos si
se comparan con los referidos por Enkvetchakul et al.,!
quienes en pollos de engorda encontraron valores de
226 a 303 nmolas/ml. Respecto del GSSG, considerando
que en general representa el 15 % del glutatién san-
guineo,” los niveles encontrados de 5-12 nmolas/ml
también se pueden considerar bajos, ya que con base en
la informacién existente a niveles de GSH de 145 les
corresponderfan niveles promedio de 25 nmolas/ml;
de cualquier forma, lo escaso de la informacién (me-
diciones s6lo en la semana 8) no permite afirmar que las

Cuadro 5
CONCENTRACIONES DE GT, EN SANGRE DE GALLINAS (uMOLAS/ML)

Trat. Sem. 0 Sem. 1 Sem. 2 Sem. 3 Sem. 4 Sem. 5 Sem. 6 Sem. 8 Promedio
I .19+ 0.15 1.19%0.15 1.04 +£0.12 1.11 +0.28 1.23 £0.23 1.34 £0.12 1.32 +0.18 0.97 + 0.05 1.17 + 0.13
11 1.L19 £ 0.15 237056 1.18+0.36 1.33 £0.22 1.31 £02]1 142 020 1.35+028 0.94 + 0.15 1.39 + 0.42
I 1.19 £ 0.15 195 +0.17 1.29 +0.29 1.23 £0.20 1.23 +0.10 147 +0.13 1.16 £+ 0.17 0.90 = 0.11 1.30 + 0.31
v 1.19 £ 0.15 2.11 £ 043 1.32 +0.31 1.28 +0.20 1.30 = 0.11 1.07 £ 0.07 1.20 = 0.14 0.87 + 0.14 1.29 = 0.36
\'% 1.19 £ 0.15 255 +0.36 1.08 £0.21 1.38 =025 1.37 =0.19 128 +0.23 141 +0.15 1.01 +0.14 1.41 + 0.48
Prom. 1.19 % 0.15 2.03 = 0.53 1.18+0.12 1.27 =0.10 1.29 +0.06 1.31 =£0.16 1.29+0.10 0.94 + 0.06 1.31

aves se encontraron en un desbalance oxidativo, asi
como tampoco asociar los distintos niveles encontrados
del tripéptido, con el consumo de las distintas dietas
empleadas (por ejemplo, los bajos niveles de GSSG, con
el consumo de sudanes).3!:33

En el presente estudio se encontraron niveles de entre
0.87 y 2.55 umolas/ml de GT, sanguineo, que repre-
sentan entre 3 y 8 veces mas de lo referido para pollos
de engorda (0.226 — 0.303 pwmolas/ml).?' Por otro lado,
los niveles descritos para ratas, son del orden de 1.2
umolas/ml,' que claramente se asemejan mas a los del
presente estudio. Aunque se ha postulado que las aves
presentan niveles de glutatién inferiores a los de
mamiferos,***® no conocemos estudios al respecto en
gallinas de postura.

En este trabajo se encontré un aumentoenel GT ala
primera semana de tratamiento, lo cual podria indicar
lo descrito por algunos investigadores, quienes men-
cionan que algunos xenobiéticos tienen la capacidad
de inducir algunos sistemas antioxidantes.?!2%3

Delasemana 1 ala4,lasaves de los tratamientos que
incluyeron pigmentos mostraron niveles sanguineos de
GT, mayores a los encontrados en las aves que recibieron
la dieta testigo, esto podria sugerir que las xantofilas
dietarias tienen en efecto cierta capacidad antioxidante,
aun incluso en el T5 que incluy6 sudan, los niveles del
tripéptido siguieron la tendencia ya descrita; en este
ultimo caso el esperado efecto negativo del sudan,
pudiera haber sido amortiguado por la presencia de las
xna u otros componentes de la dieta con capacidad
antioxidante, infortunadamente no se conté con un
tratamiento que incluyera exclusivamente sudan (como
fuente de pigmento) para descartar esta situacién.53
En todo caso esta tendencia observada debe tomarse con
reserva, yaque en las semanas 5 a 8 de experimentacién,
los niveles sanguineos del tripéptido no mostraron una
relacién clara con la presencia o ausencia delas diferentes
sustancias pigmentantes en las dietas.

De los resultados obtenidos en este trabajo se concluye
que:

1. Laadicién de sustancias pigmentantes de uso co-
mun en la avicultura comercial, no modifican el
desempeiio productivo de las gallinas ponedoras.

2. Elsudan se elimina a través de la yema de huevo.
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3.

Los niveles de glutatién total sanguineo (GT) en
gallinas de postura fueron superiores a los referi-
dos para otras aves domésticas; asimismo, los
niveles de GSSG y de GSH se encontraron en ni-
veles presumiblemente bajos y en una proporcién
diferente a la sefialada en otros animales y el hom-
bre por algunos autores (85% reducido y 15%
oxidado); ademas no fue posible establecer una
relacién clara entre el uso o no de diferentes
pigmentos comunes en la industria avicola y los
cambios en los niveles de GT y GSSG sanguineos.
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