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RESUMEN 

LARA ESPINOSA JORGE. Efecto de la ebullición sobre la 

persistencia de residuos de cloranfenicol en leche de vaca; 

bajo la dirección de Héctor Sumano López y Josefa Vargas Rivera. 

La hipótesis de este trabajo se basó en los datos publicados 

por Epstein .fLt.. A...l ( 4 ) quienes mencionan que los residuos de 

oloranfenicol se pueden disminuir en carne, por medio del 

procesado para embutidos y enlatados, como consecuencia de la 

temperatura de 122• C a la que se someten. Se realizó el ensayo 

utilizando 20 vacas en producción las cuales se dividieron en 4 

grupos de animales cada uno. A los grupos "'A"' y "B"' se les 

aplicó una dosis de 30 rng/kg de oloranfeniool por vía 

intramuscular cada 8 horas durante 3 días y a los grupos .. C .. y 

"D" se les aplicó una dosis de 50 mg/kg cada 8 horas durante 

dias. Se determinó la concentración de cloranfenicol en 200 

muestras, los 5 dias siguientes a la última aplicación. Ademas 

se trabajaron 30 muestras lacteas libres de fármacos, las cuales 

se dividieron en 5 grupos de 6 muestras. De estas últimas la 

cantidad de muestra que se tomó para cada procedimiento fue de 

1.96 ml y se le adicionó a cada una O. 04 ml de solución de 

cloranfeniool. La cantidad que se utilizó de cada una de las 

200 muestras para el experimento fue de 2 ml. Cada grupo de las 
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diferentes muestras se someti.6 a ebullición a distintos tiempos 

iniciando con 5, 10, 15, 20 y 30 minutos. La recuperación y 

medición de los niveles de oloranfeniool se llevaron a cabo 

después de la ebullición mediante el método espectofotométrico 

basado· en el acoplamiento de la isoniazida con el grupo 

nitrobenceno de la mólecula del oloranfenicol. La recuperación 

de oloranfenicol en todas las muestras de leche fue cercana al 

98º% por lo que se rechaza la hipótesis del trabajo. 



INmODUCCION 

En México se contaba oon diferentes presentaciones comerciales 

que oontenian oloranfeniool, las cuales se utilizaban para el 

tratamiento de inf eooiones causadas por diferentes agentes, 

como: Stapbylognpm1a .a..u..tJiU.a, Streptooogcus ¡¡yoqenes, Shigellz1i 

paradysenterjae, Paeudomonas aerugiposa, especies de Brugella, 

Aerohagter nerogenea, Paeteurrella tularenajR~ Eaoherjobia qpli, 

~ yulgari s, especies de Salmonel la, Baoi llµs anthragis, 

Corynehnoterjum pyoqenee, Eryaipelotbrix rhnsjopathiae, 

Klebsiel lo pneumpnjae, especies de H?1,emophilus, especies de 

Bordetella, Clnmjdias, Bjokettejae y DerrnatgphiltJB (7, 14, 19). 

A menudo, este tratamiento se aplicaba 

encontraban en la linea de producción 

en animales que Be 

con las. consecuentes 

pérdidas ecónomicas si se observaban períodos rigurosos de 

retiro de la ordefia que fluctuan de 7 dias por via parenteral 

hasta 30 dias por via intramamaria ( 8, 12, l~, 20 ). 

Se debe considerar que hoy dia existe un decomiso importante 

de leche, principalmente porque los animales fueron tratados con 

medicamentos. El destino de esta leche es por ley su 

eliminación, con el consecuente deterioro de las ganancias para 

el ganadero, en una industria lechera cada d.ia inserta en una 

crisis mayor. 

Por otro lado, existe una creciente preocupación por el 
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impacto que puede tener en la salud pública la presencia de 

residuos de antibióticos y quimioterapéuticos en la leche ( 10, 

19 ) . Un caso particular que merece especial referencia es el 

del oloranfeniool.. ya que su persistencia en este producto puede 

favoreaer la resistencia bacteriana en los humanos a patógenos 

peligrosos como es el caso de la S?1Jrnonel lai spp ( 15 ) . Pero 

ademas, se sabe que este antibiótico es capaz de inducir anemia 

aplástioa en .individuos susceptibles con proporciones minimas de 

unicamente l ppm ( 1 ) . Más aón, para comprender la toxicidad 

del cloranfenicol baste mencionar que la anemia aplástioa ha 

sido reportada en pacientes tratados uni~amente con 

preparaciones oftálmicas ( 2 ) . Por lo tanto, la presencia de 

este antibiótico en leche resulta potencialmente letal para 

algunos consumidores, de ahi que en muchos paises no se permita 

el uso de cloranfenicol en animales cuyos productos pudieran ser 

utilizados. para el consumo humano y no se admite la existencia 

de residuo alguno ( 5 ) . 

La móleoula del oloranfenicol es· relativamente simple, es 

por esta razón que desde sus inicios se obtiene sintetioamente 

y no por extracción del Streptornyoes yenezuelae como en un 

principio se lograba ( 19 ) . El cloranfeniool habia gozado de 

extraordinaria popularidad en la medicina veterinaria hasta dias 

recientes, ya que se utilizaba para el tratamiento de 



enfermedades digestivas, respiratorias, mastitis y prevención de 

infecciones secundarias durante procesos virales ( 7, 13, 15, 

17. 20 ) . 

El cloranfenicol aotua inhibiendo la sintesis protéioa 

teniendo su efecto sobre los ribosomas 6, 9 ) . Este fármaco 

es altamente liposoluble por lo que difunde a casi todo el 

organismo del animal ( 9, 17, 18 ) . En el mercado mexicano se 

encontraban disponibles sales como la palmita to (insípida) para 

aplicación oral, la suocinato para BU aplioaoión parenteral , 

una de cloranfeniool base, también para via oral con cubierta 

entérica y otra para aplicación intramamaria. 

En la mayoria de las especies, el cloranfenicol se absorbe por 

el tubo gastrointestinal con una eficiencia oercana al 100%. En 

los rumiantes, el oloranfenicol se destruye en gran proporción 

en el rumen ( 3, 9, 17, 18 ) y la administración de 50 a 100 

mg/kg por v1a oral en los becerros no resulta suficiente para 

lograr niveles serioos mayores de 3. 5 a 4 µg/ml ( 17 ) . Este 

aspecto era de vital importancia para el tratamiento de los 

animales, si se considera que la concentración minima 

terapéutica es de 5 µg/ml 9, 17 ) . Por lo tanto, el 

cloranfenicol se aplica en becerros por via parenteral, lo que 

necesariamente implica la persistencia de residuos. 

El oloranfenicol tiende a acumularse en los tejidos y el 



periodo m1nimo de retiro de la ordef\a 6 para ser enviado a 

rastro el animal que fue tratado con dicho fármaco es de 7 a 30 

d1as; aunque en fechas pasadas y contrario al criterio actual 

se ha dicho que en tree o cuatro dias los niveles de 

oloranfeniool en leche pueden llegar a ser minimos y no 

peligrosos ( 9 ). 

Se reconoce que el cloranfenicol alcanza concentraciones 

similares a las df!'l plasma en la glándula mamaria infectada 

cuando se administra a razón de 50 mg/kg 13 ), lo que se 

considera de beneficio para el tratramiento sistémico de las 

mastitis. El cloranfenicol muestra una toxicidad minima y 

contrario a la creencia popular,_ no produce anemia aplástioa en 

los animales domésticos ( 9, 11, 18 ) . No obstante uno de los 

inconvenientes del uso del cloranfenicol radicaba en que debido 

a su amplio espectro, podia presentarse como efecto colateral 

la generación de superinfeooiones causadas por hongos ( 18 ). 

En lo que se refiere a residuos y contrario a lo establecido 

en la United States Pharmaoopoea ( U.S .. P. ), Epstein .a..t. lÜ, ( 4 ) 

postulan que la mólecula de cloranfenicol se destruye a 122•c 

durante el procesado de alimentos para embutidos y enlatados. Es 

por esta razón que resulta congruente pensar que si lo propuesto 

por Epstein A.t. tl ( 4 ) puede aplicarse a la ebullición que de 

manera tradicional se somete a la leche en México, ee le puede 



brindar otro uso a dicho producto. 

Las ventajas de un estudio de estas caracteristioas quizA no 

tenga una aplicación industrial inmediata, pero de obtenerse 

resultados positivos, estos pueden ayudar a que se vea 

incrementado el consumo ¡uu: ~ de leche en nuestro pais, 

incidiendo todo esto de manera favorable en la economia de loe 

productores de leche. incluyendo a los que lo hacen para ~onsumo 

propio. 

Asi pues, de acuerdo con lo propuesto por Epstein .u..t. Al. 

(4 ), con respecto a que los residuos de cloranfeniool pueden ser 

reducidos 6 incluso eliminados mediante calentamiento a i22•c, 

se consideró de utilidad calentar muestras de leche libres de 

fArmacos a las cuales se les agregó cloranfenicol,, para evaluar 

la posible disminución ó desaparición de los niveles a.gregados, 

aei como evaluar el mismo procedimiento en leches de bovinos 

tratados con el antibiótico. Este último punto se realizó para 

apegarse más a las condiciones experimentales sugeridas por 

Epstein .11!. ll.l ( 4 ). 
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HIPOTESIS. 

La ebullición de la leohe con residuos de cloranfeniool a 

una temperatura de 122•c durante 20 minutos provoca la 

' disminución 6 to ta 1 degradación de los residuos de 

oloranfen:i,ool. 

OBJETIUO 

Evaluar si la ebullición de la leche con residuos de 

oloranfeniool a una temperatura de i22•c durante 20 minutos 

provoca la disminución 6 total degradación de los residuos de 

oloranfeniool, mediante el método espeotofotométrioo basado en 

el acoplamiento de la isoniazida con el grupo nitrobenoeno del 

oloranfeniool. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Se utilizaron 230 muestras de leche, de las cuales 200 se 

obtuvieron de vacas que fueron tratadas con oloranfenicol y las 

30 restantes de vacas que no fueron tratadas con ningún 

antibiótico, a estas últimas so les agregó una solución de 

oloranfeniool que contenía 3 µg/ml , se dividieron las muestras 

en 5 grupos de 6 réplicas cada uno. Las 200 muestras se 

dividieron en S grupos de 40. Cada muestra fue de 1. 96 ml y se 

les adicionó O. 04 ml de la solución de oloranfeniool antes 

mencionada. Cada grupo de muestras se sometió a diferente tiempo 

de ebullición al de los damas. Loa tiempos de ebullición. fueron 

de 5, 10, 15, 20 y 30 minutos reapeotivament?e. En forma 

adicional se metieron 10 muestras con sus respectivos estAndares 

al autoclave y fueron sometidas a 12s•c ·durante 90 minutos y a 

20 libras de presión/cm. 

El método de cuantificación del cloranfenicol fue implementado 

conforme a lo descrito por O'Gorman y Diamond 14 ) . Los 

agentes que se requirieron se mencionan en la lista que a 

continuación se muestra: 

Reactivos. 

l. Acetato de isoamilo ( ó acetato de amilo ). 

2. Hidrazida del Acido nicotinico solución al 3% ( isoniazida ). 
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3. Hidroxido de sodio al 1.5 N 6 6%. 

4. Buffer de fosfatos pH 7 preparado disolviendo 

7. 61 g de Na2 

2.21 g de NaH 

HP04 

PO• 

7H20 

H20 

en un litro de agua destilada ajustando el pH 

5. Solución Stek. Agua destilada 1 mg/ml. 

Prcioedimiento: 

Se afiadieron 2 ml de solución buffer de fosfato a todos los 

tubos problema con 1. 96 ml de leche, se depositó agua destilada 

como reactivo blanco en otro tubo se pipeteó acetat'o de isoamilo 

6 ml a cada tubo después do lo cual todos los tubos fueron 

tapados y agitados durante 10 segundos. A cada tubo conteniendo 

4 ml de sobrenadante-solvente se afiadió 2 ml de hidrazida de 

ácido isoniootinico al 3%. 

Posteriormente los tubos fueron tapados e incubados en baf\o 

Maria a 3o•c durante 45 minutos, los tubos se agitaron 

perfectamente a intervalos de 5 minu·tos para asegurar que la 

mezcla fuera homogénea. Al final del periodo de incubación la 

capa de color amarillo se aspiró y se midió en un 

espectofotómetro a 430 nanómetros contra el agente blanco ó el 

reactivo blanco. El procedimiento puede ser modificado mediante 

el uso de cantidades dobles de todas las soluciones para obtener 

ó manejar volumenes mas grandes. 
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RE SUL TRD OS. 

Las determinaciones que se realizaron a las 200 muestras 

provenientes de vacas tratadas con cloranfonicol, así como a las 

30 muestras con niveles agregados, después de la ebullición se 

muestran en los cuadros 1 y 2. 

A las 200 muestras se les determino el promedio.de residuos 

de oloranfeniool que contenían, posteriormente se sometieron a 

ebullición, a diferentes tiempos a cada uno de los 5 grupos para 

en seguida nuevamente determinar la cantidad de residuos que 

contenían. Resultando que la recuperación 6 persistencia de 

residuos fue cercana al 100% en todos y cada uno de los casos. 

En el grupo de 30 muestras, al cual se le agre9aron niveles 

de oloranfeniool la recuperación fue del 94%. 

Las temperaturas promedio que se registraron a lo largo ·de 

las ebulliciones se presentan en el cuadro ·3, incluyendo los 

valores obtenidos en la autoclave. 

En la figura l y cuadro 4 se presenta la validación de la 

técnica con la curva de recuperación correspondiente. 
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DISCUSION. 

El método utilizado se basa en la extracción de los 

oompone~tes grasos de la leche, utilizando acetato de isoamilo y 

haciendo reaccionar la porción nitrobencénioa de la mólecula de 

oloranfeniool con la isoniazida 14 ) . Este método resulta 

suf.icientemente lineal entre los limites de 1 a 50 µg/ml, rango 

en el cual se incluyeron todas las determinaciones de este 

ensayo. En las pruebas realizadas no se presentó disminución de 

la transmitancia y por lo tanto se concluye que el método tiene 

una elevada espeoif ioidad por el grupo nitrobenceno del 

oloranfenicol y es altamente reproducible. 

En informes anteriores, Epstein JU. al.. ( 4 ) encontraron que 

el procesado de muestras para enlatado y embutido disminuian 

hasta en un 50% la cantidad da cloranfeniool existente en las 

muestras. Esta destrucción se lleva a cabo aparentemente· a 

i22•c, temperatura que no se logró alc:::anzar en ninguno de los 

tiempos de ebullición, la temperatura más alta alcanzada fue de 

95ºC, Desde este punto de vista se puede decir que el proceso de 

ebullición de la leche no destruye en lo absoluto los residuos 

de cloranfeniool y se pone de manifiesto que por medio de este 

ensayo no se pueden validar los datos espeoifioados por Epstein 

.11..t. u. ( 2 ) . 
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Por otro lado, los resultados que se obtuvieron de las 

muestras que se introdujeron al autoclave, si se deben 

considerar como homólogos del proceso al que Epstein .a.t. li (2). 

No obstante los datos obtenidos demuestran que no le sucede 

nada a los residuos de oloranfenicol en leche que fueron 

sometidos a 125'C durante 90 minutos a 20 libras de presión por 

om2 , y la curva de recuperación que se obtuvo en el 

espectofotometro se muestra en la figura 2. Considerando dichos 

resultados, se deben tomar con extrema precaución 

especificados por Epstein <ú;. .U. (2). 

los datos 

Hasta hace poco tiempo se dacia que el oloranfeniool no 

debía ser utilizado en la medicina veterinaria en México dado 

que la persistencia de residuos podía inducir la. generación de 

cepas resistentes tanto para el hombre como para loe .animales. 

No obstante, de manera mis importante se puede mencionar que el 

oloranfeniool en proporciones de ppm es capaz de inducir 

anemia aplástioa en individuos suceptibles ( 1 } . MAs aun se ha 

visto que el oloranfeniool puede inducir anemia aplástioa aun 

con la administración oftálmica de preparados para ese 

propósito. De lo anterior se desprende la necesidad de llevar a 

cabo un control m&s estricto del uso de este antibiótico para la 

olinica de bovinos productores de lecha. Hoy en dia se supone 

que esto ya no representa un problema. 1 ya que a partir de 1990 
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el uso del oloranfenicol quedo prohibido dentro de la rama 

veterinaria, no obstante que en el mes de julio de 1992 al1n se 

recibió en algunos estados una oomunioaoión a farmacias en la 

que se prohibe la venta de oloranfeniool en cualquier 

presentación. Ouiza esta decisión fue tomada con base a las 

restricciones que para el mismo antibiótico se tomaron en el 

resto del mundo: Sin embargo, al1n resta saber si se ha seguido 

estrictamente esta prohibición, sobretodo si se toma en cuenta 

que es poco ó nulo el control sobre farmaoos importados. 

En el diario oficial de 1988 se especifica que la leche y 

otros productos de origen animal no deben contener residuos de 

farmaoos y otros quimioos"'". Esto resulta teorioamente deseable 

pero ea praoticamente inoperante ya que no exiete un organismo 

oficial instrumentado para hacer efectiva esta prohibición. 

* Diario Oficial de la Fed•tación ( Organo del Gobierno Con11titucional de lo• l•tado• 

Dnido11 Mezicano11 ). Tomo CDXII, No 11, ""z1co D.F. lunes 18 de enero d• 1988. primera 

11ecci6n indice, Poder Bjecut1vo, Secretaria de SalUd, Reglaa.nto de la Ley General de 

Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, E•tablecimientos, Producto• y 

Servicio•. Pp Primera sección 29 
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cuadro 1 Datos obtenidos de la determinación de 
oloranfeniool en leche de vacas tratadas con dicho 
fármaco. 

Grupo Dia de Nivel x de olo- Tiempo Nivel x de 
muestreo ranf enicol pre- de oloranf eniool 

vio a ebullición ebullición postebullioión 

1 1 15 µg/ml 5 minutos 15 µg/ml 

2 2 10 µg/ml 10 minutos 10 µg/ml 

3 3 7 µg/ml 15 minutos 7 µg/ml 

4 4 2 µg/ml 20 minutos 2 µg/ml 

5 5 3 µg/ml 30 minutos 3 µg/ml 
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CUAdro 2 Datos obtenido:i dospu6!1 do la ebUllici6n de lal!I 
muestrM do leche a las cuales· l!IO lel!I agregaron niveles de 

clorantenicol. 

Tiempo do obUllición 

Mwt!ltra 5 minuto!! 10 min. 15 min. 20 min. 30 min. 
Grupo 1 Grupo 2 Gn>po 3 Grupo 4 Grupo 5 

µg/ml µg/ull µg/ml µg/ml µg/ml 

o 
0.031 0.030 0.030 o. 031 o. 029 

MLBl o.o o. o o.o o. o o.o 
MLl 0.029 0.030 0.029 o. 029 0.030 
MLl o. 030 0,029 o. 029 o. 031 o. 030 

MLB2 o.o o. o o.o o.o o.o 
ML2 o. 030 0.028 O.JO o. 030 o. 030 
ML2 o. 030 0.029 0.028 o. 030 o. 029 

MLB3 o.o o. o o. o o. o o.o 
ML3 0.030 0.029 0.029 o. 030 o. 030 

ML3 0.030 0.030 0.030 o. 028 o. 030 

MLB4 o.o o.o o.o o.o o.o 
ML4 0.031 0.030 0.030 o. 030 o. 031 
ML4 0.029 0.029 0.029 o. 031 o. 030 

MLBS o.o o.o o.o o.o o.o 
ML5 o. 030 0.030 0.030 o. 031 o. 029 
ML5 0.030 0.029 o. 030 o. 030 0.030 

MLB6 o.o o. o o.o o.o o.o 
ML6 o. 031 0.030 0.029 o. 030 o. 030 
ML6 o. 031 0,031 0.030 o. 030 o. 030 

B• Reactivo blanco ML- Muo!!tra lactoa 
3• Standar do cloran!enlcol ML- r-llestra la.etoa duplicado 
MLB- Muestra lactoa blanco 
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Cuadro 3 Temperaturas registradas a lo largo del proceso de 
ebullición y en la autoclave. 

Minutos Temperatura promedio Presión 
de ebullición en ºC Lbs/om2 

Del l al 9 94 

Del 10 al 30 95 

90 130 20 
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CUadro 4 Valoración de la técnica para la determinación de 
oloranfeniool 

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

13 4 2 - 6 . 2 2 2 .. - o 

l 4 1.985 o. 005 6 . 2 2 2 .. 0.021 5 µg 

.2 4 1.98 0.02 6 . 2 2 2 .. 0.027 10 µg 

3 4 1.96 0.04 6 . 2 2 2 .. 0.058 20 µg 

4 4 1.94 0.06 6 . 2 2 2 .. 0.091 30 µg 

5 4 1.92 o. 08 6 . 2 2 2 .. '0.118 40 µg 

MLB 4 - - 6 . 2 2 2 .. o -
MLl 4 l. 94 0.06 6 . 2 2 2 .. 0.050 17 µg 

ML2 4 l. 94 0.06 6 . 2 2 2 .. 0.048 16 µg 

l. Buffer de fosfato pH en ml. 
2. Agua destilada en ml. 
3. Solución Stok de cloranfeniool µg/ml 
4. Acetato de amilo en ml. 
5. *Centrifugar a.1500 rpm durante 

se recupera y a9itar 10 minutos. 
10 minutos~ el sobrenadante 

6. Sobrenadante en ml. 
7. Solución de NaOH al l. 5 N en ml. 
8. Solución de isoniazida al 3% en ml. 
9. ** Incubar a 3o•c por 45 minutos 

10. Absorbancia 430 nm. 
11. Concentración de cloranfenicol por ml de muestra. 

il= Reactivo blanco 
MLB= Muestra lactea blanco 
HLl= Muestra laotea 
ML2= Muestra laotea duplicado 
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Figura l Curva de estandares de cloranfeniool recuperados de 
acuerdo con lo descrito por O'Gorman y Diamond (14). 
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Figura 2 Determinación de oloranf enicol en leche con niveles 
agregados de oloranfenicol que fue sometida al autoclave. 
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