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2. INTRODUCCION

En las granjas de produccion de huevos de gpalling, es necesario que las aves ponedoras sean sanas.
Con ¢l objetivo de prevenir y eliminar enfermedades en las aves, el uso de una variedad de antibioticos.

entre estos la tetraciclina, s una practica comin [1].

Como todo medicamento, la climinacion y ietabolismo de las felraciclinas siguen normalmente una
curva de decaimiento [2]. Eslas sc uncn en grado variable a las proteinas plasméticas lo que provoca L
tiempo de permanencia del organismo del ave I3]. Inicialmente Ia climinacion cs grande, pero decac a
concentraciones bajas cuando los residuos no pueden ser climinados completamente [2]. Esto produce un
efecto acumulativo de antibidtico o sus metabolitos en los diferenies tejidos del ave concentrandose
especialmente en ovario, Glero ¢ indiscutiblemente en el huevo [4].

El empleo masivo de feraciclina en forma constanle, inadecuada e indiscriminada tanto a niveles
sublerapeiiticos, preventivos y curatlive puede provocar un incremento en la resistencia dc los
microorganismos. La presencia de residuos de tetraciclinas en huevo y otros tejidos de pollo pueden
representar una ingesta de dosis subterapenticas de los mismos. Una bacteria se hace resistente cuando ¢s
expuesta a dosis bajas de antibidtico, 1o que permite un proceso de seleccién en que algunas de ellas no

|
mueren 'y desarrollan resistencia. Una vez que han aparecido bacterias resistententes éstas pucden
posteriormente  sobrevivir a4 un lralamiénto con dosis terapciticas det antibidtico al que estuvieron
expuestas anteriormente ¢ incluso a tralaniznios com olras drogas existentcs. Dc esta mancra puede
exislir una inteeforencia con el fratamiento de cnfermedades sensibles a Ia {etraciclina tanto cn ¢l ser
humano comno en las aves |3]. Por ello, e hace necesario un control de residuos de tetraciclinas en
alimentos comno ﬁeccs, huevos v leche con métodos analiticos sensibles y especificos |5).

Mediante el presente trabajo de investigacién se pretendia demostrar la presencia de residuos de

tetraciclinas en huevos de gallina de una gzranja avicola de Guatemala, mediante un método altamente

sensible y especifico [6]. -
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3. ANTECEDENTES
3.1 GENERALIDADES

En cuanto a trabajos sobre residuos de tetraciclinas se enconiré que Perla, F. en 1969 de la Facultad
de Veterinaria de 1a Universidad de San Catlos de Guatemala, determing residuos de Clortetraciclina
en 150 huevos provenientes de 25 granjas de la ciudad de Guatemala. Para su deferminacion utilizo
cl método de Sakaguchi madificado para cotorimetria {4].

En 1987, Roudaut. Morctain v Boisscar a través de un mclodo microbiologico determinaron
oxiteiraciclina en hucvo despusds de una medicacion oral a doce gallinas ponedoras.  Encontraron una
mayor concentracién en Ja yema del huevo que en la albumina, Tambiin defermivaron oxitetraciclina
en huevo cop medicacion intramuscular donde la mayor concentracion encontrada fue enla yema del
huevo | 7]

En 1989, Roudant, Moretain y Boisseau deferminaron tetraciclina y clortetraciclina en hueve despuds
de una lﬁcdicacién oral en gallinas ponedoras. Doce gallinas fuerﬁn adlﬁinistradas con letraciclinay o
ocho con clortetraciclina por cinco dias usando método microbioldgico y a la mayor concentracion
cncontrada fue en la vema hasta diez dias después de la medicaciti con tetraciclina y doce dias con
clortetraciclina [8].

Fn 1990, Fletouris, Psowas v Botsoglon utilizaron cromalografia liquida de alta resolucién (HPLC)

v teftaciclina en leche, cncontrando hasta 10 ppb con éste

v

para determinat residuos de oxitetraciclina
método [9].

En 1992, Tonc Agasoster determinaron residuos de oxitetraciclina en leche, carne de pescado. carpe
bovina y luevo cn dialisis y una reaccion post -columna detectada con HPLC. El cual resulto serun
método simple para la determinacion de droge s en compucstos biologicos [5].

En 1996, Garciaet al. Determinaren residuos de penicilina, gentamicina, tetraciclina v cloranfenicol,
por método microbiologico y sulfametoxasol por colorimetria, como contaminantes en leche pasteunrizada.
leche sin pasteurizar, en carng y en huevo .  Utilazaron 20 mucstras p.ara cada analisis de antibidtico

realizado [10]
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3.2 USO DE TETRACICLINAS EN AVES

3.2.1 Generalidades
Las tetraciclinas son un grupo de antibidticos producidos paor varias ccpas de aclinomicetos del género

Sireptomyces. La clorictraciclina es producida por  Stréptomyces aurofaciens y la oxitetraciclina por ¢l

Streplomyces rimosus . Actualmente se obtienen por cullivo o en forma sintética {3. 11].

Entre las tetraciclinas de mayvor uso en las aves pueden mencionarse: La clortetraciclina, la
oxitetraciclina v la tetracickina, Estas son sustancias anfoiéricas que forman sales con los 4cidos o con las
bases. cristalizan en soluciones acuosas porque sus sales son menos cstables en medios dcidos. Las
tetraciclinas base son polvos aicalinos. ligeramente amarillos, sin olor u ligeramente amargos, insolubles
cn agua destilada y en otres solventes. Combinadas con sodio o con Clorhidratos forman sales muy

solubles como el clorhidrato de oxitetraciclina [3,12].

En forma general las tetraciclinas poseen un pH dcido en soluciones acuosas y disminuyen su potencia
cuando son expuestas a la luz, aite o compuestos alcalinos. La mayoria son higroscopicas. Las
propicdades fisicas y quimicas que poseen les permiten ser utilizadas por distintas vias en {as aves como
son el agua de bebida, el alimento, inyeccion intramuscular y subcutanci §3,12). Veor anexo No. 13.1

Son absorbidas en el tracto gastrointestinl y producen concentraciones sistémicas antibactlerianas

en ¢l torrente sanguinco y en los demis tejidos del organisino [3, 13].

3.2.2 MECANISMO DE ACCION
Se puede realizar mediante tres formas:

a) Por. bloqueo de la sintesis proteica, unicndose en forma especilica a las subunidades 30s de los

ribosomas microbianos.

b) Por inhibicidn de sistemas enzimaticos activos encargados de actuar en 1a formacion de proteinas en

los ribosomas microbianos.

¢) Por formaciéon de agentes quelantes, que son producidos medianie la captacion de metales que son
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vitales para reacciones enzimaticas de la célula bacteriana.

El efecto de las tetraciclinas es bacteriostatico |3].

3.2.3 ESPECTRO ANTIBACTERIANO
Acluan conttra bacterias gramnegativo y grampositivo, pero principalimente contra grampositivo. Entre

las mas susceptibles a las letraciclinas se encuentran los Streptococcus B-hemoliticos. Streptococcus no

hemoliticos. Clostridium sp. . Haemophilus sp. , v Klebsiella sp. Las bacterias moderamente sensibles

conwo : Escherichia coli . Pasteurclia sp. . Salmonella sp.  Muestran resistencia hacia las tetraciclinas

la Speudomona sp. , Sticptococcus faccalis. , Enterobacter aerugenes.  Shigella sp. Y muchas cepas

de Staphylococcus sp.

También tiene accion sobre microorganistnos como la Clamydia psilaci y sobre mycoplasma [3].

3.2.4 RESISTENCIA A LAS YETRACHCLINAS

Los microorganismos que se hicieron resistentes a una tetrac:iclh_\a exhiben a menudo resistencia a las
otras formas de tetraciclina, Las bacterias sélo se hacen wsistentes despuds de la exposicion al farmraco.

La oxiletraciclina v Ia clorlelraciclina cuando se administran en sves producen residuos organicos
que permanecen por 15 a 30 dias después de su aplicacion parenteral y cuando se aplican por via oral
se eliminan de 3 2 5 dias después |3].

Muchos microorganismos resistentes  exhiben reduccion de la acumulacion de tetraciclina como
resultado de: 1) La disminucion del Mujo del antibidtico; 2) adquisicion de una via de clitﬁinacién con
gasto de energia vy 3 ) tambicén puede ser cvidenle la disminncion del efecto de la letraci;lina sobre el

ribisoma | 3,14 ].

3.2.5 ABSORCION DE LAS TETRACICLINAS
Después de la administracion oral en aves las tetraciclinas se absorben en el eslémago y en parte del
intestino delgado, producen un nivel méximo en el plasmaen 2 a 4 horas v resislen en concentraciones

clevadas después de 5 a 6 horas de su adiministracion {11].
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La absorcién de las tetraciclinas por via oral se dificulta debido a la presencia de iones calcio,
magnesio, hierro y aluminio con los que forma quelatos que no son absorbibles, por lo cual en las aves se
recotnienda disminuir los niveles de calcio o utilizar compuestos petencislizadores de las tetraciclinas v
asi disminuir la formacion de quelalos y aumenta fa absorcion de estos antibidticos [3].

La inycccion intramuoscuiar es adecuada para la oxiletracicling y la tetraciclina, pero no para la .
clortetraciclina, que es irritante y se absorbe mal e irregularmente en el lugar de la inveccion para el
humano como para aves. La tetraciclina y Ia oxitetracicling adminisiradas por via intramuscular se
reconocen en el plasma alos 15 minutos, aleanzan el méximo en una hora. Mantienen en la sangre
niveles significativos unas doce horas y uego declinan a las 24 horas después de ta tnveccion (11}

La vida media de algunas tetraciclinas utilizadas en las aves es Ja siguiente: 1) Clorlctrﬁciclina 5.5
horas 2) Tetraciclina 8.5y 3 ) Oxitetraciclina 9.5 horas.

Todas las tetraciclinas se unen en grado variable a las proteinas plasindlicas, dicha unién es reversible,
con lo que obtiene una permanencia por mas tiempo en cl' .organismo. La oxitetraciclina sc une de 20%a

25%. 1 clortetraciclina en un 50% a 70% y 1a tetraciclina de 25% a 30 % a las proteinas plasmaticas [3]).

3.2.6 EXCRECION DE LAS TETRACICLINAS

Se excretan principalmentc a fravés det rifion y a través de 1as heces y en forma parcial por Ia bilis {3].

3.2.7 TOXICIDAD

Las tetraciclinas no producen ningiin problema de toxicidad importante en las aves |3},

3.3 NIVELES PERMITIDOS DE TETRACICLINAS EN HUEVOS, GRASAS Y TEHDOS

ANFMALES

El gobierno de Jos Estados Unidos establece los limites de concentracion para cstas sustancias, las

cuales son: cero para huevos, 0.1 a 0.4 ppm en grasas, tejidos y aves [15]. En Canada se aceptan S



8

Las ventajas que ofrcce este método por la clase de equipo que usa s que los andlisis son precisos, el
el tiempo en que se analiza cada muestra es de aproximadamente de una hora y la sensibilidad es hasta

de 10 ppben leche [9].  Ver aneso No. 13,2, para descripcion de cromatografia por HPLC
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6. HIPOTESIS

Los huevos de gallina que provienen de una grinja avicola en Guatemala no contienen residuos de

de tetraciclinas.
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- Filtro de Membrana ( 0.2 um, 135 mm})

7.43 REACTIVOS
Tetracickina bése
Metanol { Merck )
Acido perclérico ( HCI4 0) 0. t M. (Merck}
Celite 545 ( Merck)
Acido Clorhidrico ( HC1) 1 N. (Merck)
Amberlita XAD-2 . ( Sigma)
Actdo Betamercaptopropionico. {(Merck)
Acetonitrilo. (Merck)
Acido Fosforico 0.02 M. (Merck)
7.4.4 CRISTALERIA
Beakers de 500 mL
Erlenmeyer de 200 mL
Tubos de ensayo
Agitadores de Vidrio

Embudo de Vidrio

7.5. METODOLOGIA
1.5.1, DISENO DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion, fu¢ un estudio explorativo en el que se buscd  establecer la presencia de
residuos de tetraciclinas en hucvos de pgallina, se utilizé una poblacién de n = 96 EN UN PLAN
PILOTO y NO SE HIZO COMPARACION FNTRE POBLACIONES.

Sc valido el método, estableciendose sus valores de lincaridad, exactitud, limite de detecci()ny‘limite
de cuantificacién {19]. Para realizar los cilculos estadisticos en Ia validacion del método se utilizo un

un programa de hoja electrénica QUATTRO-IRQ version 5, en un pracesador 386/ $X 40 MHZ; 1993.




14

7.5.2. SELECCION Y COLECTA DE LA MUESTRA

Las muestras fueron obtenidas de una granja avicola de Guatemala productora de huevos de gallina.
El muestreo fue sistematico de la signientc manera: Se escogieron 96 huevos de un lote en forma alactoria
de tos canales con banda sin fin que transporta los hucvos antes de almacenarlos. se tomo un huevo y se
dejaron pasar. 47, lucgo s¢ tomo otro huevo y se dejo pasar otros 47 huevos. - Se hizo de esta manera hasta
completar los 96 huevos que corresponden a la poblacion. Estos huevos fircron transportados en carlones
para huevos a temperatura ambiente, debidamente nunerados conforme a su boleta de recoleccion (-ancxo
No. 13.4}).

Previo a su almacenaje cada muestra s¢ hemogenizé y se guardé cn bolsas de polietileno con cierre
hermédtico, siendb estas también numeradas con el niimero correspondicnte a cada huevo.  Luego ﬁxcroﬁ
almacenadas a -8°C . Del lugar de almacemanicnto se trasladaron congeladas al laboratorio para

proceder a su analisis.

1.5.3. TECNICAS DE OBSERVACION
Se utitizé Cromatografia Liquida de Alta Resolucion ( HPLC ) para detectar los residuos de

tetraciclina y oxitetraciclina presentes, signiendo el método que se descrite a continuacién.

7.6. PROCEDIMIENTO
El método para la identificacion y cuantificacion de residuos de tetraciclinas incluye el procesamiento
de 1a muestra mediante una extraccion v una filtracidn a través de una de una resina ( amberlita XAD-2). -

adsorbente polimérico no ionico. y la posterior cuantificacion por HPL.C [20].

*7.6.1 SOLUCIONES PATRON
Sc prepararon soluciones madre de tetraciclina en metanot ( 1 mg/mL ). Estas son estables por un
mes al ser almacenadas a - 25° C . A pastir de estas se prepararon soluciones stock diluidas en metanol
( 100 ug/mL ), inmediatamente antes de su vso. ‘Las soluciones de trabajo. con concentraciones de 0.064
a 1.6ug/ml, se preparafon mediante dilucién de Ias soluciones stock con la cantidad apropiada de écido

perclorico ( HCIO4 ) 0.1 M. Estas se utilizaron en fresco y fueron prolegidas de ia luz solar directa y de

— . _ . - oy e
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y de la luz artificial durante todo el andlisis [92].

7.6.2. PREPARACION DE MUESTRAS ENRIQUECIDAS CON TETRACICLINAS

Sc usaron huevos provemicntes de gallinas a las cnales no se les adininistrd ningiin .‘antihiélico
( huevos de gallina de patio ). con el fin de validar el método. Se pesaron 40 gramos de homogenizado
de huevo de patio un beaker previamente farado, con jeringas de 10 y 25 uL se enriguccicron con
antibioticos de las soluciones stock descritas eu el inciso 7.6.1, para alcanzar concentraciones finales de

0.2 a 1.00 ppin de cada una de las tetraciclinas. Las muestras sc hicieron en duplicado y fueron tratadas

de 1a manera descrita en tos incisos 7.6.3 y 7.6.4

7.6.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PREVIO A SU ANALIS.IS EN HFLC

Se pesaron 40 g de muestra que previemente labia sido homogenizada, en un beaker tarado: se le
se le afiadid 100mL de HC1 .l N, se homogenizé por 5 minutos, se centrifugd a 3000 rpm  por [&]
minutos ¥ ¢l sobrenadante se {iliré a travcs de vna celumna de vidrio( 15 mm X 15 cin) previatente
empacada con 5 g de celite 545. Al centrifugado sele repitié el proceso anterior y ambos filirados se
hicicron pasar por una columnna de ( 10 mm X 25 cin') previamente empacada con Amberlita XAD-2
activada ( anexo 13.3). La columna (ué lavada con 200 miL de agua destilada, seguidamente se eluyd
c.on 50 ml de metanol,
Estos 50 b de eluido metandlico se colectaron en un frasco obscuro y se les agrego 1 mbL de solncion
metanclica al 5 % de Acido B- mercapto-propionico; esta finalmente fie la solucion de prucka. Por
fltimo. Ja solucidn de prucba sc filtrd a través de un filtro de membrana ( 0.2um) v fue analizada por
HPLC.

Las soluciones patrén v muestras enriquecidas fueron protegidos de Ia juz solar v artificial durante

todo el proceso del anitisis.

A COUTITTTTHTL
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7.6.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Los filtrados de las solucicues prueba s¢ analizaron por edio de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). El analisis se lleva a cabo con las condiciones cromatograficas indicadas en la tabla
No. 1. Tanto las muestras enriquecidas, asi como los estandares fucron inyectados al sistema de HPLC

con una jeringa de 250 ul. de volumen.

TABLA Ne. 1

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA EL ANALISIS DE TETBACICL]NAS

Columna Acero Inoxidable, 250 x 4 mmn DI Lichrogart, ll\flerck

Fase Estacionaria Lichrospher .100, 5uRP-18 |

Fase Movil Acetonatril / acido fosforico 0.02 M, pH 3. ( 24/76, viv)
elucion isocrética.

Temperatura Ambiente (23 -28°C)

Volumen de Inyeccion 200 ul..

Flujo 1.2uL

Deteccion UV (335)

Volumcn de Celda 12 ul.

7.1. VALIPACION DEL METODO

La validacion del método se realizé de la siguiente manera:

f——_ i~ AT
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7.7..1. VALIDACION DE CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Para ta validacion de Ias condiciones crdm:nogréﬁcus descritas en 1a tabia No. 1, se inyectaron en el
equipo de HPLC, en forma separada o en mev:zla, soluciones patrén de oxiletraciclina y dc tetraciclina-
HClen concentraciones de 0 a 1.6 ppm. Posteriormente se inyectaron los estractos obtenidos de siete
muestras enriquecidas con ambos anli.bic’)licos. cada uno en concentraciones finales entre 0.02 y 1.0 ppm.
En todos los casos s¢ hicieron mds de tres inyecciones -para cada rmuestra . pués se buscaban las
condicioncs de andlisis cromatografico para una bucna scparacion de la oxitetracictina y 1a tetraciclina-
HCL

Para la validacion del método conjunto extraccion- analisis por HPLC para lﬁ determinacion y
cuantificacién de residuos de Teiraciclina en huevo, se realizaron los andlisis v sc determonaron los

parimelros gue & conlinuacion s¢ exponei:

7.7.2. LINEARIDAD

Para determinar 1a lincaridad dzl método v andlisis cromatografico se prepam.ron diez soluciones
patrén con cada uno de los antibiéticos en concentraciones de 0.02 a 1.60 ppm. Para detecminar la
linearidad del método conjunto extraccion- HPLC. se prepararon siete muestras de huevo enriquecida con
ambos aibidticos cada uno cn concentraciones de 0.2 a 1.00 ppwn. Las soluciones patron s inyectaron
sin tralamiento previo, mientras que las muestras enriquecidas sc anal:zaron con HPLC luego de ser
procesadas.

Los resultados sc graficaron. v se ploted la concentracion (efex ) vrs fa absorcion de fa luz UV
expresada como drea debajo del pico (cjey). Con estos resultados se obtuvicron las ecuaciones de
regresion para ambos antibitticos, tanto de soluciones patrdn como de las muestras enriquecidas, Se
calculé tambien el cocficiente de correlacion (r), mediante el programa de hoja clectrénica QUATTRO-

PRO version 5, con un procesador 386/8X.
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7.7.3. EXACTITUD
Se prepararon 7 mucstras de huevo enriguecidas con oxitetraciclina y tetraciclina- HCL  con
concentracion de ( 0.02 a 1.00 ppm ). se procesaron y analizaron con los procedimientos ya descritos en el
inciso 76.2. Con los resultados sc traz6 una grafica con los valores de concentracién conocida de
ambos antibidticos en el gje de las x, y en elejodelas v 1a concentracidn detectada de cada uno de lo.s

analitos. Elvalor de la pendientc H multiplicado por 100 es cl porcentaje dc tecuperacion.

7.7.4. LIMITE DE PETECCION

Se calculd la concentracion teorica que {endria un cromatograma Guya sefial de absor_cién de vz UV
( expresada como altura ) sea igual a3 veces mayor que ta sefial del micﬁ ( razén sefial-ruido = 3: 1)
Esta concentracion constituy6 el limite de deleccion para ambos antibidticos. en Ias soluciones estandar

como en las muestras enriquecidas,

7.7.5. LIMITE DE CUANTIFICACION
Par la extrapolacion de Ia griafica concentracién vrs absorbancia de luz UV. Para esta grifica se
utilizaron los resultados vbtenidos al analizar muestras enriquecidas con concentraciones de tetraciclina

en ¢l rango 0.02 a 1.00 ppin.

EBE==
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——
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KESULTADOS
8. 1. VALIDACION DEL METODO

8. 1. 1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Los analisis de estandares de OTC ¥ TC- HC! dicron como resultado cromatogramas como los que se
observan en la grafica No.1.  Con las cendiciones descritas en cl tabla To. 1, sc logré separar los dos
antibidticos, los cuales mostraron un tiempo de retencion (RT) de 168 = 062 para OTC y de 5,124
0.58 para TC-HCL . (x £ o 107 14). Elanalisis de muoestras de hueve enriguecidas con mnbos analitos

generaron cromalogramas similares, con RT de 4.34:£0.3 para OTC yde 5.32+0.5 para TC-HCL

{x*ac ;n=10)
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huevo de patio sin curiquecer ( OTC yTC-HCI 0 ppm) y D) disolvente ( HC1 1 N). Condiciones
cromatogrificas descritas en maleriales y métodos tabla No. 1.
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8.1.2. LINEARIDAD

Los analisis de las soluciones patron de OFC v TC-HCI, en concentraciones que van de 002 a 1.6
ppm, asi como el e las muestras de huevo enriquecidas con ambos analitos ( 0.02a 1.0 ppm ) dieron .

como resultado graficas que generan lneas rectas con r = 0.98 ambos casos, Ias cuales se obscrvan en la

grafica No. 2. Las ecvacioncs de regresion lincal se observan en la tabla No. 2

TABLA No. 2

LINEARIDAD DEL METODO DE ANALISIS DE TETRACICLINAS FOR HPLC, ¥ DEL AMETODO
CONJUNTO DE EXTRACCION - ANALISIS DE 1IPL.C

Compuesto/ Ecuacidn de Regresion Coeficiente de Correlacion -
Muestra '
Patron de OTC y =2687178x - 20114 0.99
Patrén de TC-HCl y= 2717075% - 201715 0.9%
Muestra eariquecida con OTC y= 172873x - 3758 0.98
Muestra enriquecida con TCJICT  y= 96560x - 2972 - 98
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8.1.3. EXACTITUD

El porcentaje de recuperacion de las muestras de huevo enriquecidas con concentraciones de 0.02 a
1.00 ppm de OTCy de TC-HCl puede observarse en I tabla No. 3, donde b = 0.355 para la OTC. con
un porcentaje de recuperacion de 35.5. y para la ‘TC-CI b =0.328 con porcentaje de recuperacion de

12.8 ( grafica No.3 ). El r para ambos anali‘os es de 0.99,

TABLA No3

PORCENTAIJE DE RECUPERACION DE OTC Y TC-HCI EN LA EXTRACCION DE MUESTRAS
DE HUEVQO ENRIQUECIDAS CON AMBOS ANTIBIOTICOS

CANTIDAD AGREGADA  CANTIDAD DETECTADA PORCENTAJE DE RECUPERACION

" (ppm) (ppmr)

OTC TC-HCL o7C TC-HCI
0.02 0.0075 3I75% e
0.02 ' 0.0071 0.6065 - 15,59 1.5 %
0.05 0.0210 £ U —
0,10 0.0350) 0.321 15,0 % 121 %
0.20 0.0642 0 e 32.1 %
0.50 0.1961 01545 392 % 30.9 %
0.50 VN 17— LRI S—
1.00 0.3499 0.3256 34.9 Y 32,36%
1.00 0.3569 0.3296 35.6 % 32.96 %

X = 36.862 X =32.1867

3.D.= 2.558 5.D.= 0.632

C.V.= 694 Cv.= 1962

X= Media, 8.D. = Desviacion Estandar, C.V. = Coeficiente de Variacién
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Grafica No .3 A) Porcentaje de recuperacién de OTC en muestra de huvevo enriquecida con
concentraciones de 0.02 a 1.00 ppm de OTC ( r = 0.99, pendiente = 0355 ) B) Porcentaje de

recuperacion de TC-HCI en muestra de huevo enriquecida con concentraciones de 0.02 a 1.00 ppm de TC-
HCI. ( v = 0.99. pendiente = 0.328 ). '
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8.1.4. LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIF_!CACION

La menor cantidad de cada wno de los analitos agregada a las muestras de huevo de patio libres de
antibidticos fue de 0.02 y 0.05 ppm. Las concentraciones de 0.02 ppm fueron deleciables PETO 1O
cuantificables con exactitud, debido a que por ¢l tamafio y Ia forma del pico se prescnl'a.ron problemas de
integracion, lo qué no permitié conocer con exactitud el area de los picos generados por esas cantidades.

Los limites de deteccion calculados para una razon sefial/ruido de 2:1 son de 0.0075 ppm para OTC
y de 0.074 ppmn para TC-HCl para ¢l analisis a partir de soluciones patrén y de 0.027 ppm para OTC v
0.031 pptn para TC-HCl para ¢l anilisis de los extractos obtenidos de as muestras de huevo de patio

enriguecidas. Lo anlerior pucde observarse con mayor detalie cn la tabla No. 4

TAELA No. 4

CALCULO DE LOS LIMITES DE DETECCION PARA OTCY TC-HCL
( SENAL DE RUIDO DE 3:1)

COMPUESTO/ ECUACION LINEAL LIMITES DE DETECCION
MUESTRA " : -

Solucion patrén de OTC ' y = 2687178 - 20114 ' ~0.0075 ppm
Solucién patron dc TC-HCI y = 2717075x- 2047075 00740 ppra
Extracto de muestra y = 05048y - 2479 0.0270 pinm

enriquecida con OTC

Extracto de muestra v = M560x - 2976 0.0310 ppm
enriquecida con TC-HCI

— S s . S R ——
e r—— R T T INITE
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8.2, ANALISIS DE MUESTRAS

En tres muestras de las 96 se detecté antibiotico y se detallan en la tabla No. 5. - Sus cromalogramas
presentan picos con RT = 5.10 para Ja muestrn No.6 y con RT = 5.12 para 1a muesira No. 15. Estos RT
son comparables a los encontrados en las muestras de huevo enriquecidas con TC-HCI con
conceniraciones de 0.2 ppm. También la muestea No. 17 bresgnla un RT = 3,76 que es compnrablé al

obtenido en la muestra de hoevo enriquecida con OFC, RT = 3.78.

TABLANo.S

MUESTRAS EN LAS QUE SE DETECTO TC-HCl Y OTC EN EL ANALISIS
DE HPLC o o
Muestra No.. Antibidtico Detectado -~ Area Alura RT
6 Tetraciclina- HC1 6203 234 500
15 Tetracicling- HCY 6290, . 229 512
{7 Oxitetraciclina 7533 333 376

———— O ol
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DISCUSION PE RESULTADOS

Para la determinacién de residuos dé tetraciclina en esta investigacion se adaptilron dos métodos
deséritos previamente: El de Onji; et al [20 ] v el de Fletouris: et al [9]. Para la cxtfac;cién det antibidtico
se empleo el método de Onji ot al, desarrollado para medir residuos de tetraciclina en carne y pescado pof
medic de cromatografia liquitlé. En csie método se cxtraén los residuos de tetraciclinas por
homicgenizado de 20g de muestra, con 150 ml. de HCI IN. Después de su centrifngacion, el sobrenadante
se filtra a través de una columna de celile 545, El filtrado se aplica a una columna de Amberlita XAD-2,
y csla se eluyé con 100 mL dc etanol. Finalmente la solucion-mctandlica se concémra hasta nn Qolumen
dé 2ml. Al emplear cstc mdtodo se le hicizron modiﬁcaciones en algnnos aspectos para adaptarlo al
andlisis de los hucvos, una de ellas fuc aumentar el peso de la muesira a1 40 g con el fin de obtener una
mayor cantidad de residuos, en cl caso de eslar estos presc.nles'. También se medificé a 50 mL cl volumen
de melanol para eluir 1a columna de Amberlita, porque se observé que los picos de los cronmtdgr;’nmas
no tenian variacion en su forma y estos resultaban mayores, No se levo a cabo la concentracién del
eluido metandlico, puesto que en prucbas piloto v con tos recursos disponibles, ésta resultaba demasindo
protongada ( > de 5 hqms ). lo que puede causar pérdidas de los residuos. Las cﬁndiciones cromatograficas -
fucton seleccionados del método de Fletouris et al, .qu'e describe el zrﬁ:i!isis dé trazas de TC vy OTC en
leche por HPLC. Se modificé el volunmen de inyeccion de la muestra aumentandose de 20 a 200 ul para
obtcner picos mas grandes,

Para la OTC , el porcentaje de recuperacion del métodoe conjunto cxuacci‘c'm-HPLC fué de34.5%v
para la TC-HCl de 32.8%. A pesar de que esle es un porcemaje bajo, el coeficiente de \_'ariacién no
cxcedié el 6.9% y ¢l 1.9% par OTC y TC- HCI, respectivamente.  Los bajos porcentajes de recuperacion
pueden deberse a pérdidas duraite €l proceso de extraccion, retencion por la columna de Amberlita
XAD-2 v degradacién de los residuos a pH mznor de 2 122},

La Oxitetraciclina en medio Acido. wetaboliza a apoterramicina segin el proceso descrito por Sporns

et al |24} Las mucstras al scr extraidas con HCE 1 N, pudicron haber sufrido pérdida en s potencia o

bl
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descomponerse a- otros metabollilés como el mencionado anteriormente, por lo que ya no fueron
;lelectadas cromatograficamante con el mételo validado. La TC-HCL vy Ia OTC se descompomen a
temperaturas superiores a los 180° C y se chbscurecen con la exposiczién de la luz solar fuerte o a
{emperaturas de 90° C en una atmosfera lmmeda [22], ¥ no muestrzn ningdn cambio aunque sealn
expuestas por 4 dias concecutivos a 100 ° C {23,

El limite de deteccion del mélodo desarrollado es menor (mayor sensibilidad ) que los métodos
microbiologicos descritos prcviamcnle. L.a sensibilidad de un método microbiolégico para Ia OTC en
en albfimina de huevo es de 0.07 ppm ¥y de 0.20 ppm cn la yema. Para fa TC-HC! en albimina de huevo es
de 0.07 y de 0.15 ppm cn Ia yema, mientras que en el método de HPLC descrito en este trabzijo presento
limites .de deteccion de 0.027 y 0031 ppm, para OTC y TC-HCI, respectivamente. para huevos

homogenizados [ 7,8 .

En tres de las 96 mucstras analizadas fue detectada oxiletraciclina y (eimacicling-HCL No se reporta ka
concentracion en que se encuclran por las siguienles razones !
Primeto, 1as ‘muestras desconocidas de No. 6 v 15 muestran picos con RT= a 5.10 y 5.12 respectivamente,
los que aparentemente corresponden al pice oblenido para tetraciclina-HCL  lucgo de la extraccion
y del analisis cromatogrifico de la muestra de huevo enrignecida con 0.2 ppm de tetraciclina-HCl . la cual
presentd un RT=5.14. La mngcsira desconocida No. 17 muestra un pico con RT = 3.76 que
aparcntemenie es correspondiente a la OTC.
Aungue sc obtuvieron datos de arca en los cromatogrmnas de las tres muesiras que detectaron anibos
antibidticos, no se reporta ninguna concent racion del antibidtico presente, puesto que cstas dreas estan por

debajo del limite de cuantificacion de OTC y TC-HCI, 0.05 ppm, para cada una de las tetraciclinas.

La consecnencia de la ingesta de huevos con residuos de fetraciclina es la formacién de cepas
resisientes al antibidtice, los microorganismos gque se hicicron resisientes a una tetracicling exhiben a
menudo resistencia a las otras | 14]. La distritucién de las tetraciclinas es mayor que Ia del agua corporal.

Se unen a las proteinas plasmaticas en vn grado variable. Pueden estar presentes en la sangre durante

— . E— ST TR



largo tiempo después de su suspension [14].

Si hay ingesta de hucvos con residuos de tef raciclinas y estos son expuestos a temperaturas aproximadas
a los 100°C por un periodo de tiempo de 1 a 10 minutos, estos antibidticos no son descompuestos por lo
gjue su polencia no muesira una variacion significativa. Las dosis usvales de tetraciclina en un adulto son
de 1000 2 2000 mg { 1 a 2 g) diarios para los adultos y para nifios mayores de 8 aifos deben recibir 252
50 mg/kg/dia en 2 a 4 dosis divididas. Siuna persona come de 1 a 2 huevos diarios y el peso de cada
fevo oscila entre 35 a 65 g significa que la persona podria estar ingeriendo entre 0.7 a 6.5 ug (7 x 10-4
-65x10-3mg), es una cantidad poco muy poco significativa.
En Guatemala no se ha cstabiécido ningin parametro especifico para Ia tetraciclina residual presente
en huevos de gallina. Tampoco se encontraroa sulicientes estudios para determinar un limite permitido

de estos antibidticos en tos huevos de gallina provenientes de granjas avicolas.

————r - TN |
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10. CONCLUSIONES

1. Se detectd la presencia de residues de oxitetraciclina, en 1.04% de los 96 huevos de gallina
analizados, y de tetraciclina en 2.1% de los 96 huevos de gallina analizados, en concentraciones de

0.02 2 0.05 ppm

.2, Se planted un método alterno para el andlisis de residuos de tetraciclinas en huevos de gallina por
medio de extraccion con HCl 1 N. cromatografia con Ambetlita XAD-2 v de cromatografia liquida de

alta resolucion ( HPLC ), el cual es confiable y valido para este andlisis.

3. En la validacion del método desarrollado para el anilisis de residuos de tetraciclinas, en huevos de
gallina, se obtuvieron valores aceptables de lincaridad, exactitud, limite de deteccién v limite de

cuantificacion .
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11. RECOMENDACIONES

1. Que se realicen estudios para establecer un limite permitido de tetraciclinas en huevos de gallina, ya

que actualmente en Guatemala no se reporian estos datos .

2. Que el gobierno establezca un control de calidad periddico en los alimentos, como ¢l huevo de gallina,
donde se incluya la deteccion de tetvaciclinas v de otros madicamentos que son wtilizados

o

frecuentemente con fines terapedticos y como promotores del crecimiento en animales.

3. Que las organizaciones gubernamentales correspondientes ejerzan un estricto control sobre el uso de

medicamenios en animmales, asi como de 1z venta de los mismos.

ey
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13, ANEXOS

13.1 DOSIS PARA AVES Y VIAS DF. ADMINISTRACION

La administracion oral se da en el alimento en una dosis de 100 a 400 ppm durante
5 a 10 dias. También en el agua de bebida con dosis de 100 a 200 ppm durante 5a 10
dias, para ambos casos debera tenerse precaucion con el contenido de calcio eﬁ la dieta.

La inyeccion puede ser intramuscular o subcutanea con dosis de 50 a 100 mg/kg de

p.v. [3]

13.2 DESCR!PCION DE LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTQ
RENDIMIENTO ( HPFLC).

Esta cromatografia no esta limitada por la volatilidad o estabilidad térmica de Ia
mﬁestra. El HPLC es capaz de separar macromoléculas y especies ionicas, productos
naturales labiles, materiales poliméricos una variedad de otros grupos polifuncionales de
alto peso molecular. Con una fese mévil liquida interactiva, otro pardmetro es disponible
para la selectividad, en adicion a una fase estacionaria activa,

EIHPLC ofrece una mayor variedad de fases estacionarias lo que permite una mayor
gama de interacciones selectivas y mas posibilidades para la separacion. La recuperacion
de la muestra es facil. Las fracciones separadas se colectan en un recipiente al final de

la columna y usualmente es cuantitativo excepto en la absorcién irreversible en la columna

[25].
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13.2.1 COMPONENTES DEL EQUIPO PARA LA CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Contiene L;no o mas reservorios de vidrio o acero inoxidable con capacidad para uno o
mas litros de disolvente. Esto para estraer gases disueltos como oxigeno y nitrogeno que
interfiere en la formacién de burbujas en la couhmna y en el sistema de deteccion, esto
causa ensanchamiento de las bandas e interfiere en el funcionamiento del detector.
Consiste en un sistema de bomba de vacio, un sistema de destilacion o un dispositivo
para calentar y agitar el disolvente,

Las bombas tienea salidas de por lo menos 70 kg/cm2 vy preferiblemerﬁe de 280 a
420 kg/cm2 con velocidad de flujoo de por lo menos 3 mL / min que debe de mantenerse
constante dentro del 2% mas o menos.

Las precolumnas contienen un empaque quimicamente igual al de 1a columna analitica.
El tamafio de la particula es mucho mayor y su finalidad es retirar las impurezas del
disolvente para evitar la contaminacién de la columna analitica. También satura la fase
movil con el liquido que conforma la fase estacionaria, que evita la eliminacion de la fase
estacionatia del empaque de la columna analitica.

Para el sistema de inyeccion de muestra en {a cromatopgrafia liquida de alta resolucion
se utilizan a menudo valvulas giratorias. La muestra se coloca en la valvula por medio de
una jeringa y un tabique obturador de silicona, neopreno o teflon. También se puede
colocar la muestra detentendo momentaneaménte el flujo a través de la columna, enla
parte superior de ella.

Las columnas se fabrican con tubos de vidrio de pared gruesa o acero inoxidable de

calibre muy preciso. Tiene una longitud tipica de 15 a 150 ¢m, con un didmetro interno
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de 2 a 3 mm vy las mas largas poseen hasta un metro o mas. El empaque mas comun es
el gel de silice finamente dividido. En algunas ocaciones se utiliza alimina y celite con un
tamafio uniforme de particulade 5 a 10 um. También hay unas particuias llamadas
peliculares que consisten en pequefias esferitas de vidrio con diametro de 40 um,
cubiertas con una capa de 1 a 2 um de material poroso como gel de silice, alimina o
resina de intercambio 16nico.

La temperatura en la cromatografia liquida de alta resolucion es en la mayoria de los
casos ambiental y sin termostatizacion.

El detector para la cromatografia liquida de alta resolucion es adaptado y entre los mas
comunes son los qué se basan en la absorcion de la radiacion ultravidleta y visible. El que

se usard en esta investigacién es ultravioleta de tipo selectivo.
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13.3 ACTIVACION DE LA AMBERLITA XAD-2

La Amberlita XAD-2 es un adsorbente polimérico no ionico.  Se coloca
aproximadamente100 mL de amberlita en un beaker de 300 mL., se le agrega acetona hasta
200 mL, se mezcla con un agitador de vidrio y se deja reposar por varios minutos. Se
decanta la acetona y se le agrega metanol asta 200 mL, s mezcla con el agitador de
vidrio, se deja reposar por varios minutos, se decanta el metanol y se afiade agua destiladﬁ
hasta 200 mL. Se mezcla con el agitador de vidrio, se deja reposar por varios minutos y se
decanta el agua. De esta manera queda activada, se le afade metanol para mantenerla

humeda, activada y lista para ser usada.
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13.4. FICHA DE RECOLECCION DE MUESTRAS

TESIS
DEYERMINACION DE RESIDUQOS DE TETRACICLINA EN HUEV(OS

DE GALLINA POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA RESOLUCION ( HPLC)

DATOS

Nimero de Lote:

Nuamero de Muestra:

Fecha:

Lugar:

Hora:
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13.5. VALIDACION DEL METODO

Es un proceso por el cuat estudios dz laboratorio establecen que las caracteristicas de
ejecucion del método, que se xpresan en términos de parametros analiticos, cumplen los .
requisitos para las aplicaciones analiticas propuestras. Entre estos parémelros e_Sté la
Linearidad y Rango, el Limite de deteccion, la Exactitud, el Limite de Cuantificacion,

la Precision y 1a Especificidad.

13.5.1. LINEARIDAD Y RANGO

Definicion: La linearidad de un método analitico es la habilidad de producir resultados
de pruebas que son directamente, o que son propnrcionales a la concentracion de analito
en muestra dentro de u rango dado. Generalmente se expresa en términos de la varianza
alrededor de la pendierﬁe de la linea de regresion, - calculada de acuerdo a una relacion
mateméatica establecida de los resultados de las pruebas obtenidos del analisis de las

nuestras con concetraciones variables del analito.

Definicion: El rango de un método analitico es el intervalo entre los niveles mas altos
y mas bajos del analito ( incluyendo esos niveles ) que ha sido demostrado que pucd.en
ser determinados con precisifm, exactitud y linearidad, usando el método segun fue
escrito. El rango se expresa normalinente en las mismas unidades que los resuitados de

prueba ( porcentaje, partes por millon ) obtenidos por el métado analitico.

Determinacion: La linearidad de un método analitico se determina por el tratamiento
matamatico de los resuitados de las pruebas obtenidos por el analisis de muestras con
concentraciones del analito que cruzan el rango atruibuido al método. Es el calculo de

una linea de regresion por el método de minimos cuadrados de los resultados de las
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pruebas versus las concentracionss del analito. La pendiente de la linea de regresion y su
varianza proveen una medida matematiza de linearidad.

El rango del método se valida verificando que el método analitico de una precision,
exactitud y linearidad aceptables cuando se aplica a muestras que contienen analito a los

extremos del rango, asi como dentro del rango.

13.5.2. LIMITE DE DETECCION

Definicion: Es un parametro del limite de los ensayos. Eé ia menof concentracion del
analito de una muestra que puede ser detectado, pero nc necesariamente cua.ntiﬁcado, |
bajo ciertas condiciones experimetales dadas. Usualmente se expresa como la

concentracion del analito ( en partes por millén, porcentaje ) en la muestra.

Determinacion: De un método analitico varia dependiendo si es un procedimiento
instrumental o no instrumental. Algunos investigadores determinan la razén de sefial de
ruido coﬁlparando los resuliados de las pruebas de las muestras con concentraciories
conocidas del analito con las muestras blanco y establecen un nivel minimo al cual el
analito puede ser detectado. Se acepta una razdon de seital de ridode2: 1 o 3:1.

En métodos no instrumentales, este limite por lo general 52 determina analizando las
muestras con concentraciones conocidas del analito, y estableciendo el minimo nivel

al cual el analito puede ser detectado.

13.5.3. EXACTITUD

Definicion: La exactitud de un método analitico es la proximidad de los resultados

obtenidos por el método a los valotes reales. La exactitud casi siempre cs expresada
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como el porcentaje de recuperacion del ensayo cantidades conocidas del analito que

fueron afiadidas. La exactitud es una medida de la certeza del método analitico.

Determinacion : Puede ser determinada al aplicar ese método a mezclas de excipientes
a las que han sido afiadidas cantidades conocidas del analito, tanto arriba como abajo de
los niveles normales esperados en las muestras. La exactitud se calcula de los resultados

de las pruebas como el porcentaje de analito recuperado del ensayo.

13.5.4. LIMITE DE. CUANTIFICACION

Definicion : Es la menor concentracion de analito en una muestra que puede ser
determinada con aceptable precision y exactitud bajo condictones experimenfales dadas
El limite de cuantificacion se expresa cbmo la concentracién de analito ( porcentaje, ;5anes

por milion ) en la muestra,

Determinacion: Varia dependiendo si el método es experimental o no instrumental.
Para procedimientos intrumentales se mide la magnitud de Ia respuesta analitica del 1ltimo
término, analizando un nimero de muestras blanco y calculando la desviacion estandar -
de esta respuesta. L.a desviacion estandar multiplicada por un factor, usuaimente 10,
da un estimado limite de cuantificacién. Este limite subsecuentemente se valida por medio
del analisis de un determinado numero de muestras conocidas cercanas o preparadas en el
limite de cuantificacion.

Para métodos no instrumentales, el limite de cuantificacion se determina generalmente
por ¢l analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito, estableciendo un

nivel minimo al cual el analito puede ser detectado con presicion y exactitud aceptables.
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