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. SUMARIO

El objetivo de este estudio fue determinar la
presencia de oxitetraciclina y clortetraciclina en
pechugas de pollo provenientes de una de las
principales granjas avicolas que surten a expendios de
la Ciudad de Guatemala. Para el efecto se desarrollo
un método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) de fase reversa y deteccion ultravioleta. Este
método fue una adaptacion de los descritos por Y. Oniji
y col. y por D. Fletouris y col. [2,3], e incluye una
extraccion con HCl y cromatografia de adsorcién con
Amberlita WAD-2 previo al analisis por HPLC.,

Tres de las 30 muestras analizadas presentaron
residucs de tetraciclinas; estando presente en todas
ellas la oxitetraciclina (0.067 - 0.567 ppm) y en una la
clortetraciclina (3.7 ppm). Las tres muestras
presentaron contenidos mayores a los Niveles Madximos
de Residuos aceptables para consumo humano (£0.25
ppm) establecidos por la Administracion de Alimentos
y Drogas de Estados Unidos (FDA) [3].

Il INTRODUCCION

La produccién de carne de pollo es importante para
la economia y la alimentacion de la poblacién
guatemalteca Por la demanda existente se hace uso
de tecnologias de produccién en las que es una practica
comun la utilizacién, a veces indiscriminada, de
antibidticos en los piensos (alimentos concentrados) y
en el agua de bebida; esto para eliminar brotes de
enfermedades graves, disminuir el indice de mortalidad
y promover el crecimiento. La oxitetraciclina (OTC) y la
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clortetraciclina (TC-HCI) se encuentra entre los
antibiéticos mas utilizados en la medicina veterinaria.
[4,5].

La administracion de drogas durante la crianza de
animales puede causar la presencia de sus residuos
en los productos alimenticios derivados de estos
animales. Residuos de drogas no aprobadas se hari
detectado en carnes de animales bovines destinadas
al consumo humano en paises como Estados Unidos y
el Reino Unido [6,7]; los residuos fusron encontrados
en riflones, higado o en grasa y en menor cantidad en
carne o musculo. En paises desarrollados se han
establecido limites maximos de residuos de drogas
permitidos en alimentos de origen animal [8]. En Gua-
temala no se controla ni regula la presencia de residuos
de antibidticos en alimenios de origen animal. Esto se
debe en parte a las dificultades técnicas gue imiplica
su deteccion, asi como a la falta de estudios que
reporten casos especificos de presencia de antibidticos
en alimentos para consumo humano.

La presencia de residuos de tetraciclinas en la
carne de pollo puede representar una ingesta constante
de dosis subterapéuticas para las personas que la
consumen. El principal problema asociado con una in-
gesta de dosis subterapéuticas de un antibidtico es la
aparicion de cepas bacterianas resistentes al antibiético
en cuestion. Una bacteria se hace resistente a agentes
antimicrobianos cuando se ve expuesta en dosis tan
bajas, que algunas de ellas no mueren y desarrollan
diversos mecanismos de resistencia. Estas
adaptaciones permiten a las bacterias resistentes
sobrevivir a un tratamiento posterior con el antibiético
e incluso, a otras drogas a las que no ha sido expuesta
91
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la carne de pollo proveniente de una granja avicola que
surte a expendios de la Ciudad de Guatemala.
Previamente, fue necesario desarrollar un modo de
Cromatografia Liguida de Alta Resolucion(HPLC) que
permitiera la deteccidon y cuantificacion de estos
antibidticos.

ili. MATERIALES Y METODOS

APARATOS

HPLC: Se utilizé un sistema Merck-Hitachi
consistente en una bomba modelo L-8200A, un detec-
tor UV/VIS modelo L-4200 y un integrador modelo D-
2500. El sistema estaba equipado con un inyector
manual Rheodyne modelo 715 con un bucle de 20mly
columnas de acero inoxidable Merck LiChrocart.

REACTIVOS Y MATERIALES

Quimicos: Como patrones de OTC y de TC-HCl se
uso materia prima de la compariia Marsing & Co. Ltd.A/
S. Se prepararon soluciones madre (ng/ml) en metanol,
a partir de las cuales se prepararon en fresco las
soluciones patron (0.064-1.6 pg/ml en acido perclérico
0.1 mol/l). Para la cromatografia de adsorcion se utilizé
Amberlita XAD-2 de la compafiia Sigma Co. El resto
de quimicos fueron de la companiia Merck.

Muestras de carne de pollo enriquecido con
OTC y TC-HCI: Muestras con concentraciones
conocidas de OTC y TC-HCl fueron preparadas usando
carne de pollos gue no ingirieron antibidticos durante
su crianza (pollos de corral). A estas se les agregd OTC
y TC-HClI para lograr concentraciones finales entre 0.02
y 1.0 ppm. Las muestras asf preparadas se utilizaron
para la optimizacion de las condiciones cromatograficas
y la validacién del metodo.

METODOLOGIA ANALITICA. Procesamiento de
las muestras: La carne de pollo (50 gramos) se extrajo
dos veces con un total de 150mi de HCI 1N. Después
de centrifugacion, los sobrenadantes se filtraron a través
de una columna empacada con 5 gramos de Celites
545. El filtrado se agregd a una columna empacada
con |0ml de Amberlita previamente activada, la columna
se lave con un total de 200 ml de agua destilada y
posteriormente las teciclinas fueron eluidas con 50 ml
de etanol. Al eluido se le agregd 1 ml de solucién
metandlica al 5 por ciento (v/v) de dcidoe mercapto-

propionico y se filtré (poro 0.2 mm) previo a su inyeccion
en el cromatografo.

Anélisis cromatogiafico (HPLC): Las condicionas
cromatograficas del método desarrollado se describen
en el Cuadro No. 1, Estas condiciones fueron validadas
mediante el analisis de soluciones patrén de OTC y de
TC-HCI (0.064-1.6 pg/ml) y de tetraciclinas extraidas a
partir de muestras de carne de pollo enriquecidas con
ambos antibi¢ticos. Los resultados de los andlisis
fueron procesados estadisticamente para establecer los
valores de reproducibilidad, linealidad, exactitud,
porcentaje de recuperacion y los limites de deteccidn.

CUADRO # 1
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA
EL ANALISIS DE TETRACICLINAS

Columna Acero Inoxidable, 250x4 mm DI.
Lichrochart, Merck

Fase Estacionaria Lichrospher 100, 5 p RP- 18
Acetonitrilo/Acido Fosférico 0.02 M,
pH 3, (24/78, viv)

Ambiente (23-28°C)

Fase Movil

Temperatura

Volumen de Inyeccion 20 mi
Fluio 1.2mimin
Deteccion UV (355 nm)

Volumen de Celda 12 ml

ANALISIS DE LA CARNE DE POLLO

Colecta: Treinta pechugas de pollo de un mismo
lote fueron adquiridas en el Departamento de Ventas
de una de las granjas avicolas mas grandes del pais,
la cual comercializa sus productos en la Ciudad de Gua-
temala. Las muestras fueron tranporiadas en hielo v
almacenadas a -10°C hasta el momento de su analisis.

Procesamiento y analisis: Cada una de las
muestras fue procesada y analizada con los
procedimientos anteriormente descritos.

iV. RESULTADOS Y DISCUSION
DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO

El método desarollado en este trabajo se derivd de
los dos descritos previamente por Y.Onji y col. [1]y por
D. Fletouris y col. [2]. Con algunas modificaciones, se
utilizd el procedimiento de extraccién de las muestras
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del primero y las condiciones cromatogréficas del
segundo.

Con las condiciones descritas se logré una buena
separacion cromatografica de ambas tetraciclinas
(Figura 1), con tiempos de retencion (t.) reproducibles,
4.10£0.025 y 5.23+0.045 minutos (n =10) para OTC y
TC-HCI, respectivamente. Los andlisis de muestras
enriquecidas tuvieron resultados similares, con t, de
4.52+0.0567 minutos para OTC y 5.69£0.0073 minutos
para TC-HCI, (n =12).

El analisis de las soluciones patrén de OTC y de
TC-HCI y de las muestras enriquecidas mostraron
resultados reproducibles, lineales (r > 0.982), con
porcentajes de recupracion de 37.2 +2.6y 32.2 +0.7
por ciento para OTC y TC-HCI, respectivamente. Los

4. s
A
-
~
s - |
E s
L i
|z 8
3 <
o~ - &
> | ~
| 2
s | -
o |l
v %\'I::: :I.n J
= p[[ . uw |
L |"r' L=/
4 | | * l
.l - 1
w | ;{l'; 1 A
- | 1“ — :c;:;— ‘ v
- 'Iil S SR
= [[f i @ - -
0 'JII i n l -
AN
] — e
.= ~— o
AP i U
£ &)

C.

z c A T e
(a) ‘ (b)
Figura 1. Cromatogramas del andlisis por HPLC de (a)
muestras patrén de OTC y TC-HCI en concentraciones de |
ppm cada una y, (b) muestras de carne de pollo enriquecidas
con 0.2 ppm de OTC y 0.2 ppm de TC-HCI. Condiciones
cromatogrificas descritas en el Cuadro No. 1.

limites de deteccidn, calculados para una razén senal-
ruido de 3:1, son de 0.0075 ppm (OTC) y 0.0037 ppm
(TC-HCI) a partir de soluciones patrén, y de 0.022, ppm
(OTC) y 0.076 ppm (TC-HCI) para el andlisis de los
extractos obtenidos de las muestras enriquecidas. Las
concentraciones mas bajas de tetraciclinas (0.02 ppm)
en las muesras enriquecidas fueron detectables pero
fuera de los limites de cuantificacién del método.

El método resultante permitié el andlisis simultaneo
de OTC y TC-HCI en un tiempo reducido. El andlisis
cromatografico de las tetraciclinas extraidas a partir de
la carne de pollo mostré picos inespecificos propios
del alimento, pero con tiempos de retencién que no
interfirieron con el analisis de OTC y TC-HCI. El método
de HPLC aqui descrito, estandarizado para la deteccion,
identificacién y cuantificacién de residuos de
tetraciclinas en alimentos, cumple con los parametros
establecidos de linearidad, limite de deteccion,
porcentaje de recuperacion (exactitud) y limite de
cuantificacion.

TETRACICLINAS EN LAS MUESTRAS DE
CARNE DE POLLO

El andlisis de las muestras de pechuga de pollo
revelé que tres de éstas contenian residuos de
tetraciclinas, como puede observarse en la Figura 2y
en la Tabla I El consumo de una de tales piezas (aprox.
300 gramos) podria significar la ingesta de un poco méas
de 1 miligramo de teraciclinas. Esta cantidad podria
ser significativamente menor, si se considera la
descomposicion de las tetraciclinas al ser expuestas al
aire o a temperaturas superiores a los 90°C en
atmosfera humeda. Estudios previos de la presencia
de residuos de antibiéticos en bovinos reportan
concentraciones mayores en rifiones, higado o grasa;
en menor grado en musculo. Los contenidos de
tetraciclinas en visceras de pollo y en otro tipo de piezas
podrian ser mayor que el encontrado en las pechugas.

Las tetraciclinas detectadas en la carne de pollo
pone en evidencia gque la Norma COGUANOR NGO
34 170 no se acata, ya que ésta establece que en aves
no se deben usar los antibidticos que se emplean para
uso terapéutico en humanos [10]. Tanto la OTC como
la TC-HCI son usadas en la terapéutica humana.
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Figura 2. Cromatograma del andlisis por HPLC de (a)
Muestra desconocida No.11, que no muestra picos para OTC
ni para TC-HCI. Los picos con RT menores ¢ iguales a 2,97
y mayores o iguales a 7.37 son propios de la muestra; (h)
Muestra desconocida No. 18, que muestra picos en RTs de
4.40 y 5.96 los cuales corresponden a OTC y TC-HCI
respectivamente. Los picos propios de la muestra no
interfieren.

TABLAI
CONCENTRACIONES DE OTC ¥ TC-HCI
ENCONTRADAS
EN LAS MUESTRAS ANALIZADAS
# MUESTRA ppm OTC ppm TC-HCI
02 0.492 n.d.
05 0.568 n.d.
18 0.067 3.7

n.d. = no detectado

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La carne de pollo producida por la granja avicola
estudiada presenta residuos de tetraciclinas en
concentraciones que pueden llegar a ser superiores a
los niveles méaximos de residuos considerados seguros
para consuno humano (< 0.25 ppm).

El método de HPLC desarrollado puede ser
utilizado para detectar y cuantificar residuos de
tetraciclinas en carne de poilo.

Se sugiere evaluar la aplicacién del método
desarrollado para la detecion de estos antibicticos en
muestras de otro origen. Asi mismo, se recomienda
continuar con este tipo de estudios para generar
informacion que contribuyan a la implementacién de
programas de control de residuos de antibiéticos y otras
drogas en los alimentos consumidos comunmente por
la poblacidn guatemaiteca.
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