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RESUMEN

El consumo de alimentos con residuos de oxitetraciclina (OTC)
puede causar diversos efectos téxicos en el humano. Con la fi-
nalidad de extraer y cuantificar dichos residuos en matrices
biolégicas, como carne de pollo, se han desarrollado diversos
métodos. Dentro de los métodos propuestos el mas empleado
es la extraccion liquido-liquido por ser sencillo, rapido y econoé-
mico. Este tipo de extraccion fue aplicada por Furusawa para
OTC en pollo, empleando acetonitrilo/hexano en una propor-
cién 5:4 obteniendo una recuperacion del 88%. Este trabajo
tuvo como objetivo estudiar la recuperacion de OTC en carne
de pollo ensayada por Furusawa, aumentando la proporcién
del solvente polar con respecto al hexano (2:1), para su poste-
rior cuantificacion mediante cromatografia liquida de alta reso-
lucion (HPLC). Para ello se utilizaron 24 porciones de 1 g de
tejido muscular perteneciente al muslo de 3 pollos libres de an-
tibidticos, las cuales se fortificaron con soluciones estandares
de OTC de 0,1; 0,2; 0,5y 1 pg/g, obteniendo 6 muestras fortifi-
cadas con cada concentracion, las cuales fueron almacenadas
por 12 horas a 4°C. La extraccion del antibiético se llevo a
cabo con acetonitrilo/hexano en proporciones 5:4 y 2:1. En
cada caso se evalud la recuperacion, precision y sensibilidad.
Tanto para la proporciéon 5:4 como 2:1, la concentracion de 0,2
Mg/g presentd la mayor recuperacion, siendo 91,5 y 92,5%,
respectivamente; sin embargo, al aumentar la concentracién
de OTC disminuy®¢ la recuperacion. La precision se incrementé
a la concentracion de 0,5 pg/g, sin embargo, al duplicar la con-
centracion a 1 ug/g disminuyé dicho parametro. El limite de
deteccién obtenido para la extraccion de OTC con acetonitri-
lo/hexano en proporcién 2:1 fue de 0,09 ug/g. Se recomienda

Recibido: 03 /12 /2008. Aceptado: 17 /03 /2010.

430

realizar una desproteinizacién de la muestra previo al proceso
de extraccion.

Palabras clave: Oxitetraciclina, pollo, rendimiento, HPLC.

ABSTRACT

Consumption of food that contains oxytetracycline (OTC) resi-
dues may produce several toxic effects in human beings. In order
to extract and quantify such residues in biological matrices, like
chicken meat, several methods have been developed. Among
these methods, liquid-liquid extraction is the mostly used, be-
cause is quick, simple and inexpensive. This extraction method
was applied by Furusawa for OTC in chicken, using acetoni-
trile/nexanes in a 5:4 proportion, obtaining an 88% recovery. The
objective of this research was to study extraction of OTC in
chicken meat assayed by Furusawa, raising polar solvent propor-
tion in relation to hexanes (2:1), and further quantifying by means
of high performance liquid chromatography (HPLC). Twenty four
portions of 1 g from 3 OTC free chickens were fortified with OTC
standard solutions: 0.1, 0.2, 0.5 and 1 pg/g, obtaining 6 fortified
samples for each concentration, stored for 12 hours at 4°C. Anti-
biotic extraction was performed using acetonitrile/hexanes in 5:4
and 2:1 proportions. Recovery, precision and sensitivity were
analyzed in all samples. Either 5:4 or 2:1 proportions, 0.2 pg/g
concentration obtained the higher recovery, 91.5 and 92.5%, re-
spectively; however when OTC concentrations raised, recovery
became lower. Precision increased at 0.5 pg/g concentration, but,
fell down when concentration duplicated: 1 pg/mL. Detection limit
obtained for OTC extraction using acetonitrile/hexanes in 2:1 pro-
portion were 0.09 pg/g. Deproteinization is recommended previ-
ously to extraction process.
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INTRODUCCION

La oxitetraciclina (OTC) es un antibidtico perteneciente
al grupo de las tetraciclinas de primera generacion, que deriva
del anillo policiclico naftalenocarboxamida. Este compuesto se
caracteriza por ser bacteriostatico, aunque puede llegar a ser
bactericida cuando se administra en altas concentraciones.
Una vez que el antibiotico ingresa a la bacteria por difusion pa-
siva y transporte activo, inhibe la sintesis proteica evitando la
reproduccion del microorganismo [17, 20, 26].

La OTC se aplica en la medicina veterinaria para el tra-
tamiento y prevencion de enfermedades infecciosas que afec-
tan la poblacién animal. Ademas, se emplea como promotor
del crecimiento, incrementando la productividad y el conse-
cuente beneficio econémico para la industria avicola [3, 14].
Sin embargo, la administracion de OTC a un animal, puede
provocar que sus residuos estén presentes en alimentos deri-
vados de éstos, como carne, leche, huevo, entre otros, los
cuales al ser consumidos frecuentemente por personas sus-
ceptibles pueden causar efectos toxicos como reacciones alér-
gicas cutaneas, nauseas, vomitos, choque anafilactico e inclu-
so la muerte. Ademas, su uso indiscriminado puede generar
resistencia bacteriana al antibiético [6, 22, 23, 27].

Los antibidticos presentan diversas propiedades que los
diferencian quimicamente entre si, por lo tanto se requiere el
uso de métodos de analisis especificos en cada caso. Tradi-
cionalmente se han empleado ensayos microbiologicos, sin
embargo, estos métodos presentan dificultades en la selectivi-
dad y especificidad para el analisis de antibi6éticos de una mis-
ma familia [13, 16]. En tal sentido, los métodos de analisis cro-
matografico ofrecen una respuesta rapida, de alta sensibilidad
y una separacion eficiente de todos los analogos de una fami-
lia o grupo de antibidticos, lo cual permite que cada especie in-
teraccione de manera particular con la fase movil y estaciona-
ria del sistema cromatografico [11, 24].

Diversos métodos han sido desarrollados y validados
para la extraccion y cuantificaciéon de OTC en diferentes matri-
ces biolégicas [1, 4, 8-10, 13, 16, 18, 21, 28]. Los métodos de
extraccion y purificacion utilizan técnicas como: quelaciéon de
las tetraciclinas con iones de metales divalentes [8], extraccion
en fase sdlida [1, 18, 28], extraccion liquido-liquido [9], entre
otros. La extraccion liquido-liquido es la mas aplicada para la
determinacién de tetraciclinas, debido a que es un procedi-
miento sencillo, rapido y econdémico, sin embargo, existe la ne-
cesidad de mejorar su rendimiento, ya que el porcentaje de re-
cuperacion suele ser inferior al 90% [9].

Entre los métodos propuestos para la extracciéon y cuan-
tificacion de OTC en pollo por cromatografia liquida de alta re-
solucion (HPLC) que emplean extraccion liquido-liquido se en-
cuentra el método propuesto por Furusawa, el cual permite la
determinacioén de este antibidtico con un porcentaje de recupe-
racion del 88% [9]. El objetivo de este trabajo fue optimizar la
recuperacion del proceso de extraccion de la OTC en carne de

pollo ensayada por este autor, aumentando la proporciéon del
solvente polar con respecto al hexano y su posterior cuantifica-
cion por cromatografia liquida.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de estandares

Se prepar6 una solucion madre de OTC (marca Sigma®)
en acetonitrilo a una concentracion de 100 pg/mL, y luego por
dilucién se obtuvo una solucion intermedia de 10 pg/mL. A par-
tir de la solucién intermedia se prepararon soluciones de traba-
jo con concentraciones de 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 y 1,0 ug/mL.

Preparacion de las muestras

Las muestras se obtuvieron a partir de 3 pollos, los cua-
les fueron criados sin recibir tratamiento antimicrobiano (inclu-
yendo OTC) y posteriormente sacrificados a las 6 semanas de
vida. Para el analisis se utilizo el tejido muscular proveniente
del muslo. Se pesaron 24 porciones de 1 g de cada pollo, las
cuales se enriquecieron con soluciones estandares de OTC
hasta obtener concentraciones de 0,1; 0,2; 0,5 y 1,0 yg/g, 6
muestras para cada concentracion. Las muestras fortificadas
fueron almacenadas por 12 horas a 4°C [28] en un refrigera-
dor, marca Tropicold, modelo VS4P, fabricado por Neve Indus-
trial C.A (Venezuela).

Extraccion de la OTC

Las muestras fueron homogenizadas con 25 mL de ace-
tonitrilo saturado con n-hexano y 20 mL de n-hexano en un ho-
mogenizador, marca Ultra-Turrax T8®, modelo S8N-5G (Ale-
mania), a maxima velocidad durante 2 min. El extracto se cen-
trifugd a 1.500 g por 5 min en una centrifuga, marca Dynac®,
modelo 0101 (EUA) [9]. El sobrenadante se aislo por filtracion
con papel filtro Whatman N° 1 y se reservo la capa polar (ace-
tonitrilo) en un embudo de separacion. Esta fue colectada en
un balén de destilacion de 100 mL y evaporada a sequedad en
un bafio Maria, modelo YCW-01, fabricado por Gemmy Indus-
trial Corp. (Taiwan) a 45°C, empleando un rotoevaporador,
marca Rinco®, modelo VE1002B (EUA). El residuo fue disuelto
en 1 mL de acetonitrilo. La solucion se filtr6 a través de una
membrana Millipore® de 0,22 um de poro [9]. Dicho procedi-
miento se realiz6 de igual manera utilizando durante la homo-
genizacion 40 y 20 mL de acetonitrilo y n-hexano, respectiva-
mente, para asi obtener una proporciéon de 2:1.

Condiciones cromatograficas

Se empled un equipo de HPLC de la serie 6A marca Shi-
madzu® (Japoén). El inyector utilizado fue marca Rheodyne®,
modelo 7125 (EUA), equipado con un loop de 20 yL. La fase
movil estuvo constituida por acetonitrilo: acido acético al 5%
(35:65) [9], en un sistema isocratico. La misma fue filirada a
través de una membrana Millipore® de 0,45 ym de poro y des-
gasificada por 10 min con burbujeo de nitrbgeno y sonicacién
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al vacio. Se utilizé una columna de fase reversa, marca Merck
Lichrospher RP8 con dimensiones de 250 mm x 4,5 mm g x 5
pm (Alemania). La temperatura de la columna fue 26°C vy el
flujo fue 1,0 mL/min. Se empled un detector ultravioleta SPD
10-A, marca Shimadzu® (Japén), a una longitud de onda de
357 nm [9]. El procesamiento de los datos se realiz6 con el
software cromatografico Class VP, marca Shimadzu, versiéon
4.1, suministrado por la misma casa comercial.

Determinacion de parametros analiticos

Para determinar la linealidad del método se construy6 una
curva de calibraciéon a través del método de minimos cuadrados,
donde se relaciond la concentracion del analito con el area del
pico. La precisidon del método se determiné evaluando los si-
guientes parametros: desviacion estandar (s), varianza (s?), des-
viacion estandar relativa (DER) y coeficiente de variacion (CV).

La sensibilidad analitica fue determinada considerando
la expresion y= m/s [15, 24]. Donde: m es la pendiente de la
regresion por método de minimos cuadrados y s es la desvia-
cién estandar de las medidas. El limite de deteccion (LD) se
determin6 como la concentracién de analito que proporciona
una sefal igual a la sefal del blanco (yB), mas tres veces la
desviacion estandar del blanco (SB), lo cual se describe en la
siguiente ecuacion: y=3SB+ yB. El limite de cuantificacion (LC)
fue calculado de manera similar al LD, pero multiplicando el
valor de desviacion estandar por un factor igual a 10 [15, 19].

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de la OTC

La extraccion del antibidtico se llevd a cabo usando la
combinacién de los solventes acetonitrilo y hexano en propor-
ciones 5:4 y 2:1. En ambos casos fue necesario realizar un
proceso de filtracion por gravedad previo a la separacion de
los liquidos inmiscibles, debido a que algunas particulas de la
matriz eran arrastradas hacia el embudo de separacion dificul-
tando el proceso de extraccion del analito. Por otra parte, se
ensayaron varias temperaturas (45; 50 y 55°C) obteniéndose
una pérdida de la respuesta proporcional al aumento de ésta,
lo cual sugiere que ocurri6 una descomposicién o cambio es-
tructural del antibi6tico durante el secado. La temperatura ma-
xima de secado, que no afecto la respuesta del método fue de
45°C, por lo tanto, todas las muestras fueron secadas a esta
temperatura en bafo Maria. Tanto el proceso de filtracion,
como la temperatura de secado fueron establecidas en este
estudio, debido a que en la metodologia original propuesta por
Furusawa [9] no se detallan los valores de temperatura utiliza-
dos para concentrar el extracto, ni se especifican procedimien-
tos para preparar la muestra previa a una ultrafiltracion.

Durante la etapa de resuspensién del analito en la fase
movil se observé la formacién de un precipitado de aspecto
coloidal. Para determinar la naturaleza del precipitado se reali-
z6 el ensayo de Bradford [2], el cual resultoé positivo a la pre-
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sencia de proteinas. Esta precipitacion pudiera ser ocasionada
por el efecto del acido acético presente en la fase moévil sobre
las proteinas contenidas en el extracto. Aunque Furusawa [9]
no describe de manera explicita en su método esa interferen-
cia, hace la salvedad que durante la extraccion de OTC en
huevo no se presenta ninguna turbidez, debido a que se reali-
za una filtracion seguida de la resuspension en acetonitrilo, en
lugar de emplear fase movil.

Separacion de la OTC

La FIG. 1 muestra la separacién de OTC utilizando el
método propuesto en este trabajo. El analito presentd un tiem-
po de retencion de 10,1 min como se muestra en el cromato-
grama A, correspondiente a un estandar de OTC con una con-
centracion de 1 pg/mL, observandose un pico simétrico y defi-
nido. El cromatograma B corresponde a un extracto de carne
de pollo libre de OTC utilizado como blanco y el C pertenece a
un extracto fortificado con 1 pg/g de OTC. Los compuestos
que absorben luz UV a la longitud de onda utilizada en el ana-
lisis (357 nm), aparecen antes de los 7 min, por lo que no in-
terfieren con la salida del pico de OTC (cromatograma C).
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FIGURA 1. CROMATOGRAMAS: A ESTANDAR DE OTC 1
pg/mL, B BLANCO Y C MUESTRA FORTIFICADA A 1 ug/g
DE OTC/ CHROMATOGRAMS: A OTC 1 pg/mL, B BLANK AND C 1
Hug/g OTC FORTIFIED SAMPLE.
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Recuperacion

La TABLA | muestra la comparacién de las recuperaciones
de OTC con acetonitrilo/hexano en proporciones 5:4 y 2:1, a las
diferentes concentraciones ensayadas. La recuperacion del mé-
todo de extraccion expresada en porcentaje (%R) estuvo entre
91,5 y 31,4% empleando la proporcion 5:4, mientras que para la
proporcion 2:1 oscildé entre 92,5 y 64,5%. En ambos casos, la
muestra fortificada con 0,2 ug/g de OTC presentd la mayor recu-
peracion (91,5 y 92,5%), sin embargo, al aumentar la concentra-
cién del analito se present6é una disminucién en la recuperacion.
Por otro lado, se observé una relacion inversa entre el %R y la
masa fortificada con el analito a extraer. Dicha pérdida pudiera
atribuirse a la absorcion del analito en el papel de filtro debido a
la alta capacidad de absorcion de la celulosa [29]. Otra fuente de
absorcién del analito es el tamario de las particulas de cortes en
el proceso de homogenizacion debido al area de superficie por
unidad de masa de un sélido (area de superficie especifica), ex-
presada generalmente en centimetros cuadrados por gramo
(cm?/g). Para la masa de un sdlido, el area de superficie especifi-
ca aumenta drasticamente cuando se reduce el tamafio de la
particula. Por lo tanto, al aumentar el area de superficie aumenta
la absorcion del analito [25], lo cual indica que existe una pérdida
o retencion del analito durante la extraccion.

Cabe destacar que, con las proporciones de solventes
ensayados, la recuperacion del antibiético fue mayor con res-
pecto a otros métodos de extraccion. El empleo de acetonitrilo
como solvente en el proceso de extraccion de la OTC, obede-
ce a la gran solubilidad del antibiético en el mismo. La OTC
tiene en su estructura un grupo amino y amido, cada uno de
los cuales presenta un par de electrones no enlazados, lo que
permite afinidad e interaccién entre éste y el acetonitrilo, ade-
mas de las diferentes insaturaciones del anillo naftalénico que
pudieran interactuar con la insaturacion del acetonitrilo [10].

La FIG. 2 muestra un diagrama de comparacion de la re-
cuperacion del antibiético a las diferentes concentraciones del
mismo. A pesar de que se observa una disminucién en la recu-
peracion del antibiético al aumentar la concentracion del mis-
mo, con las proporciones de solventes ensayadas se duplica
la recuperacioén del antibiotico con respecto a la proporcion de
acetonitrilo: hexano propuesta por Furusawa [10].

TABLA |
COMPARACION DE LA RECUPERACION DE
EXTRACCIONES DE OTC CON PROPORCIONES 5:4 Y 2:1
DE ACETONITRILO/HEXANO/ OTC EXTRACTION RECOVERY
COMPARISON USING ACETONITRILE/HEXANES 5:4
AND 2:1 PROPORTIONS

Concentracién Masa (ng) Proporciéon Proporcion
(ug/g) fortificada 5:4 2:1
%R Ccv %R cv
0,2 4,0 91,5 4418 925 3,718
0,5 10,0 46,2 5479 89,0 10,240
1,0 20,0 31,4 9,455 64,5 7,523
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FIGURA 2. DIAGRAMA DE COMPARACION DE LA RECU-
PERACION DE EXTRACCIONES DE OTC CON PROPOR-
CIONES DE 5:4 Y 2:1 DE ACETONITRILO/HEXANO/ COMPA-
RISON DIAGRAM OF OTC EXTRACTIONS RECOVERY USING 5:4 AND
2:1 ACETONITRILE/HEXANES PROPORTIONS.

Parametros analiticos del método

En la FIG. 3 se muestra la curva de calibracion obtenida,
observandose una respuesta lineal de las areas en el intervalo
de concentraciones entre 0,2 y 1,0 ug/g (> = 0,9677). En la
TABLA Il se observan los parametros de precision (s, s?, DER,
CV) determinados en este estudio, los cuales cuantifican el
grado de concordancia entre los datos obtenidos bajo las mis-
mas condiciones. En la extraccion de OTC empleando propor-
ciones de acetonitrilo/hexano de 5:4, se observé un aumento
progresivo del grado de dispersion en el analisis, proporcional
a la concentracién del analito y a la masa extraida, mientras
que para las extracciones con proporciones de 2:1, la preci-
sién se incrementd a la concentracion de 0,5 pg/g, sin embar-
go al duplicar la concentracion a 1,0 pug/g se observé una dis-
minucion de dicho parametro, es decir, que el método pro-
puesto es mas preciso mientras mas baja sea la concentraciéon
a detectar, lo cual resulta conveniente ya que esa concentra-
cion estd mas cercana al limite maximo de residuos sugerido
(LMRs) para OTC en pollo.

El limite de cuantificacion obtenido para el método pro-
puesto en este estudio fue de 0,2 ug/g, mientras que el limite
de deteccion fue de 0,09 pg/g, siendo éste ultimo un valor infe-
rior al establecido como LMRs para OTC en musculo de pollo
(100 pg/kg) por diversos organismos oficiales [5, 7, 12].

La TABLA lll muestra los valores de sensibilidad analitica
obtenida con las proporciones de solventes ensayadas a dife-
rentes concentraciones del analito. La proporcién de acetonitri-
lo/hexano 5:4 resultd ser analiticamente mas sensible que la
proporcion 2:1, ya que presenta mayor capacidad de diferenciar
pequefias variaciones en la concentracion del analito. Esto se
relaciona con los resultados obtenidos para la precision, ya que
para la proporcion de solventes 2:1 fue mayor la dispersion de
los datos, lo cual es inversamente proporcional a la sensibilidad
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FIGURA 3. CURVA DE CALIBRACION/CALIBRATION CURVE.

TABLA Il
PARAMETROS DE PRECISION PARA LA EXTRACCION
DE OTC CON PROPORCIONES 5:4 Y 2:1 DE
ACETONITRILO/HEXANO/ PRECISSION PARAMETERS
FOR OTC EXTRACTION USING 5:4 AND 2:1 ACETONITRILE/
HEXANES PROPORTIONS

Proporciones Concentracion Parametros de precision

(ua/a)
s s> DER CV

0,2 0,1617 0,0261 0,0044 4,418
5:4 0,5 0,2526 0,0638 0,0548 5,479

1,0 0,5938 0.3526 0,0946 9.455

0,2 0,1372 0,0188 0,0372 3,718
21 0,5 0,9103 0,8286 0,1024 10,240

1,0 0,9095 0,8272 0,0705 7,523

TABLA Il

SENSIBILIDAD ANALITICA PARA LA EXTRACCION
DE OTC CON PROPORCIONES 5:4 Y 2:1 DE
ACETONITRILO/HEXANO/ ANALYTICAL SENSITIVITY
FOR EXTRACTION USING 5:4 AND 2:1 ACETONITRILE/
HEXANES PROPORTIONS

Concentracion Sensibilidad analitica (y= m/s)
(Mg/g) Proporcion 5:4 Proporcion 2:1
0,2 166016 195663
0,5 66686 29490
1,0 45208 29516
X 92637 84890

del método. En tal sentido, diversos autores [19, 24] refieren
que la sensibilidad de un método depende de dos factores: la
pendiente de la curva de calibracién y la precision del sistema
de medida. Aunado a ello, se considera que entre dos méto-
dos que tengan curvas de calibracion con igual pendiente,
sera mas sensible aquel que presente la mejor precision.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La modificacion realizada para la extraccion de OTC en
carne de pollo es altamente recomendada, dado que permite
una mayor recuperacion del analito en comparacién con el mé-
todo propuesto por Furusawa.

La técnica desarrollada para la extraccion de OTC en
carne de pollo representa un método sencillo y rapido, debido
a que implica procedimientos de facil ejecuciéon en un laborato-
rio de rutina.

El limite de deteccion obtenido en este estudio (0,09
Mg/g), aunque fue superior al reportado por Furusawa (0,05
pg/g), permite detectar concentraciones de OTC inferiores a
los LMR sugeridos por organismos oficiales internacionales.

Incluir dentro del proceso de extraccion liquido-liquido
de OTC la desproteinizacion previa de la muestra o extracciéon
en fase sélida, para garantizar la vida util de la columna cro-
matografica, eliminar compuestos interferentes del sistema en
general y reducir el volumen de solventes empleados.

Aplicar el método de extraccion de OTC empleando ace-
tonitrilo/hexano en proporciones de 2:1 y cuantificarlo con un
detector de espectroscopia de emision y/o fluorescencia.

Aplicar el método de extraccion para OTC a otras tetraci-
clinas empleadas en la industria avicola utilizando acetonitri-
lo/hexano en proporciones de 2:1.
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