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RESUMEN

Para la determinacion de la presencia de residuos de oxitetraciclina, tetraciclina, demeclociclina, clortetraciclina y doxi-
ciclina en muestras de leche adquiridas en el mercado del area metropolitana, por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion en Fase Reversa con Deteccion Ultravioleta, se utilizdé el método analitico publicado por el Journal AOAC
(1995) y se valid6 para las condiciones de trabajo en el laboratorio, tomando en consideracién los parametros fijados
por el Codex Alimetarius. Se emple6 la columna cromatografica PLRP-S. Se obtuvo linealidad en el rango de concentra-
ciones estudiado con coeficientes de correlacion >0,99. Los porcentajes de recuperacion obtenidos en la leche anali-
zada a la cual se le anadieron las tetraciclinas, tomando como muestra blanco aquella leche que proporcioné resultados
negativos, fueron: oxitetraciclina 71,44% - 84,13%, DER promedio 5,77%; tetraciclina 65,36% - 89,77%, DER promedio
9,89%; demeclociclina 70,99% - 90,38%, DER promedio 8,76%:; clortetraciclina 65,61% - 85,24%, DER promedio
6,53% y doxiciclina 64,56% - 84,49%, DER promedio 7,40%. Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos para
cada una de las cinco tetraciclinas fueron los adecuados para detectar las cantidades aceptadas de estos antibioticos en
leche (LMR 100 pg/L). Las muestras de leche analizadas no presentaron residuos de las tetraciclinas objeto de estudio.
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ABSTRACT

Residues of oxytetracycline, tetracycline, demeclocycline, chlortetracycline and doxycycline in samples of milk acqui-
red in the market of the Metropolitan Area were assessed by a method published by the Journal AOAC by reverse phase
High Performance Liquid Chromatography with ultraviolet detection and previously validated for working conditions in
the laboratory. Parameters set by Codex Alimentarius were considered. It was used the chromatographic column PLRP-
S. Linearity was obtained in the concentration range studied with a coefficients correlation > 0,99. Recovery rates obtai-
ned in the milk analyzed in which the tetracyclines were added, taking as blank sample that milk that provided negati-
ve results, were: oxytetracycline 71,44% - 84,13%, average RSD 5,77%; tetracycline 65,36% - 89,77%, average RSD
9,89%; demeclocycline 70,99% - 90,38%, average RSD 8,76%; chlortetracycline 65,61% - 85,24%, average RSD 6,53%
and doxycycline 64,56% - 84,49%, average RSD 7,40%. The limits of detection and quantification obtained for each of
five tetracycline’s were adequate to detect the quantities accepted of these antibiotics in milk (MRL 100 pg/L). The milk
samples analyzed in this study showed no residues of tetracyclines object of study.

Key words: Oxytetracycline, tetracycline, demeclocycline, chlortetracycline, doxycycline, milk, HPLC.
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Introduccion

La leche es un producto alimenticio de origen ani-
mal imprescindible en la dieta de la mayoria de las
personas. La condicion sanitaria del rebano juega un
papel significativo en la produccion lechera junto a
otros aspectos como genética, alimentacion, ambien-
te y manejo. Sin embargdo, el aspecto sanitario es
fundamental y requiere de sistemas de produccion
que incluyan un programa de medicina preventiva
adecuada a la demanda nacional de la empresa ga-
nadera de modo de garantizar el estatus sanitario
deseable que prevenga y controle las enfermedades
del ganado lechero (Codex Alimentarius, 2000; Sin6-
poli, 2011).

Entre las enfermedades que afectan a las vacas
lecheras se encuentra la mastitis bovina. Esta es una
enfermedad infecciosa causada por mas de 137 es-
pecies bacterianas siendo Staphylococcus aureus'y
Streptococcus agalactiae los principales microorga-
nismos responsables de la misma (Gasque, 2008;
Rodriguez, 2003).

En el ganado lechero, las tetraciclinas se utilizan
para el tratamiento de la metritis y mastitis; éstos an-
tibiéticos son empleados debido a que la mayoria de
las bacterias causantes de dichas enfermedades pre-
sentan resistencia a otros antimicrobianos (Cancho y
col., 2000; Rodriguez, 2003, Barrera y col., 2012).

Las tetraciclinas constituyen un grupo de farma-
cos, unos naturales (extraidas de hongos del género
Actinomices) y otros semisintéticos, con actividad
frente a una gran diversidad de microorganismos.
Quimicamente estos compuestos estan formados
por la fusién de cuatro anillos bencénicos con diver-
sos sustituyentes (derivados analogos de la naftace-
nocarboxamida policiclica) (Figura 1).

N NcH),
Congéneres Sustitutos Posicion (es)
Clortetraciclina -Cl (7)
Oxitetraciclina -OH, -H (5)
Demeclociclina -OH, -H; -CI (6:7)
Metaciclina -OH, -H; =CH, (5:6)
Doxiciclina -OH, -H; -CH3, -H (5;6)
Minociclina -H, -H; -N(CH5), (6:7)

Figura 1. Férmula estructural de las tetraciclinas (Chambers, 2007).
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Si bien es cierto que la utilizacion de los antibi6-
ticos contintia siendo la forma mas efectiva para el
tratamiento de las diversas enfermedades bacteria-
nas causadas por microorganismos patégenos, éstos
y particularmente las tetraciclinas, pueden perma-
necer como residuos quimicos en los animales y los
productos derivados de los mismos, que pueden ser
téoxicos per se o causar reacciones alérgicas en los
pacientes mas sensibles; incluso mas importante
aun, los niveles bajos de las dosis de estos antibioti-
cos en los alimentos consumidos por largos periodos
de tiempo pueden conducir a problemas con respec-
to a la proliferacion de microorganismos resistentes
a dichos farmacos (Cinquina y col., 2003; Gémez y
col., 2012).

Hay que considerar que un residuo de cualquier
medicamento de uso veterinario, en general, es una
sustancia farmacolégicamente activa (ya sea un acti-
vo, excipiente o bien productos de degradacién y me-
tabolitos) que permanece en los productos alimen-
ticios obtenidos a partir de los animales a los que se
les ha administrado el medicamento (Cancho y col.,
2000; Codex Alimentarius, 2003; Gémez y col.,
2012). Asi, se ha reportado que las causas mas fre-
cuentes de residuos en leche son 64% por trata-
miento de mastitis, 24% por tratamiento de secado,
3% por higiene de la ubre, 1% por antiparasitarios,
1% por limpieza de equipo de ordeno y 11% por
otras enfermedades (Knappstein y col., 2004). Los
residuos de éstos antimicrobianos no son eliminados
por tratamientos térmicos como la pasteurizacion,
esterilizacion o ultrapasteurizacion (UHT) (Magarinos,
2000; Parray col., 2003, Roca, 2008; Noa-Lima y col.,
2009; Berruga y col., 2010; Barreray col., 2012).

El limite maximo para residuos de medicamentos
veterinarios (LMRMV) o también llamado limite ma-
ximo de residuos (LMR) se define como aquella con-
centracion de residuos resultante del uso de un me-
dicamento veterinario (expresada en mg/kg o pa/kg
sobre la base del peso fresco) que la Comision del
Codex Alimentarius recomienda que se permita le-
dgalmente o se reconozca como admisible dentro de
un alimento o en la superficie del mismo (Codex Ali-
mentarius 2003). El LMK se fija para cada especie
animal y para cada tejido (musculos, higado, rinones,
grasa, leche, miel y huevos).

Para garantizar que la concentracion residual de
los antibioticos no sea superior a su correspondiente
LMR, es necesario establecer un tiempo de espera.
En el caso particular de la leche, este tiempo de espe-
ra se define como el tiempo que transcurre entre la
ultima administracion y el momento que en la leche
se encuentran concentraciones iguales a los niveles
de tolerancia del medicamento veterinario empleado.
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Cada antibi6tico debe ir acompanado de un pros-
pecto en donde conste el valor del tiempo de espera
(Zurich y col., 1994; Ocampo, 1995; Sumano y col.,
1995; Cancho y col., 2000; McEwen y col., 2002;
Parra y col., 2003; Cerniglia y col., 2005; Quintana y
col., 2009; Carmona y col., 2010; Barrera y col.,
2012; Gémezy col., 2012).

En Venezuela, se asume como LMR para las tetra-
ciclinas en la leche, los establecidos por el Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) y el Comité del Codex sobre Residuos de Me-
dicamentos Veterinarios en los Alimentos (CCRVDF).
En su reunién 35 del ano 2012, se establecié como
LMR para las tetraciclinas en leche de vaca 100 pg/L.

Para la identificacion y cuantificacion de los resi-
duos de los medicamentos veterinarios en los ali-
mentos, en el caso especifico de las tetraciclinas, se
han empleado diversos métodos inmunologicos,
microbiolégicos y fisicoquimicos. Debido a que los
métodos inmunoldgicos y microbiologicos no pue-
den identificar con certeza todas las tetraciclinas, en
el Journal AOAC del ano 1996 se desarrollé un méto-
do analitico que permite separar, detectar y cuanti-
ficar la presencia de residuos de tetraciclinas en la
leche. En dicho método analitico, las tetraciclinas
son adsorbidas especificamente de los extractos de
la leche por medio de su quelacion a los iones cobre
unidos reversiblemente a la resina epoxi activada del
acido iminodiacético (Sepharose®). Las tetraciclinas
se eluyen con un buffer que contiene EDTA y poste-
riormente son analizadas por cromatografia liquida
de alta resolucién con deteccioén ultravioleta. Este
método analitico permite la separacién, detecciéon y
cuantificacién de residuos de varias tetraciclinas en
la leche de manera simultaneamente.

En el presente trabajo se propone revalidar dicho
método. Una revalidacion, se hace necesaria cuando
han sido previamente validados los métodos, pero se
deben volver a evaluar debido a las posibles variacio-
nes que se puedan presentar en aspectos como el
instrumental (cambio de equipo o de alguno de sus
componentes, del tipo u origen de la columna), la
matriz que contiene la muestra o de la proporcion re-
lativa del analito (Quattrocchi y col., 1992).

Materiales y métodos

Se emplearon lo siguientes equipos: 1. Cromaté-
grafo Liquido de Alta Resolucion (HPLC) marca Agi-
lent, modelo 1260, equipado con un sistema de bom-
ba cuaternario G1311C, sistema automatico para des-
gasificar la fase moévil, una valvula de inyeccién ma-
nual G1328C con un loop de 100 pL, un detector Ul-
travioleta (UV) de longitud de onda variable G1314B,
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acoplado a un computador personal con el software
OPEN LAB.

2. Columna Cromatografica en fase reversa poli-
mérica PLRP-S, 150 X 4,6 mm, diametro interno 5 pm,
tamano de particula 100 A. Varian, Inc.

3. Manifold Waters SPE de extraccién fase solida
20 puestos con rack para tubos de ensayo (16 x 100)
mm, con bloque de vacio con 10 - 12 puertos, agujas
de vacio y reservorios de 75 mL. mini-columna de
polipropileno (Bio-Rad, Hercules); electrodo de vidrio
de combinacion, Marca Sensorex®; equipo de Filtra-
cion Millipore®, filtros Millipore tipo HA 0,45 pm;
Vortex marca Thermolyne modelo 37600 Maxi Mix II.

REACTIVOS

Acetonitrilo y Metanol grado HPLC marca J.T. Ba-
ker. Acido citrico monohidratado, Acido etilendiami-
notetraacético disédico (EDTA) (IDRANAL® III), Acido
oxalico dihidrato, grado reactivo marca Riedel-De
Haén AG; Seelze-Hannover. Acido succinico Reagent
Plus®, = 99,0%, marca Sigma Aldrich, MO, USA. Patron
de cloruro de clortetraciclina, pureza 78% HPLC; clo-
ruro de oxitetraciclina, pureza 100% HPLC; cloruro de
tetraciclina, pureza 100%; patron de doxicilina, pure-
za 100% HPLC; patrén de demeclociclina clorhidrato,
pureza 100% HPLC todos marca Sigma-Aldrich. Resi-
na epoxi activada del acido iminodiacético, Sepharo-
se®, etanol suspension acuosa, marca Sigma Aldrich,
MO, USA.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRONES

La solucién madre de cada uno de los antibio6-
ticos se prepar6 a una concentracion final de 100
pg/mL en metanol y se almacend a 4 °C. La solucion
madre combinada de los patrones se prepar6 a la
concentracion final de 1 pg/mL en metanol para cada
una de las tetraciclinas.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Para la determinacion de las tetraciclinas las con-
diciones cromatograficas fueron las siguientes:

Sistema: Gradiente con las condiciones dadas a continuacion

0-5,00 min 100% de solucién acuosa de acido oxalico

Gradiente lineal solucién acuosa de acido
oxalico: ACN: Metanol (60: 22: 18)

5,01 - 18,00 min

18,01 - 20,00 min | 100% de solucion acuosa de acido oxalico

Tiempo posterior a la corrida: 4 min en condicio-
nes isocraticas con 100% de solucion acuosa de aci-
do oxalico. Longitud de onda de absorcion: 350 nm;
Velocidad de flujo: 1,0 mL/min; Volumen de inyec-
cion: 100 pL.
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PREPARACION DE LAS MINI-COLUMNAS

Las mini-columnas se acondicionan justo antes
del paso de la muestra a través de las mismas; para
ello, se coloca un juego de mini-columnas en el
Aparato Manifold Waters SPE; se agita el frasco que
contiene la resina con el quelato metalico para obte-
ner una suspension, se transfiere a cada una de las
mini-columnas, 2 alicuotas de 0,70 mL de la resina
con el quelato metalico, utilizando para ello una pipe-
ta Eppendorf® y se procede a abrir la parte inferior de
la mini-columnay se deja drenar el buffer. EI volumen
debe ser 1,0 - 1,2 mL. Si es necesario se anade o reti-
ra resina para alcanzar dicho volumen. Posterior-
mente se lava la resina con 3 X 2 mL de agua, y se
anaden 2 mL de solucién de CuSO4 x 5 H,O 10 mM.
Se lava de nuevo con 2 x 2 mL de H,O. El volumen de
la cama de la mini-columna debe serde 1,0 - 1,2 mL,
con aproximadamente 0,70 mL de color azul debido
a la adsorcion del cobre. La tercera parte de la mini-
columna debe permanecer blanca. Este procedi-
miento se realiza para cada una de las mini-columnas
empleadas durante todo el analisis. La mini-columna
trabaja utilizando la gravedad. La misma mini-colum-
na puede utilizarse < 6 veces (AOAC, 1996).

PREPARACION DE LA MUESTRA

Se analizaron 14 muestras de leche de diferentes
presentaciones entre las que se encuentran: leche
pasteurizada completa, en polvo completa, en polvo
completa extra-calcio, en polvo semi-descremada, de
larga duracion completa y formula lactea adaptada
para lactantes. Las mismas fueron seleccionadas al
azar de diferentes puntos de venta del area de Cara-
cas (Supermercados, Mercados populares y Abastos
del Este de Caracas, del Oeste de Caracas, de Guare-
nas). Adicionalmente se emplearon muestras de le-
che provenientes de la Seccién de Caprinos del Insti-
tuto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA), co-
rrespondientes a 4 cabras: dos cabras control y otras
dos tratadas con una solucién intramuscular (IM) de
OTC, estas ultimas fueron suministradas por la Pro-
fesora M.V. Sonia Alvarado de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Central de Venezuela,
Maracay-estado Aragua.

Para la extraccion de las tetraciclinas en la leche,
se siguié la metodologia descrita por el método de
analisis del Journal AOAC 1996, la misma consiste
en: medir 5,0 mL = 0,01 mL de la leche refrigerada y
transferirlos a un tubo de centrifuga de polipropileno
de 15 mL; en otro tubo de centrifuga de igual capaci-
dad y material, se transfiere la misma cantidad de le-
che a la cual se le anaden 0,25 mL de la solucién ma-
dre combinada de los patrones (1 pg/mL para cada
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una de las 5 tetraciclinas), (o que corresponde a una
concentracion final después del proceso de extrac-
cion de 100 ng/mL de OTC, TTC, DMC, CTC y DXC).
Se centrifugan los dos tubos durante a 1500 x g, du-
rante 15 min. para separar la crema.

Una vez transcurrido el tiempo, se transfiere la
leche descremada con la ayuda de una pipeta Pasteur
a otros tubos de centrifuga de polipropileno de 50 mL
con tapa previamente rotulados; evitando el paso de
la capa de grasa formada durante la centrifugacion.
A cada uno de estos tubos que contienen la leche
descremada, se le anaden 10 mL del buffer de succi-
nato de sodio, se tapa el tubo de centrifuga, se mez-
clar el contenido invirtiendo varias veces, se agita
por 10 segundos y se centrifuga a 1500 x g durante
30 min.

Finalizado el proceso de centrifugacién, se trans-
fiere el contenido de cada uno de los tubos directa-
mente sobre dos mini-columnas colocadas en el
Aparato Manifold Waters SPE, dejando que la solu-
cion filtre a través de la mini-columna. Después de
que no se observe el liquido por encima de la resina,
se procede a lavar la mini-columna secuencialmente
con 2 mL del buffer de succinato de sodio, 2 mL de
agua, 2 mL de metanol, y luego 2 mL de agua. Se
transfiere cuidadosamente 0,70 = 0,05 mL del buffer
Mcllvaine-EDTA-NaCl, dentro de cada mini-columna
evitando el movimiento de la resina. Se descarta el
eluado. Se limpia y seca el reservorio y se colocan
dos tubos de 15 mL de capacidad con tapa previa-
mente rotulados. Se eluyen las tetraciclinas de la
mini-columna mediante el empleo de 2,5 + 0,05 mL
del buffer Mcllvaine-EDTA-NaCl. El eluato recolectado
(debe ser azul) es refrigerado hasta ser analizado. La
mini-columna debe ser blanca para este momento.

Se Inyecta una alicuota de 100 pL de cada una de
estas soluciones directamente en el cromatografo
liquido bajo las condiciones cromatograficas previa-
mente mencionadas.

LIMPIEZA DE LA MINI-COLUMNA PARA SER REUTILIZADA

Una vez culminado el proceso de extraccion de
las tetraciclinas se procede a lavar las mini-columnas
con cantidades adicionales del buffer Mcllvaine-
EDTA-NaCl, luego con 3 x 2 mL de aguay 5-10 mL de
etanol. Luego las mini-columnas se llenan con etanol
al 20% y guardan en el refrigerador hasta ser utiliza-
das nuevamente. Antes de re-utilizarlas deben agitar-
se en un vortex o invertirse varias veces para re-sus-
pender la resina con el quelato metalico.

Cuando se va a re-utilizar una mini-columna seguir

los pasos de preparacion de la misma previamente
descritos. No deben ser re-usadas mini-columnas que
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han sido empleadas con leches acidas o con cantida-
des muy grandes de tetraciclinas (> 5pg). Las colum-
nas son re-usables por dos meses si han sido guarda-
das adecuadamente (Journal AOAC, 1996).

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRONES PARA
LA ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Diariamente se prepararon las soluciones combi-
nadas de los patrones a las concentraciones finales
de 100, 150, 200, 300 y 400 ng/mL a partir de la so-
luciéon madre combinada de los patrones de concen-
tracion final 1 pg/mL.

PRECISION DEL SISTEMA

Para la determinacioén de la precision del siste-
ma, bajo condiciones de repetibilidad, se realizaron
seis inyecciones consecutivas de solucion combina-
da de los patrones (OTC, TTC, DMC, CTC y DXC) de
concentracion final 200 ng/mL para cada una de las
tetraciclinas.

EXACTITUD

Los porcentajes de recuperacion correspondien-
te a las 5 tetraciclinas en la leche analizada se deter-
minaron para la concentracion de 100 ng/mL de
OTC, TTC, DMC, CTC y DXC respectivamente; estas
soluciones fueron preparadas de la manera siguiente:
En 2 tubos de centrifuga de 15 mL de capacidad pre-
viamente rotulados, se transfirieron 5,00 + 0,05 mL
de la leche a analizar. En el tubo rotulado como 1, fue-
ron anadidos 0,250 mL de la solucién madre com-
binada de los patrones de 1 pg/mL (lo que correspon-
de a una concentracion final después del proceso de
extracciéon de 100 ng/mL para cada una de las cinco
tetraciclinas). El tubo 2, se rotul6 como leche blanco
(muestra de leche sin el anadido de tetraciclinas).
Cada tubo fue agitado en el vortex durante 30 segun-
dos; posteriormente se procedié de acuerdo al méto-
do de preparacién de la muestra, previamente descri-
to e inyeccion en el cromatégrafo liquido.

El porcentaje de recuperacion de OTC, TTC, DMC,
CTC y DXC fue calculada por comparacion de los cro-
matogramas de las muestras analizadas, con los
obtenidos por la inyeccién de la soluciéon combinada
de los patrones preparada segun la metodologia pre-
viamente descrita y a concentracion similar, pero que
no fue sometida al proceso de extraccion.

LIiMITE DE DETECCION Y LiMITE DE CUANTIFICACION

Se determinaron de manera matematica em-
pleando las siguientes férmulas (Quattrocchi y col.,
1992):
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Ybl +3 Sbl 1
Limite de Deteccion = ————
b Vn!
Ybl +10 Sbl 1
Limite de Cuantificaciéon =
b Vn!
Doénde,
Ypi= Respuesta del blanco
Sp1= Desviacion estandar del blanco
b= pendiente de la curva de calibracién
nl= Niumero de determinaciones

MUESTRAS DE LECHE CRUDA DE CABRAS QUE FUERON
TRATADAS CON OXITETRACICLINA

Se seleccionaron 4 cabras de 42 — 44 Kg de peso,
provenientes de la Seccién de Caprinos del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA) en Mara-
cay, estado Aragua; cuyas muestras de leche fueron
donadas por Sonia Alvarado y Eva Salazar, ambas
Investigadoras III de INIA dependencia CENIAP, espe-
cialista en el area de ovinos y caprinos.

Los animales fueron divididos en dos grupos, los
controles (dos cabras identificadas con los numeros
709 y 804), y los que recibieron tratamiento con una
solucién IM de OTC (dos cabras identificadas con los
nuameros 710 y 920). En el dia cero del experimento,
las cuatro cabras fueron pesadas, se les midio la tem-
peratura corporal y se tomé una muestra de leche de
cada una de ellas. Una vez concluidos los pasos ante-
riores, a las dos cabras destinadas a recibir trata-
miento les administraron 4 mL de una solucién IM de
OTC. Durante cinco dias consecutivos se repitieron
los pasos de medicion de temperatura a las cuatro
cabras, toma de muestra de leche y administracion
de OTC a las cabras con tratamiento. Transcurrido
ese periodo de tiempo, se continud con la toma de
muestra de leche de todos los animales, para un total
de ocho dias de muestreo. La leche obtenida duran-
te el total de los dias de experimentacion, fue tratada
siguiendo la metodologia descrita para la prepara-
cién de la muestra, omitiendo el paso de fortificacion
de la muestra con la soluciéon madre combinada de
los patrones.

Resultados y discusién

En la figura 2 se muestra un cromatograma tipico
de los patrones de las 5 tetraciclinas bajo las condi-
ciones de analisis, en el que puede detallarse que los
analitos se separaron completamente en picos simé-
tricos en 17 min.
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Figura 2. Cromatograma correspondiente a la inyeccién de la
soluciéon combinada de los patrones oxitetraciclina, tetraci-
clina, demeclociclina, clortetraciclina y doxiciclina a una con-
centracion final de 200 ng/mL para cada una de las tetracicli-
nas. Columna PLRP-S. Fase mévil constituida por una mezcla
de acido oxalico 10 mM, acetonitrilo y metanol (60:22:18).
Velocidad de flujo 1,0 mL/min. Volumen de inyecciéon 100 pL.
Longitud de onda de deteccion 350 nm.

LINEALIDAD DEL METODO

Para determinar la linealidad del método se cons-
truy6 una curva de calibracion corregida por el méto-
do de los minimos cuadrados para cada tetraciclina
en el rango de concentraciones de 100, 150, 200,
300 y 400 ng/mL (Figura 3). Todas las soluciones fue-
ron inyectadas por triplicado. Este procedimiento se
realizo tres veces en dias diferentes, incluyendo la
preparacion de las soluciones patrones. Podemos de-
cir que el método analitico tiene linealidad en el ran-
go de concentraciones estudiado, con un coeficiente
de regresion lineal (r) > 0,99.
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Figura 3. Curvas de calibracién de los patrones de oxitetra-
ciclina, tetraciclina, demeclociclina, clortetraciclina y doxi-
ciclina. Rango de concentraciones de 100, 150, 200, 300 y
400 ng/mL.

PRECISION DEL SISTEMA

Los resultados correspondientes a la precision
del sistema, en condiciones de repetibilidad (mismo
analista, mismo dia, mismo instrumento), se basaron
en la variacion de las alturas y el tiempo de retencion
para cada una de las cinco tetraciclinas (Tabla I), ob-
teniéndose una desviacion estandar relativa (DER) in-
ferior al 2%, por lo que podemos decir que el méto-
do es preciso de acuerdo con lo establecido por la
Farmacopea de los Estados de Unidos (USP 36).

Tabla I

Resultados de la precision del sistema para una solucion combinada de los patrones de oxitetraciclina,
tetraciclina, demeclociclina, clortetraciclina y doxiciclina a la concentracién final de 200 ng/mL
para cada una de las tetraciclinas

OTC TTC DMC CTC DXC

Inyeccion TR? Altura TR? Altura TR? Altura TR? Altura TR? Altura

1 8,624 1,59484 9,131 1,43050 10,281 0,797178 | 12,321 |0,514711 15,161 0,411257

2 8,625 1,57616 9,144 1,42736 10,497 0,805985 | 12,415 | 0,524308 15,425 0,405589

3 8,622 1,58759 9,143 1,42830 10,468 | 0,801387 | 12,446 | 0,513266 15,419 | 0,423617

4 8,627 1,57165 9,132 1,39765 10,464 | 0,792382 | 12,497 | 0,525347 15,456 | 0,407606

5 8,625 1,58198 9,156 1,41848 10,466 | 0,784621 12,436 |0,517378 15,511 0,414829

6 8,625 1,59179 9,156 1,40425 10,470 | 0,800887 | 12,481 |0,514279 15,447 0,413343
Promedio | 8,625 1,58400 9,144 1,41776 10,441 |0,797073| 12,433 |0,518215| 15,403 |0,412707
Desviacion | 0,002 0,009 0,011 0,014 0,079 0,008 0,062 0,005 0,123 0,006

RSDP 0,02 0,57 0,12 0,97 0,76 0,95 0,50 1,02 0,80 1.54

a= Tiempo de retencion
b= Desviacion estandar relativa
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EXACTITUD

Los cromatogramas tipicos se observan en la Fi-
gura 4. Los porcentajes de recuperacion obtenidos
correspondientes a las muestras de leche analizadas,
se detallan en la Tabla II. Los resultados de los por-
centajes de recuperacion promedio obtenidos para
las cinco tetraciclinas estudiadas, oscilan entre 75%
y 78% respecto a la cantidad anadida de cada una de
las tetraciclinas, con valores de DER promedio infe-
riores al 20% que es el porcentaje maximo permitido
cuando el LMR es de 10 a 100 pg/L (Codex Alimen-
tarius. CAC-GL 16-1993); con base a estos resultados
el método analitico validado en el presente trabajo es
preciso, exacto, y puede utilizarse para la determina-
cion de residuos de tetraciclinas a los LMR aceptados
para cada una de las mismas.
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Figura 4. A. Cromatograma correspondiente a la inyeccién de
una muestra de leche pasteurizada completa, con el afiadido
de la solucion madre combinada de los patrones a una concen-
tracién final de 100 ng/mL. B. Cromatograma correspondiente
a la inyeccion de una muestra de leche completa en polvo, con
el afladido de la solucién madre combinada de los patrones a
una concentracion final de 100 ng/mL. Para estos cromatogra-
mas se empleo la columna PLRP-S. Fase mévil constituida por
una mezcla de acido oxalico 10 mM, acetonitrilo y metanol
(60:22:18). Velocidad de flujo 1,0 mL/min. Volumen de inyec-
cién 100 pL. Longitud de onda de deteccién 350 nm.

Tabla Il

Recuperaciéon Absoluta de las tetraciclinas
en la leche. Columna PLRP-S

Farmaco, Cantidad afiadida % Promedio de

niimero (ng / 5 mL de leche) | Recuperacién Absoluta | DER?
de muestras (ng / 5 mL de leche)
OTC (n=14) 250 76,64 5,77
TTC (n=14) 250 75,53 9,89
DMC (n=14) 250 78,02 8,76
CTC (n=14) 250 76,09 6,53
DXC (n=14) 250 75,02 7,40

a= Desviacion estandar relativa
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Es importante destacar que, las 14 muestras de
leche analizadas en este proyecto, entre las que se
encuentran leche en polvo, de larga duracién, pas-
teurizada y férmulas infantiles, ninquna present6
residuos de las tetraciclinas objeto de analisis.

LiMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los limites de deteccién para las distintas tetraci-
clinas OTC, TTC, DMC, CTC y DXC fueron 6,40; 7,87;
32,41; 2,92y 2,40 ng/mL, respectivamente. Mientras
que los limites de cuantificacion para las tetraciclinas
OTC, TTC, DMC, CTC y DXC fueron 7,11; 11,16; 47,
02; 22,72y 13,39 ng/mL, respectivamente.

MUESTRAS DE LECHE CRUDA DE CABRAS QUE FUERON
TRATADAS CON OXITETRACICLINA

Los cromatogramas correspondientes a los dife-
rentes dias del experimento se muestra en la Figura
5. Los resultados obtenidos de la concentracion de
oxitetraciclina encontrada en la leche de cabra, se de-
tallan en la Tabla Ill. Puede observarse en dicha tabla
que, para el sexto dia (24 horas después de ultima
administracién del tratamiento), en la cabra con trata-
miento identificada con el numero 920 no se detecta
el pico de OTC, mientras que para la cabra identifica-
da con el namero 710 se obtuvo una concentracién
de 7,89 ng/mL muy por debajo del LMR de 100 pg/L
de OTC en la leche. De acuerdo a los resultados obte-
nidos puede asumirse un tiempo de retiro de 96 ho-
ras para OTC empleada como medicamento veterina-
rio y mencionado por Zurich y col., 1994, como el
tiempo requerido para el ordeno de un animal que ha
sido tratado con dicho antibiético, antes de que ese
alimento sea utilizado para el consumo humano.

Conclusiones y recomendaciones

De acuerdo con los resultados obtenidos, en la
validacién del método publicado en el AOAC en el
ano de 1995, se demostré que es un método preci-
so, exacto, reproducible, sensible, lineal, ya que per-
mite la determinacion de oxitetraciclina, tetraciclina,
demeclociclina, clortetraciclina y doxiciclina en la le-
che, obteniéndose recuperaciones superiores al
60% con DER inferiores al 20%, porcentaje maximo
permitido cuando la concentracién del analito anali-
zado es 10 a 100 pg/L (Codex Alimentarius, 1993).
Asimismo, este método permite detectar la presen-
cia de residuos de tetraciclinas a concentraciones
inferiores a los LMR permitidos para las mismas en la
leche del ganado vacuno (LMR 100 pg/L) (Codex,
2012). La leche adquirida en el mercado del area
metropolitana y analizada, no presento residuos de
ninguna de las tetraciclinas objeto de estudio.

83



MaRisoL GOMEZ, AGRICIA QUINTANA DE G, JENNY DE NOBREGA, SONIA ALVARADO

il ] ] T*
5] it o
wl
\
k 18
1d
| 1
| \ \
] e D k
— N - —— _ N -
[
§ H - [ ) [} i 0
[~ ] ]
5 1154
5 ]
usd
0] | Py
s
1 ] |
s: b
i |
: ud
\ )| N — ] \
- N s L o— - N J N B _
T T T T - T
H u P i ] L} ‘ ) L)
[~ bl ot
5 | 5 ri
L | L} ol
1 | 5
© 4 ‘
\ ‘ i !
| 15 | E
| | s
| | ]
| 5 |1
\ I i
) ] W | M‘. 1
| [ | LA
| PR ] | Rﬂ e t— S— S
e — - - —— e e —— ’/-—
.
4 § “ : 1 i § [ ) W I ] L 0 i i L M L

Figura 5. A, B, Cy D. Cromatogramas correspondientes a la inyeccién de una muestra de leche de la cabra control niimero 804, y
nimero 709, respectivamente y de la cabra con tratamiento niimero 710 y niimero 920, respectivamente; del dia O de la recolec-
cion. E y F. Cromatogramas correspondientes a la inyeccién de una muestra de leche de la cabra control 804 y con tratamiento
920, respectivamente; el dia 1 de recoleccion. G, H e I Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una muestra de leche
de la cabra control 804, con tratamiento 920 y 710, respectivamente; el dia 6 de recoleccion. Para estos cromatogramas se
empled la columna PLRP-S. Fase movil constituida por una mezcla de acido oxalico 10 mM, acetonitrilo y metanol (60:22:18).
Velocidad de flujo 1,0 mL/min. Volumen de inyecciéon 100 pL. Longitud de onda de detecciéon 350 nm.

Se recomienda: 1) continuar con los analisis para
la deteccion de residuos de medicamentos en otros
tejidos de las diferentes especies animales que son
de alto consumo por parte de la poblacion venezola-
na (por ejemplo, camarones, huevos, miel de abeja,
etcétera); 2) instar a las entidades publicas y privadas
en Venezuela a mantener los controles sobre el uso
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de los medicamentos en los animales de consumo
humano regidas principalmente por el Codex Alimen-
tarius, para de esa manera, conservar la inocuidad y
calidad de los alimentos, desde la producciéon prima-
ria hasta el consumo; y 3) la existencia de un registro
por zonas de pais con informacioén relacionada a la
industria lechera y vendedores de leche, con el fin de
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Tabla Il
Resultados de la concentracion de oxitetraciclina encontrada en la leche de cabra
Control 804 Control 709 Tratamiento 710 Tratamiento 920
Dia Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
(ng/mL) (ng/mL) promedio (ng/mkL) promedio (ng/mL)

0 0 0 0 0
1 0 0 132,72 167,25
2 (0] 0 Envase vacio 239,83
3 0 0 382,64 140,65
4 0 0 82,07 65,48
5 0 0 141,80 174,06
6 0 0 7,89 0
7 0] Envase vacio 0

El envase que contenia la muestra de leche de la cabra con tratamiento correspondiente a los dias 2 y 7 del experimento, venia vacio

motivo por el cual no se tiene informaciéon de OTC para esos dias.

orientar sobre el riesgo y peligro de la presencia de
residuos de medicamentos veterinarios en los ali-
mentos de consumo humano.
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