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INTRODUCCION

En la leche producto de origen animal, encontramos proteinas, grasas, vitaminas,
minerales y enzimas, es por eso que este alimento ha formado parte de nuestra dieta
por su alto valor nutritivo, por lo que es importante que se encuentre libre de agentes
quimicos ajenos a su composicion. Los antimicrobianos son altamente utilizados por
los médicos veterinarios para tratar infecciones como la mastitis, ocasionando asi

resistencia, sensibilidad, alergias y cambios en la flora intestinal en el ser humano.(1)
)

El hébito que tiene la poblacion de consumir leche conlleva a un riesgo constante de
comprar este alimento o sus derivados con trazas de antimicrobianos. Ello conlleva a
una importante necesidad de recolectar muestras que faciliten su deteccion e impedir
la comercializacion del producto, ya que las trazas de antimicrobianos no se

metabolizan en su totalidad, ni se inactivan con la industrializacion. (3)

El ganadero no toma precauciones importantes como es el periodo de retiro de la vaca
tratada hasta que las trazas del medicamento en la leche lleguen a alcanzar un nivel
inocuo inferior al limite maximo de residuos (LMR). (4)

Es por eso que en esta investigacion se cuantificé las concentraciones de trazas de
Ciprofloxacino y Tetraciclina en leche de vacuno, insumo de la industria lactea,
utilizando como metodologia de analisis, la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), a lo largo del texto de la tesis se describen aspectos tedricos, la técnica
utilizada y el procedimiento de estandarizacidn que requiere la metodologia empleada,

para concluir con nuestros resultados de la investigacion.
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RESUMEN

Se ha desarrollado un método analitico para determinar la concentracion de trazas de
Ciprofloxacino y Tetraciclina mediante un método analitico, que utiliza la

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en leche de vacuno.

En primer lugar se procedi6 a establecer las condiciones cromatograficas mediante
pruebas preliminares con corridas del estdndar de referencia de Ciprofloxacino y
Tetraciclina estableciendo como parametros los siguientes: Tiempo de estabilizacion
20 min, flujo 1 ml/min, longitud de onda 280 nm y tiempo de corrida de 10 min. En
cuanto a la composicion de fase movil fue de acetonitrilo y solucién de acido fosfoérico
0.025 M pH 3.0 £ 0.1, en una proporcién de 13:87 partes respectivamente.

La estandarizacion del método analitico, se realizo a través de la linealidad con un R%=
0.9998 para Ciprofloxacino y R?=0.9997 para Tetraciclina, precision con porcentaje
de coeficiente de variacién de 0.118% Ciprofloxacino y para Tetraciclina 0.350%, la
exactitud tuvo como recuperacion 98.564% para Ciprofloxacino y 98.026% para
Tetraciclina datos aceptables para la AOAC, un limite de deteccion de 5.925 pg/L para
Ciprofloxacino y 8.173 ug/L para Tetraciclina y un limite de cuantificacion de 15.003
pg/L para Ciprofloxacino y 14.525 pg/L para Tetraciclina.

Posteriormente, se realizaron las coordinaciones para procurar las muestras de estudio,

que estuvo conformada por leche proveniente de 20 establos diferentes que desarrollan
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sus actividades en la ciudad de Arequipa. Por cada punto de muestreo se tomo una
muestra y una contra muestra las que fueron inmediatamente transportadas al
laboratorio donde fueron homogeneizadas para tomar 5 mL de ellas y hacer la
determinacién de trazas de Ciprofloxacino y Tetraciclina, previo tratamiento de la
muestra donde se aplicd limpieza de la muestra, extraccion y concentracion previa de
las trazas.

Las 20 muestras de los establos de Arequipa tomados como puntos de muestreo
mostraron concentraciones diferentes de Tetraciclina y Ciprofloxacino, mediante el
método estandarizado, donde los resultados fueron comparados con la norma técnica
sanitaria que establece los Limites Maximos de Residuos de Medicamentos
Veterinarios en Alimentos de Consumo Humano NTS N° 120 MINSA/DIGESA. Para
el caso del Ciprofloxacino se encontré en las 20 muestras de leche de vacuno un valor
maximo de 141.346 pg/L y un valor minimo de 32.168 ug/L, se estableci6 que cuatro
muestras se encuentran por encima de los limites permisibles para este antimicrobiano,
siendo las muestras las que se codificaron como M-07, M-08, M-011 y M-16. En el
caso del contenido de trazas de Tetraciclina en las 20 muestras de leche se encontrd un
valor maximo de 134.765 pg/L y un valor minimo de 49.182 ug/L, se estableci6 que
seis muestras se encuentran por encima del limite maximo permisible para este
antimicrobiano, siendo las muestras las que se codificaron como M-03, M-05, M-08,
M-11, M-14 y M-17. Obteniendo estos resultados llegamos a la conclusién, que
nuestro método es rapido, eficaz y factible para la determinacion y cuantificacion de

trazas de Tetraciclina y Ciprofloxacino.

Palabras claves:

Tetraciclina, Ciprofloxacino, Leche, Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
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ABSTRACT

An analytical method has been developed called High Resolution Liquid
Chromatography to determine the concentration of traces of Ciprofloxacin and

Tetracycline in cow milk.

First, the chromatographic conditions were established by preliminary tests with runs
of the reference standard of Ciprofloxacin and Tetracycline, establishing as parameters
the following: Stabilization time 20 min, flow 1 ml / min, wavelength 280 nm and run
time 10 min. As for the mobile phase composition, it was acetonitrile and 0.025 M

phosphoric acid solution pH 3.0 £ 0.1, in a proportion of 13:87 parts respectively.

The standardization of the analytical method was carried out through linearity with R2
= 0.9998 for Ciprofloxacin and R2 = 0.9997 for Tetracycline, the precision with
percentage of coefficient of variation of 0.118% for Ciprofloxacin and for Tetracycline
of 0.350%, the accuracy was as recovery 98.564% for Ciprofloxacin and 98.026% for
Tetracycline acceptable data for AOAC, a detection limit of 5.925 pg / L for
Ciprofloxacin and 8.173 pg / L for Tetracycline and a quantification limit of 15.003
ug / L for Ciprofloxacin and 14.525 g / L for Tetracycline.

Subsequently, the coordination was carried out to procure the study samples, which
was made up of milk from 20 different stables that carry out their activities in the city
of Arequipa. For each sampling point a sample and a counter sample were taken which
were immediately transported to the laboratory where they were homogenized to take
5 mL of them and make the determination of traces of Ciprofloxacin and Tetracycline,
prior to treatment of the sample where the cleaning was performed of the sample,
extraction and previous concentration of the traces.

The 20 samples from Arequipa stables taken as sampling points showed different
concentrations of Tetracycline and Ciprofloxacin, using the standardized method,
where the results were compared with the sanitary technical standard that establishes
the Maximum Residue Limits of Veterinary Drugs in Consumer Foods Human NTS
N ° 120 MINSA / DIGESA. In the case of Ciprofloxacin, a maximum value of 141.346
Mg / L and a minimum value of 32.168 g / L were found in the 20 samples of beef, it
was established that four samples are above the permissible limits for this
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antimicrobial, the samples being those that were coded as M-07, M-08, M-011 and M-
16. In the case of the Tetracycline trace content in the 20 milk samples, a maximum
value of 134.765 pg / L was found and a minimum value of 49.182 ug / L, it was
established that six samples are above the maximum allowable limit for this
antimicrobial, the samples being those that were coded as M-03, M-05, M-08, M-11,
M-14 and M-17. Obtaining these results we conclude that our method is fast, efficient
and feasible for the determination and quantification of traces of Tetracycline and

Ciprofloxacin.
Key words:

Tetracycline, Ciprofloxacin, Milk, High Resolution Liquid Chromatography.
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HIPOTESIS

Debido al uso frecuente de antimicrobianos para el tratamiento de las infecciones de
la glandula mamaria en ganado vacuno, es probable, que mediante cromatografia
liguida de alta resolucion se detecten y cuantifiguen en leche de vacuno
concentraciones de trazas de Ciprofloxacino y Tetraciclina por encima de los limites

maximo permisibles de estos antimicrobianos.
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OBJETIVOS

e Establecer las condiciones éptimas analiticas del cromatografo liquido de alta
resolucion para determinar el contenido de trazas de Ciprofloxacino y Tetraciclina

en muestras de leche de vacuno.

e Estandarizar la técnica analitica con los parametros de linealidad, exactitud,
precision, limite de cuantificacion y de deteccion para la determinacion y
cuantificacion del contenido de trazas de Ciprofloxacino y Tetraciclina en muestras
de leche de vacuno, mediante el método de Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion.

e Desarrollar el método para determinar y cuantificar la concentracién de trazas de
Ciprofloxacino y Tetraciclina mediante un método analitico estandarizado que
utiliza la Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn, en leche de vacuno.

e Cuantificar el contenido de trazas de Ciprofloxacino en muestras de leche de
vacuno y establecer qué muestras se encuentran por encima de los limites maximo

permisibles para este antimicrobiano.

e Cuantificar el contenido de trazas de Tetraciclina en muestras de leche de vacuno
y establecer qué muestras se encuentran por encima de los limites maximo

permisibles para este antimicrobiano.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

La seguridad alimentaria de la leche es de gran importancia para el consumidor debido
a gque pertenece al grupo de alimentos de mayor riesgo en salud pablica no sélo por
tratarse de un alimento basico y de amplio consumo, sino por su susceptibilidad para
transmitir enfermedades y por la contaminacion de antimicrobianos veterinarios; los
medicamentos veterinarios se utilizan en los animales, para favorecer su crecimiento,
profilaxis y tratamiento de enfermedades. (1) Después de administrar un medicamento
a un animal, tiene lugar un proceso metabolico que favorece su eliminacion; en
términos generales, la mayor parte del producto y de sus metabolitos, se excretan por
la orina y las heces; sin embargo, también se pueden encontrar trazas en la leche o en
la carne después de sacrificar el animal; por lo tanto, se recomienda que cuando los
animales estén sometidos a un tratamiento, la leche ordefiada de estos animales se
separe de la leche de los animales no tratados, respetar el tiempo o periodo de retiro o
supresion, hasta que se establezca con certeza que se puede consumir sin que existan
restos de antimicrobianos. (2)

2. LECHE

Si no lleva especificaciéon, la leche siempre corresponde a la leche de vaca.
Quimicamente es un sistema complejo, tanto que Stuart Patton ya escribia en 1978:
“Este fluido elaborado por la glandula mamaria es una interesante mezcla de complejas
moléculas bioldgicas”. La leche es una suspension coloidal de particulas nutritivas,
proteinas, &cidos grasos, carbohidratos, minerales y vitaminas dispersos en una fase

acuosa y en la fase grasa, con repercusion en la nutricion de los consumidores. (3)

La leche es un producto inestable, perecedero, que se altera rapidamente, sobre todo
por la contaminacion microbiana; debe refrigerarse lo antes posible y procesarse sin
demora. Es un alimento complejo, en el que hay tres fases: una acuosa que tiene sales,
azUcares, proteinas, vitaminas y aminoacidos disueltos; otra sélida , en estado coloidal
formado por proteinas complejas principalmente caseina, fosfatos y otras sales
insolubles de calcio; finalmente, otra lipidica emulsionada, formada por grasas

esteroles principalmente colesterol y vitaminas liposolubles principalmente Ay D .(4)
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Tabla N° 1.1 Composicion quimica de la leche

Componentes Porcentaje %
Agua 87.6
Lactosa 4.8
Grasa 3.7
Proteina 3.2
Sales minerales 0.7

Fuente: Kuklinski Koppl C. Nutricion y Bromatologia; 2017 (5)

Tabla N° 1.2 Propiedades fisicoquimicas de la leche

Propiedades fisicoquimicas de la leche Porcentaje %
Densidad a 15 °C 1.030 - 1.034 g/cc
Ph 6.5-6.6
Acidez expresada en grados Dormic, es 16 -18
decir en décimas de acido Lac/H

Fuente: Cadavid G. J. I. Granja Integral Autosuficiente; 2002 (6)

3. IMPORTANCIA DE RESIDUOS EN LECHE

3.1. CONTAMINACION DE LA LECHE POR RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS

Las concentraciones de trazas mas conocidos en productos de origen animal son los
procedentes de antibioticos que se emplean con fines profilacticos y terapéuticos,
los cuales se han ido estudiando con mayor interés, puesto que es necesario
establecer un criterio muy estricto en cuanto al limite maximo de residuos,
resultante de la utilizacion de un principio activo utilizado en un medicamento
veterinario independientemente de los excipientes que lo acomparie, considerando
la posible ingesta a través de alimentos contaminados. (7)
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El uso de antibidticos en las explotaciones ganaderas es una realidad y una
necesidad, sin embargo, cuando se utilizan de manera fraudulenta, indiscriminada y
abusiva, la entrada de residuos en la cadena alimentaria puede suponer un grave
riesgo para la salud de los consumidores, por tal motivo las vacas tratadas deben de
contar con un periodo de retiro adecuado y apropiada identificacion de vacas en
tratamiento para evitar contaminacion accidental de la leche procedente de vacas
sanas, ademas se debe identificar el motivo principal para usarlos y tomar las

medidas adecuadas para disminuir el uso de estos. (8)

El uso excesivo e inapropiado de los antibioticos, ha logrado el aumento de
microorganismos resistentes, los cuales han adquirido la capacidad para resistir los
efectos de determinado farmaco ante el cual eran susceptibles, debido a esto, es
importante que se apliquen buenas practicas agricolas y veterinarias, asi como de
higiene en las explotaciones lecheras, para evitar la presencia de residuos de

farmacos en la leche. (9)

Es por eso que la presencia de residuos de antimicrobianos en los alimentos de
origen animal constituye una preocupacion que aumenta en el &mbito de la Salud
Publica y los consumidores. Por tal motivo el objetivo principal es la vigilancia de
residuos de medicamentos de uso veterinario en alimentos, para evitar que lleguen
al consumidor alimentos con residuos de sustancias como pesticidas y

antimicrobianos, que puedan tener consecuencias negativas para la salud. (10)

En una explotacion lechera comdnmente se administran antibiticos como
Tetraciclina para casos de mastitis, porque es barata y de facil acceso sobre todo las
de aplicacion intramamaria. Sin embargo, de la dosis administrada, una parte es
absorbida por el cuerpo y pasa al torrente sanguineo, otra parte es inactivada por la
leche y los productos generados por la infeccion y el resto, que es la mayor parte, es
excretada en la leche durante los ordefios siguientes, siendo los animales de baja
produccion los que se tardan méas en eliminar el farmaco; por tanto, el ordefio
frecuente ayuda a diluir el antibidtico y acorta el tiempo de eliminacidn del mismo,
ademas debe tenerse en cuenta que no solo se contamina la leche de los cuartos
tratados sino también la leche producida por los cuartos vecinos, posiblemente por

difusion pasiva entre la sangre, la leche y entre el tejido mamario. (11)
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3.2. CONTAMINACION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN LA
INDUSTRIA LACTEA

Los problemas relacionados a la industria lactea estan directamente relacionados a
la pérdida de la calidad de la leche, afectando mayormente a los productos
fermentados, fabricacion y maduracion del queso; los residuos de antibidtico por
tanto, provocan demora en la codificacion y coagulacion, se puede dar el desarrollo
de microorganismos indeseables y alteracion de las caracteristicas normales del
producto, tales como cuerpo débil, textura blanda, sabor amargo y consistencia
arenosa, ademas, reduce la produccion normal de acidez y aroma durante la

fabricacion de la mantequilla y el yogurt. (11)

4. TETRACICLINA

4.1 INTRODUCCION

Las tetraciclinas son un grupo de antibioticos descubiertos a finales de la década de
1940, producidos por los actinomicetos Streptomyces sp. Estas tienen un sistema de
cuatro anillos de seis miembros lineales y se caracterizan por un esqueleto comun
de octahidronaftacenos formado por cuatro anillos condensados y por su amplio
espectro de actividad como se menciona en la Figura 1.1. La Tetraciclina, es el
prototipo de este tipo de antibidticos y se obtuvo por primera vez por hidrogendlisis
de la 7-clorotetraciclina. Son potentes agentes antibacterianos de amplio espectro
que combaten las bacterias aerobias y anaerobias grampositivas y gramnegativas
por tal motivo se tiene un amplio uso en medicina veterinaria. Como resultado, las
tetraciclinas son medicamentos de eleccion o alternativas bien aceptadas para una

variedad de enfermedades infecciosas. (12)(13)
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HCI

Figura 1. 1 Estructura quimica del Clorhidrato de
Tetraciclina. (Fuente: Elaboracion  propia,
ACD/ChemSketch).

4.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICOS DE LA TETRACICLINA

Polvo cristalino amarillo, inodoro. Estable al aire, pero se oscurece si se expone a la
luz intensa, sus sales sodicas son solubles en agua, disminuyendo esta solubilidad
al disminuir el pH. Son considerablemente estables en estado sélido, pero no tanto
en solucion, siendo particularmente inestables a pH superiores a 10.0 o inferiores a
2.0 (14)

43 FARMACODINAMICA

Las Tetraciclinas son bacteriostaticos. No se conocen con exactitud su mecanismo

de accidn antibacteriano pero se sugieren las siguientes posibilidades: (15)
v' Quelacién activa de cationes intracelulares
v" Inhibici6n de sistema enzimatico

v' Supresion de la sintesis proteica, al unirse de manera especifica a

las subunidades ribosdmicas de 30s

4.4 FARMACOCINETICA

La Tetraciclina por via intramuscular se absorbe muy bien y se detecta en plasma a

los 15 min, para alcanzar su CPmaxen 1 hora. Mantiene cifras terapéuticas durante 6
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a 12 horas aproximadamente. El clorhidrato de Tetraciclina tiene biodisponibilidad
de 23 a 25% y volumen de distribucion alto (hasta 4 L/kg). tiene biodisponibilidad
mayor que la Tetraciclina. La depuracién es de 0.185 L/kg/h, con vida media de 16
horas. (15)

Por sus propiedades lipofilicas, las tetraciclinas pueden penetrar dentro de las
células de los mamiferos y, por lo tanto, actuar contra algunos microorganismos

intracelulares como Streptococcus agalactiae y Staphylococus aureus. (16)

En cada Tetraciclina hay tres grupos ionizables presentes: Porcion tricarbonil
metano (pKa 3.5), porcion fenoldicetona (pKa 7.7) y porcion amonio cation (pKa
9.5). (12)

5. CIPROFLOXACINO

51 INTRODUCCION

Los agentes antibacterianos del grupo de las quinolonas son el grupo de farmacos
sintéticos de mas desarrollo en la actualidad. En 1960, Leshner puso a disposicion
de la comunidad médica el &cido nalidixico, primera quinolona antibacteriana. El
Ciprofloxacino es un metabolito primario con gran potencia antibacteriana, que se
utiliza principalmente en medicina humana pero tiene actividad contra bacterias que

afectan a los animales domésticos. (17) (19)

Los congéneres tempranos (no fluorados en la posicion C-6, como el acido
nalidixico) se limitaron a ciertas infecciones gramnegativas, como las infecciones
del tracto urinario. Sin embargo, la generacion moderna de fluoroquinolonas, que
contiene el sustituyente fltor en C-6 y un grupo amino basico ciclico en la posicion
C-7 como se muestra en la Figura 1.2, supera a sus predecesores en términos de
espectro de actividad y potencia. Esto ha permitido su uso contra una variedad de

gramnegativos, asi como algunos patdégenos grampositivos. (18)
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HO
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H,0  HC
A e

Figura 1. 2 Estructura quimica del clorhidrato de

Ciprofloxacino. (Fuente: Elaboracion propia,
ACD/ChemSketch).

5.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL CIPROFLOXACINO

Cristales ligeramente amarillos, amarillo claro, moderadamente soluble en agua,
poco soluble en &cido acético y en metanol, muy poco soluble en alcohol
deshidratado, practicamente insoluble en acetona, acetonitrilo, acetato de etilo, en
hexano y cloruro de metileno. (19)

Estructuralmente se diferencia de la enrofloxacina porque esta tiene un grupo etilo

adicional.

53 FARMACODINAMICA

Inhibe la girasa de DNA o topoisomerasa Il. Actla en las etapas de duplicacién y
crecimiento bacteriano; la bacteria muere a los 20-30 min. de estar expuesto al
Ciprofloxacino. La penetracion intracelular, espectro y potencia son mayores que
en otros miembros de esta generacion. Es un agente bactericida y su eficiencia

depende de la concentracion en el lugar requerido. (17)

54 FARMACOCINETICA

Desde una perspectiva veterinaria, el Ciprofloxacino es una fluoroquinilona de
segunda generacion, dado que a pesar de que tiene notable potencia, su

farmacocinética es menos favorable que en las de tercera generacion. En estudios
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comparativos con enrofloxacina en pollo de engorda, el Ciprofloxacino tuvo buen

volumen de distribucion y eliminacién rapida. (18)

Ninguna de las fluoroguinolonas se encuentran significativamente enlazadas a
proteinas plasmaticas, y ademas es independiente de la concentracién y del pH. El
bajo grado de ionizacion, baja unién a las proteinas plasmaticas y alta solubilidad
acuosa de todas las quinolonas fluoradas sirve para aumentar su transporte a los
tejidos periféricos. (20)

6. TIEMPO DE RETIRO

También Ilamado periodo de suspension, el cual indica el tiempo en horas o dias entre
el final de una terapia sistémica o local y el momento en que las concentraciones de
antibidticos en leche se encuentra en niveles de méxima tolerancia de acuerdo a las
normas dictadas por la organizacion mundial de la salud indicando cuando la leche se
encuentre apta para el ser humano. El periodo de retiro es variable, debido a factores
como la estructura fisicoquimica del antibidtico, excipientes, condiciones de

administracion, farmacodinamia y cinética en la vaca lechera. (21)

Para el caso de Tetraciclina el tiempo de retiro debe ser posible de tres a seis dias y
para el Ciprofloxacino que se encuentran menos en tejidos, su tiempo de vida media
es mas breve que la de enrofloxacino (que es de 3-5h). (17)

7. DESARROLLO DE RESISTENCIA

Los microorganismos, pueden desarrollar resistencia frente a los antibi6ticos, por su
gran capacidad de adaptacion. La resistencia adquirida es la realmente importante
desde un punto de vista clinico, y es debida a la modificacion de carga genética de la
bacteria y puede aparecer por mutacion cromosomica 0 por mecanismos de
transferencia genética. La resistencia transmisible es la mas importante, esta mediada
por plasmidos y transposones, que pueden pasar de una bacteria a otra. Los

mecanismos de resistencia son fundamentalmente tres: (20)
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a) Inactivacion del antibiotico por enzimas. La bacteria produce enzimas que

inactivan al antibidtico. (resistencia de Tetraciclina).

b) Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibidtico al punto

diana. Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden
la entrada de ciertos antibioticos o alteran los sistemas de transporte. En otras
ocasiones provocan la salida del antibiotico por expulsion activa, evitando que se

acumule la cantidad suficiente para que actue eficazmente.

c) Alteracién por parte de la bacteria de su punto diana. Aqui podemos
contemplar las alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia de quinolonas).

8. ANALISIS DE RESIDUOS EN ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

8.1 ETAPA DE EXTRACCION

El método quimico consta de una etapa de extraccién y otra de purificacion del
extracto obtenido, suelen presentar una buena sensibilidad y en la mayoria de los
casos son mas selectivos que el método microbioldgico y de inmunoensayo (20). La
extraccion se obtiene con solventes organicos de polaridad intermedia tales como
acetato de etilo, cloroformo, diclorometano, acetona y acetonitrilo. El
Ciprofloxacino y Tetraciclina por sus caracteristicas acido-base, emplean la
extraccion liquido-liquido como método de limpieza en las que el analito se
transfiere de una fase a otra por control de pH. (22)

8.2 ETAPA DE DETERMINACION Y CUANTIFICACION

Varios articulos han informado de la aplicacion de diferentes herramientas analiticas
para detectar antibidticos en la leche, la mayoria de técnicas cromatograficas (23)
como capa fina (24), LC-UV (25) (26), cromatografia de iones (27) y LC-MS (28).

El analisis de antibidticos en leche por HPLC es mas especifico y més fiable (26).
En el 2010 Azafiero G. y Chiroque M. (29) determind y cuantificd residuos de
antimicrobianos en tejido muscular de pollo en cuatro mercados por HPLC dando

con certeza las identidades de los antimicrobianos, asi como la cantidad presente en
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la muestra analizada mediante picos caracteristicos a cada sustancia y a longitudes
de onda especifico y en el 2011 Hu Yu, Hui Mu, Ying-Mei Hu (30) determind en
tejido de porcino simultaneamente residuos de fluoroquinolonas y Tetraciclinas por
MSPD y HPLC donde se aplicd limpieza de muestra, extraccion y concentracion
previa de residuos. En el caso de antibioticos residuales en leche se recomienda que
el HPLC se introduzca en los otros métodos de analisis porque este método es
ampliamente utilizado por su sensibilidad y precision, con una excelente

recuperacion y la calidad de los datos en el analisis cuantitativo.

9. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia es un método de separacion donde los componentes de la muestra se
distribuye en diferentes fases de diferente naturaleza, debido a la variacion de la
velocidad que se establece al ser arrastrado por una fase mdvil gaseosa o liquida

mediante una fase estacionaria solida o liquida. (31)

La cromatografia liquida de alta eficacia, es una técnica que se usa para separar
componentes usando una variedad de interacciones quimicas entre el analito y la

columna cromatografica. (32)

El proceso cromatografico se puede definir como la técnica de separacion de
transferencia de masa entre la fase estacionaria y maévil. EI componente es disuelto en
un disolvente y luego forzado a fluir a traves de una columna cromatogréafica bajo una
presion alta, en la columna la mezcla se separa en sus componentes. La interaccion del
soluto con las fases moviles y estacionarias puede ser manipulada a través de diferentes
opciones de disolventes y fases estacionarias, como resultado el HPLC adquiere un
alto grado de versatilidad que no se encuentra en otros sistemas cromatograficos y

tiene la capacidad de separar gran variedad de mezclas quimicas.(33)

9.1 COMPONENTES DEL HPLC

» Deposito de solvente. Recipiente que almacena suficiente cantidad de

solventes de HPLC para la operacién continua del sistema, que estan
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constituidos de un sistema de desgasificacion y filtros especiales para evitar

la contaminacion del medio ambiente.(33)

» Bomba. Permite el flujo constante y continuo de la fase movil a traves del
sistema, deben estar construidas de materiales resistentes a la presion y a las
agresiones quimicas, deben de ser de facil manejo y mantenimiento. (32)

» Sistema de inyeccion. Es usado para introducir muestras en la columna,
suele ser el paso que limita el caracter repetitivo de las medidas con el fin de
que la columna no se sature, los volimenes al inyectar deben de ser
pequefios y al ser introducidos en la columna no han de perder presion. De
todas formas este sistema esta limitado a presiones maximas de 1500 Psi.
(34)

El sistema mas utilizado en HPLC son las valvulas de inyeccion que poseen
bucles de volumen conocido.

» Columna. En ella se produce la separacion de los analitos de la mezcla. Es
el lugar donde la fase movil estd en contacto con la fase estacionaria,
formando un interfaz con una superficie enorme. Actualmente en la mayoria
de los casos son un tubo de acero inoxidable lleno de particulas de material
poroso rigido (1-5um), el material de empaque se mantiene dentro de la
columna con un especial accesorio final equipado con fritas permeables, que

permite ofrecer la fase movil a la columna.(33)

» Detector. En HPLC es un espectrofotometro modificado que esta equipado
con una pequefa celda de flujo, que monitorea la concentracion de analitos
eluidos. Al pasar el efluente de la columna a través del detector, algunas
propiedades quimicas o fisicas del analito se traduce en un sefial eléctrica, y
los solutos se controlan a medida que se eluyan de la columna. El detector
de absorbancia de UV visible controla la absorcion de luces UV o visibles
por analitos en el eluyente de HPLC. (34)(35)

» Recopilacion y procesamiento de datos. Comprenden desde un registrador
de graficos en banda, un integrador, una estacion de trabajo basada en

ordenador personal (PC) hasta un sistema de red cliente-servidor. La

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

mayoria de las PCs también incorpora control total e instrumental del

sistema HPLC incluidos los de otros fabricantes.

Un dispositivo de recoleccion y salida de datos estd conectado a la salida
electronica del detector. El dispositivo de recogida de datos toma la sefial
electronica producida por el detector y emite un gréfico de respuesta en
funcién del tiempo. Este cromatograma resultante puede evaluarse para

informacion tanto cualitativa como cuantitativa. (34)(35)

9.2 TIPOS DE CROMATOGRAFIA

921 CROMATOGRAFIA DE FASE NORMAL

Se realiza sobre silice no modificada que separa los analitos de acuerdo a su
polaridad intrinseca, también se puede operar en gradiente isocratico, escalonado
0 modo de elucion en gradiente, donde las fases de retencion mévil contienen
disolventes orgdnicos menos polares y la fase de eluciobn movil radica en

disolventes organicos mas polares. (36)

9.22 CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

La cromatografia de fase reversa consisten en una fase estacionaria apolar y una
fase movil de polaridad moderada, donde una de las fases estacionarias mas
comunes de este tipo de cromatografia es la silica tratada con RMe2SiCl
(cloroalquisilano) donde R es una cadena alquil tal como grupo funcional
octadecilo u octilo. El tiempo de retencion es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas rapido.
(37)

9.2.3 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

En la Cromatografia de intercambio idnico se separa analitos idénicos en HPLC
con columna de fase inversa. Esta cromatografia se basa en la adicién de
compuestos ionicos (reactivos de par ionico) a la fase movil para promover la
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formacion de pares ionicos con los analitos de la muestra. Con el nuevo par

formado se modula la retencion de los analitos y asi se mejora su separacion. (38)

10. FUNDAMENTO LEGAL DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EN
ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO

En Europa el uso de estas sustancias viene regulado por la normatividad 2377/90 de la
comunidad EUROPEA, en los anexos I, y sus posteriores modificaciones. En esta
normativa aparecen sustancias cuyo uso esté regulado y para las que se ha establecido
un limite maximo de residuo. (39)

En el Perd, mediante la resolucion ministerial N°739-2012/MINSA, se dispuso la
publicacion del proyecto de norma sanitaria que establece los limites maximo de
residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en alimentos de consumo humano. En
esta norma se ha establecido un limite maximo para Tetraciclina y Ciprofloxacino.
ANEXO N°1
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES

1.1. INSTRUMENTAL DE VIDRIO
— Fiolas de 5, 25, 100, 250 y 500 mL
— Pesa filtros
— Pipetas graduadas de 5y 10 mL
— Tubos de ensayo

— Vasos de precipitados de 50, 100 y 1000 mL

1.2. EQUIPOS DE LABORATORIO
— Balanza 0.1 mg — 210 g. OHAUS®
— Balanza 0.01 mg — 220 g. SARTORIUS BASICLITE.
— Espectrofotometro con lector de 96 celdas. BIOTEK SYNERGY HT
— Equipo de centrifugacion. (FISHERSCIENTIFIC® MARATHON 16 KM

— Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC). LACHROM, con
una bomba L7100, Interfase d-7000, inyector manual de 20uL (loop) Yy
detector UV L-7400 MERK HITACHI®

— Equipo EASYPURE II®

— Potenciémetro, METHROM®

— Equipo de desgasificacion. MERK®
— Bafio ultrasonico. BRANSONIC

— Agitador Vortex mini 230V

1.3. REACTIVOS
— Tetraciclina Estandar de referencia HPLC de 96.28%

— Ciprofloxacino Estandar de referencia HPLC de 93.22%
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— Acetonitrilo grado HPLC. MERCK®
— Acido orto-fosférico. MERCK

— Trietilamina. J. T. BAKER

- EDTA

— Agua ultrapura

1.4. OTROS
— Columna Chromolith RPe-18, 10cm
— Filtros anotop PTFE modificado para filtracion de solventes organicos
— Frascos de vidrio de 200 ml
— Gorro de laboratorio
— Guantes de nitrilo
— Mandil de laboratorio
— Jeringa de tuberculina
— Mascarilla
— Micropipetas de 20, 200 y 1000uL.
— Propipeta
— Punteras amarillas y azules

— Tubos cénicos descartables

2. METODOLOGIAS

2.1 PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

2.1.1 UBICACION ESPACIAL

El desarrollo de la presente investigacion en su fase analitica se llevo a cabo en
las instalaciones de la Universidad Catdlica de Santa Maria, pabellon H-202 en el

laboratorio de Investigacion Docente “Proyecto Mercurio” en el departamento de
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Arequipa. Las actividades de recoleccion de leche fueron llevadas a cabo en los

establos correspondientes, que se listan en las unidades de estudio.

2.1.2 UNIDADES DE ESTUDIO (ANALITOS)

Para el estudio se utiliz6 leche de vacuno de 20 establos diferentes como se
muestra en la Figura 2.1 de la ciudad de Arequipa. Listado de muestras tomadas
en el ANEXO N°2

Figura 2. 1 Lugares de muestreo.

3. TECNICAS E INSTRUMENTOS

3.1 TECNICA

La técnica fundamental del presente estudio fue la cromatografia de liquidos de alta

resolucion.

3.2 INSTRUMENTO

El instrumento utilizado fue el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion. Este
instrumento operd bajo los siguientes pardmetros cromatograficos, tanto para las

muestras y los estandares de Ciprofloxacino y Tetraciclina.
— Fase estacionaria: Columna RP-18

— Tiempo de estabilizacion: 20 minutos.
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— Flujo: 1.0 ml/min.
— Longitud de onda: 280 nm.

— Tiempo de corrida: 10 minutos.

3.3 METODOLOGIA UTILIZADA PARA LA OBTENCION DE LAS
MUESTRAS

3.3.1 SELECCION

Se realizo visitas a diferentes ganaderias que se encuentran en la campifia de
Arequipa, con la finalidad de seleccionar “fuentes” de leche de vacuno que
presentaron los criterios de inclusién planteados para evaluar nuestro método de
analisis:
—  Fuentes de leche que contengan estas secreciones lacteas recientemente
ordefiadas.

—  Fuentes de leche que contengan estas secreciones lacteas provenientes
de animales que estén recibiendo como tratamiento Ciprofloxacino y

Tetraciclina.

3.3.2 TOMA DE MUESTRA

La toma de muestra se realizo6 utilizando el muestreo compuesto, que consiste en
una mezcla de varias muestras puntuales de una misma fuente, tomadas a
intervalos por periodos determinados utilizando un agitador, esto aseguré una
mezcla completa del producto. Los volumenes fueron iguales o proporcionales
durante el periodo de muestreo, se recolectd aproximadamente 1 litro de leche de
vacuno para la muestra y contra muestra en un frasco de vidrio con tapa

hermética. Para este proceso portamos con la indumentaria necesaria. (40)
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3.3.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Debido a que este estudio tiene fines de evaluacion de nuestro método de analisis
y no con fines de control de calidad, se procedié atomar 20 muestras de leche de

vacuno con una contra muestra de cada punto de muestreo.

3.3.4 IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Se colocé tanto en la muestra y contra muestra un rétulo (40) con cinta masking

con la siguiente informacién:
—  Codificacion de muestra
—  Hora de muestreo
—  Cddigo de la hacienda productora
—  Volumen (mL)
335 TRANSPORTE DE LA MUESTRA

La muestra se transportd en una caja de doble pared o enchaquetada de plastico

(cooler) conteniendo pequefas bolsas de hielo como soporte de frio (4-5°C). (40)

4, METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE CIPROFLOXACINO
Y TETRACICLINA EN LECHE DE VACUNO MEDIANTE HPLC

El desarrollo de una metodologia para la deteccion y cuantificacién de trazas de

Ciprofloxacino y Tetraciclina, se organizd en tres etapas consecutivas:

Determinacion y

imizacion Estandarizacion e
OF::tondi;((:)r?esde S;;t:l Iz(;atlécna:?:ao Cuantificacion de
ot e Ciprofloxacino y
cromatograficas analitica

Tetraciclina
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4.1 OPTIMIZACION DE CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Inicialmente de acuerdo a Hu Yu, Hui Mu (30) se utilizd la columna Chromolith
performance RP-18 endcapped 100-4.6 mm se probd con Acido acético 0.1% —
Metanol (75:25 v/v) por 10 min., a una longitud de onda de 280 nm a un flujo de
1.5 mL/min.

La Tetraciclina y Ciprofloxacino fueron eluidos con un sistema gradiente de tres

etapas:
— Acido acético 0.1% — Metanol (75:25 v/v) en 0 min.
— Acido acético 0.1% — Metanol (55:45 v/v) en 8 min.
— Acido acético 0.1% — Metanol (75:25 v/v) en 15 min.

Con un tiempo de corrida de 15 min a un flujo de 1.0 mL/min. Se observo sefiales
de picos unidos los cuales no podian ser integrados, por lo que fue necesario cambiar

la fase movil.

Se procedio a cambiar los solventes de acuerdo a la USP 40, utilizando la misma
columna Chromolith performance RP-18 endcapped 100-4.6 mm de la siguiente

forma:
— Solucion A: Acido fosférico en agua 0.025M a pH 2.0 + 0.1
— Solucién B: Acetonitrilo/Solucion A (13:87)

— Solucion C: Acido fosférico en agua 0.025M a pH 3.0 + 0.1 (alcalinizado con
trietilamina)

Donde la solucién A sirve para la preparacion de la solucién B, luego la solucion B
sirve para preparar las diferentes diluciones con concentracion de 100ug/L,
500ug/L, 1000pg/L, 1500ug/L y 2000ug/L de los estandares Tetraciclina y

Ciprofloxacino y la solucion C sirve como fase movil.

La determinacidn de Tetraciclina y Ciprofloxacino fueron realizados con un sistema
gradiente, la columna Chromolith performance RP-18e 100-4.6 mm fue equilibrada

por un periodo de 20 min. Usando: Acetonitrilo - Solucion C (13:87 v/v).
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Con una longitud de onda de 280 nm., un flujo 1.5 mL/min, una concentracion de
10000 pg/L de ambos estandares y con un tiempo de corrida de 15 min, se observd
gran mejoria del cromatograma; en el que se logro separar los picos de Tetraciclina
y Ciprofloxacino, decidiéndose trabajar con sistema isocratico, para obtener la
proporcion constante del solvente y la solucién.

Con la intension de poder lograr que los picos de Tetraciclina y Ciprofloxacino se
encuentren en la linea base del cromatograma, se disminuyé el flujo a 1.0 mL/min;
con dicho cambio se mejor6 los resultados, obteniéndose picos que se visualizaron
en los tiempos 4.10 min para la Tetraciclina y 4.50 min para el Ciprofloxacino.

Al inyectar la extraccion de los estandares con una concentracion de 2000 pg/L, se
observo como sefiales los picos cromatograficos, el cual se hacia visible a las 4.10
min para la Tetraciclina y 4.50 min para el Ciprofloxacino, visualizandose mucho
mejor. Al inyectarse la extraccion de Tetraciclina y Ciprofloxacino de la muestra
los picos de estos antimicrobianos se visualizaron en los mismos tiempos.

Definiéndose, asi como tiempo de corrida de 10 min.

Con el procedimiento anterior se definieron las condiciones cromatograficas, con
lo cual se cuantificé trazas de Tetraciclina y Ciprofloxacino como se muestra en la
tabla N° 2.1y 2.2

Tabla N° 2. 1 Fase Mdvil y su proporcion

Fase Movil (v/v)

Acetonitrilo Soluciéon C*

13 87

FUENTE: Registro de investigacion propios
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Tabla N° 2. 2 Condiciones cromatograficas

Parametros Estandar Muestra
Fase estacionaria Columna Chromolith RP- [ Columna Chromolith RP-
18e 18e
Tiempo de estabilizacién 30 min 30 min
Flujo 1.0 mL/min 1.0 mL/min
Longitud de onda 280 nm 280 nm
Tiempo de corrida 10 min 10 min

FUENTE: Registro de investigacion propios

Despues de haber conseguido los parametros ideales para la determinacion de
Tetraciclina y Ciprofloxacino, se procedié a la estandarizacién del método
verificando los parametros correspondientes.

4.2 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA ANALITICA
421 LINEALIDAD

4211 FUNDAMENTO

La linealidad es la proporcionalidad entre la concentracion y la respuesta del
método en un intervalo de concentraciones. El ensayo de linealidad puede
efectuarse sobre soluciones de concentraciones crecientes o sobre muestras
problema a las que se han adicionado cantidades crecientes de un patron del
analito. En ambos casos el procedimiento lleva a la construccion de una curva

de calibracion. (41)

La linealidad se evalud preparando tres curvas de calibracion por triplicado con
los estdndares de Ciprofloxacino y Tetraciclina de pureza 93.22 %y 96.28 %
HPLC respectivamente, en cinco niveles de concentracion (100, 500, 1000,
1500 y 2000 pg/L), partiendo de una solucion stock de 50000 ug/L para
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Ciprofloxacino y 50000 pg/L para Tetraciclina. Como se muestra en la Figura
2.2

Con la finalidad de evaluar el coeficiente de regresion lineal de las tres curvas
de calibracion, en un intervalo de confianza de 95%. Las disoluciones patron
pasaron por el mismo método de extraccion que las muestras, para luego ser

filtradas e inyectadas al equipo HPLC, y asi obtener las areas correspondientes.

Solucién stock Solucién stock de
de S2000 ppb 53600 ppb
Tetraciclina Ciprofloxacino

III’I

100 ppb 500 ppb 1000 ppb 1500 ppb 2000 ppb

Llevado a volumen con solucién 8

Figura 2. 2 Elaboracion de la curva de calibracion.

4.2.1.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se realiz6 el calculo de la pendiente b, del intercepto a, y del coeficiente de
regresion r. Estos pardmetros de regresion son necesarios para la determinacion
de linea de regresion o curva de calibracion y su respectiva ecuaciéon de

regresion, a continuacion las formulas (41)(42)(43)

X lyl

leyl
Z 2 (le)

_Lyimb¥x
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x. .
XXy — ¥

&S o)

Donde:
n: nimero de repeticiones
b: pendiente
a: intercepto
Xi: concentracion
yi: area medida en el equipo
Test de Cochran. Igualdad de varianzas

: S?max
P §2 1+ 8521852 +52

Donde:

S?: varianza

422 PRECISION

4221 FUNDAMENTO

La precision del método analitico consta de un conjunto de mediciones que esta
intimamente relacionada con la presencia de errores indeterminados (o
aleatorios) y se considera como una medida de repetibilidad de los resultados.
Para describir la precision se utiliza fundamentalmente la desviacion estandar;
si bien también se usa la desviacion estandar relativa de la media, el coeficiente

de variacion y la varianza. (44)
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4222 PREPARACION DEL ESTANDAR DE CIPROFLOXACINO

Se pesd 1.25 mg del estandar Ciprofloxacino y se transfirié a una fiola de 25
mL, se completo6 con la solucion B, logrando una concentracion stock de 50000
ug/L A partir de esta solucion se tom6 100 pL y se transfirié a una fiola de 5
mL, se completo hasta su aforo con la solucion B; obteniéndose de este modo
una disolucion con una concentracion teorica de 1000 pg/L. Esta disolucion se

extrajo nueve veces y cada una se inyecto en el equipo HPLC. (45)

4.2.23 PREPARACION DEL ESTANDAR DE TETRACICLINA

Se peso 1.25 mg del estandar Tetraciclina y se transfirio a una fiola de 25 mL,
se completd con la solucion B, lograndose una concentracion stock de 50000
pg/L a partir de esta solucion se tomd 100 pL y se transfirié a una fiola de 5
mL, se completo hasta su aforo con la solucion B; obteniéndose de este modo
una disolucion con una concentracion teorica de 1000 pg/L. Esta disolucion se

extrajo nueve veces y cada una se inyecto en el equipo HPLC. (46)

4224 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

a. Desviacion estandar (47)

Li, (g —%)?

S =
n—1
Donde:
n: nimero de repeticiones
Xi: valor medido en la prueba i.
x: Media aritmética

b. Desviacion estandar relativa
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S
x

RSD = —x 100

Donde:
S: Desviacion estandar

x: Media aritmética

423 EXACTITUD

4231 FUNDAMENTO

La exactitud es el acercamiento de los resultados experimentales obtenidos, al
valor verdadero. Se expresa como el porcentaje de recuperacion por el ensayo

de cantidades conocidas adicionadas al analito.

En el caso de analisis de impurezas, la exactitud deberia ensayarse en muestras
a la que se ha afiadido cantidades conocidas de impurezas. Si no es posible
obtener muestras de ciertas impurezas o productos de degradacion, se deben
comparar los resultados con aquellos obtenidos por un método independiente.
En la ausencia de otra informacion, puede ser necesario calcular la cantidad de
una impureza basada en la comparacion de su respuesta a la materia prima o
principio activo; deberia usarse si se conoce, la relacion de las respuestas de
cantidades iguales de la impureza y de la materia o principio activo (factor de
respuesta). (48)(49)

4232 PREPARACION DE LA SOLUCION DE MUESTRA

Primeramente, se realizo tres extracciones, cada una de 5 mL de muestra de
leche mediante nuestra metodologia analitica, filtramos esta solucién para
posteriormente ser inyectada al equipo y obtener las areas correspondientes.

Estas muestras se llamaron “muestras sin fortificar”. (28)

Seguidamente a otros 5 mL de la misma muestra de leche se le afiadié 300

pg/L, 1000 pg/L y 1700 pg/L de la solucion stock de ambos antimicrobianos,
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que corresponde a 30 pul, 100 uL y 170 uL para Ciprofloxacino y las mismas
alicuotas para Tetraciclina. Dicha adicion se realiz6 antes de la extraccion que
se hizo por triplicado, filtramos y finalmente las muestras fueron inyectadas al
equipo para obtener las areas correspondientes. Estas muestras enriquecidas

con la solucidn stock, se les llamo “muestras fortificadas”.

4.2.3.3 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE ESTANDAR DE
CIPROFLOXACINO Y TETRACICLINA PARA EXACTITUD

a. Preparacion de la solucion con adicion de estandar 300 pg\L

Se tomo 30 pL del stock de estandar Ciprofloxacino y 30 pL de la solucion
stock del estandar de Tetraciclina y se transfirié a una fiola de 5 mL,

posteriormente se enraso con la solucion B. (45) (46)

b. Preparacion de la solucién con adicion de estandar 1000 pg\L

Se tomo, 100 pL del stock de estandar Ciprofloxacino y 100 pL de la
solucién stock del estandar de Tetraciclina y se transfirié a una fiola de 5

mL, posteriormente se enraso con la solucion B. (45) (46)

c. Preparacion de la solucion con adicién de estandar 1700 pg\L

Se tom6 170 pL del stock de estandar de Ciprofloxacino y 170 pL de la
solucién stock del estandar de Tetraciclina y se transfirié a una fiola de 5

mL, posteriormente se enraso con la solucién B. (45) (46)

4.2.3.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

a. Porcentaje de recuperacion (49)

x 100

L ]

% Recuperacion =
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Donde:
x: Valor promedio
x: Valor verdadero
b. Valor t experimental

Se calculé el valor t experimental, con la finalidad de ser comparado con
valor de tinia @ -1 grados libertad, a un nivel de confianza del 95%. Ello con
la finalidad de establecer semejanzas o diferencias con la concentracion

conocida. El valor de texperimentat S€ halla mediante la siguiente formula. (48)

o |100—R|x+/n
exXP ~  RSD

Donde:
R: Porcentaje de recuperacion
n: nimero de repeticiones

RSD: Desviacion estandar relativa

424 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

4241 FUNDAMENTO

El limite de deteccion (LOD) de un analito se puede describir como aquella
concentracion minima detectable que proporciona una sefial en el instrumento

significativamente diferente de la sefial del blanco. (49)

El limite de cuantificacion (LOQ) o limite de determinacién, puede definirse
como el limite inferior para medidas cuantitativas precisas, como opuestos a la

deteccidn cualitativa. (49)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

4.2.42 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para el célculo del limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion
(LOQ) se utilizara la siguiente formula descrito en el libro: “Statistics and

Chemometrics for Analytical Chemistry” a partir de la siguiente formula:

LOD =ys+ 3Ss

Para el limite de cuantificacion (LOQ) se utilizara la siguiente formula (49)
LOQ =yg+ 10Sg

Formula que al ser desarrollada completamente, se convierte en la siguiente

expresion:

—_[Zilxi = D)(i — y)] Zl(y —yl)2 Yixi —x)@yi —y)
7- S = o7 ]+3<\J l ) [y (25w 25 )

2i[(xi — D)(yi — y)]]
Yi(xi — x)?

LOD =

La expresion yg es el valor “a” de la ecuacion de la recta, el cual es calculado

utilizando la siguiente formula:
=y = [(b)x]
Donde “b” es calculado de la siguiente forma:

b= Yillxi = ©)(yi — y)]
B Yi(xi — %)2

Quedando la expresion ys de la siguiente manera:

[zl = Dei - DI
Si(xi — %)2 x

[P

Las expresiones “a” y “b” son de la ecuacion de la recta, representada también

como:

y=a+ bx
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La expresion Sg segun descrito en el libro es la expresion Sy/x, la cual es igual
a

Yilyi—y)?2
n—2

Sy/x=

Entonces a la formula LOD = yg + 3Sgy LOQ = yg + 10Sg se le reemplaza

adecuadamente con los términos ya desarrollados.

4.3 DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CIPROFLOXACINO
Y TETRACICLINA POR HPLC

Para la determinacion y cuantificacion de Ciprofloxacino y Tetraciclina, se
construyé la curva de calibracion con los respectivos estandares, en las
concentraciones de 100, 500, 1000, 1500 y 2000 pg/L, a partir de una solucion stock
de 50000 pg/L de Ciprofloxacino y 50000 pg/L de Tetraciclina.

El intervalo de la curva de calibracion se dié en funcién del limite maximo
permisible. (45) (46)

431 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE
CIPROFLOXACINO

Para preparar la solucion stock se pesé 1.25 mg del estandar de Ciprofloxacino
93.22 % HPLC vy se transfirié a una fiola de 25 mL completada a volumen con
solucion B, para lograr una concentracion stock de 50000 pg/L.

Calculo de la solucion stock de Ciprofloxacino: (45) (46)

1.25mg y 1000 pg o 1000 mL y 93.22
25 mL 1mg 1L 100

= 46610.00 pg/L
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432 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE
TETRACICLINA

Se pesd 1.25 mg del estandar de Tetraciclina 96.28 % HPLC y se transfirio a una
fiola de 25 mL completada a volimen con solucion B, para lograr una
concentracion stock de 50000 pg/L. (45) (46)

Calculo de la solucion stock de Tetraciclina:

1.25 mg - 1000 pg s 1000 mL y 96.28
25mL 1 mg 1L 100

= 48140.00 pg/L

La preparacion del estandar debe ser similar a la muestra siendo asi, se prepararon
5 mL de disoluciones patrén con concentraciones de 100, 500, 1000, 1500 y 2000
pg/L procediendo de la siguiente forma:

v/ Se tomo cierta cantidad en microlitros de la solucion stock, equivalente

a la concentracion requerida, como se muestra en la Tabla N°2.3
v" Se llevé a volumen con la solucién B.

v" La solucion stock inicialmente preparada se protegio6 de la luz forrando
la fiola con papel aluminio, de la misma forma se protegieron las disoluciones
patrén. Los tubos para extraccion también fueron forrados con papel aluminio
para proteger a la solucién estandar de la luz.
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Tabla N° 2. 3 Concentraciones de disoluciones patron pg/L equivalente a pL

de Ciprofloxacino y Tetraciclina

Solucidén Stock Solucidén Stock Concentracion
(ML) (ML) (Mg/L)
Ciprofloxacino Tetraciclina
10 10 100
50 50 500
100 100 1000
150 150 1500
200 200 2000

FUENTE: Registro de investigacion propios

4.3.3 EXTRACCION DE CIPROFLOXACINO Y TETRACICLINA EN
MUESTRAS DE LECHE DE VACUNO

Para la determinacion de las trazas en muestras de leche de vacuno, se realizé de
igual manera que las disoluciones patrén. La extraccion se realizé precipitando

proteinas y grasas. (28)
El procedimiento de extraccion de la muestra de leche se detalla a continuacion:

—  Se tomo aproximadamente 1 litro de muestra de leche que contenia el
tanque de muestreo, esta muestra se virtio en una botella previamente
cubierto de papel aluminio, para luego ser etiquetado y codificado. Las

muestras se refrigeraron hasta su respectivo analisis.
—  Setomo una alicuota de 5 mL de la muestra de leche a un tubo centrifuga.
—  Seafadi6o 0.1 mg de EDTA, para luego llevar a vortex por 3 min.

—  Después se agrego6 5 pul de acido orto fosforico, para luego llevar a vortex

por 5min.

Posteriormente al mismo tubo se agregdé 3 mL de acetonitrilo.
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—  Luego se centrifugd por 10 min. a 6000 rpm.

—  Se tomo 500 uL del sobrenadante, para luego secar y concentrar a flujo

de aire.
—  El residuo se disolvié con 500 pL de la solucion B.

—  Posteriormente estos 500 pLL que contienen la extraccion de los

analitos es llevado a un agitador vortex.

—  El volumen de 500 pL fue filtrado por un filtro de jeringa anotop de
0.45 pum.

—  Se inyecto 10 uL de este filtrado al equipo de HPLC, realizamos estas

inyecciones por triplicado para obtener las respectivas areas.
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CAPITULO I1I
RESULTADOS Y DISCUSION
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1. OPTIMIZACION DE CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Antes de la estandarizacion del método cromatografico se hizo la prueba en la columna
Chromolith RP-18e de 100 — 4.6 mm para la identificacién de Ciprofloxacino y
Tetraciclina guiandonos de Hu Yu, Hui Mu (30) reportando en su trabajo la utilizacion
de la columna cromatografica Kromasil C18 (150-4.6 mm) y Néajla Mohamad (50)
también reportando en su trabajo que utilizo6 la columna LiChrospher 100 RP-18 (125-
4 mm), estudios en los que se observd que si se puede identificar ambos

antimicrobianos con un mismo método.

Luego de multiples pruebas con la columna Chromolith RP-18e de 100-4.6 mm, nos
respaldamos de estos estudios para poder resumir lo que se muestra en la tabla N°3.1.
En la que se observa que los tiempos de retencion de los dos antimicrobianos son
favorables para nuestra estandarizacién del método y para la determinacion de
Ciprofloxacino y Tetraciclina en leche de vacuno.

1.1 PREPARACION DE LA SOLUCION ESTANDAR DE
CIPROFLOXACINO Y TETRACICLINA

Se pes6 1.25 mg y 1.25 mg de Ciprofloxacino y Tetraciclina respectivamente
disolviendo ambos en diferente fiolas de 25 mL con solucion B logrando

concentraciones stock tedricas de 50000 pg/L y 50000 pg/L respectivamente.

Caracteristicas comunes de las columnas mencionadas en la tabla N°3.1:
Columna Kromasil 100-5-C18:
- Tamafio del poro: 100 A
- Tamario de particula: 5 um
- Fase estacionaria: C18 octadecilsilano
- Dimensiones: 150 x 4.6 mm
LiChrospher 100 RP-18 (125x4 mm):
- Didmetro de poro: 100A

- Didmetro de particula: 5um
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- Fase estacionaria: C18 octadecilsilano

- Dimensiones: 125 x 4.0mm

Chromolith RP-18e de (100- 4.6 mm)

- Diametro de poro: 100A
- Didmetro de particula: 5um
- Fase estacionaria: octadecilsilano con tope completo

- Dimensiones: 100 x 4.6 mm

Tabla N° 3. 1 Columnas para la identificacion de Tetraciclinay Ciprofloxacino

COLUMNA FASE MOVIL TIEMPO DE ANALITO
RETENCION
Kromasil C18 Acido acético 0.1 7.21 min. Ciprofloxacino
(150-4.6mm) %:Metanol (gradiente) 8.93 min Tetraciclina
LiChrospher 100 Agua:Acetonitrilo: 2.49 min. Ciprofloxacino
RP-18 (1254 | Tyigtilamina (80:20:0.3)
mm)
Chromolith RP-18e Solucién C*: 4.5 min. Ciprofloxacino
de (100- 4.6 mm) Acetonitrilo (13:87) 4.1 min Tetraciclina

FUENTE: Registro de investigacion propios.

1.2 PREPARACION DE LA FASE MOVIL

Preparacion de acido ortofosforico 0.025M c.s.p. 1000 mL: En una fiola de 1000
mL se agregd 500 mL de agua y 1 mL de &cido ortofosférico, llevamos a volumen
con agua para luego medir el pH. Se separd las proporciones necesarias de esta

solucion para la preparacién de la solucion A 'y solucion C respectivamente.
Solucién A: acido fosforico 0.025 M a pH 2

Solucién B: mezcla de acetonitrilo y solucion A (13:87)
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Solucién C*: Solucion A ajustar a un pH 3 + 0.1 con trietilamina.

La propuesta de realizar la determinacién de Ciprofloxacino y Tetraciclina con esta
fase movil se apoya en los trabajos denominados “Determinacdo de tetraciclina em
liquido sinovial de vacas com doenca podal” (51) y “Quantitative determination of
ciprofloxacin in pharmaceutical preparations by high performance liquid
chromatography” (50) y “Deteccion y cuantificacion de residuos antimicrobianos
en tejido muscular de pollo en cuatro mercados de Lima”(29). Dando como
propuesta un mecanismo de reaccion entre la columna y los analitos, obteniéndose
asi resultados satisfactorios.

El mecanismo sugiere suprimir la ionizacion con la finalidad de conseguir
moléculas en forma no ionizada, de ese modo conseguir el aumento de la interaccion
del analito con la fase estacionaria. Normalmente se afiaden aditivos tales como
trietilamina y acido fosférico para controlar el pH dentro del rango 2-4, reduciendo
de tal forma las colas cromatogréficas e incrementado la agudeza de los picos.
(52)(53)(54)

La supresion ionica es un tipo de cromatografia de fase reversa que se utiliza para
la separacion de especies ionizables. Se recomienda el uso de este tipo de

cromatografia especialmente para moléculas como nuestros analitos.

1.3 CONDICIONES OPTIMAS PARA LA DETERMINACION DE
CIPROFLOXACINO Y TETRACICLINA POR HPLC

Se procedio a realizar los ensayos preliminares y se establecieron como condiciones

cromatogréficas para ambos antimicrobianos las siguientes:
—  Fase movil: Acetonitrilo : Solucion C (13:87)
—  Flujo: 1.0 mL/min
—  Longitud de onda: 280 nm
—  Tiempo de retencion: 4.1 minutos aproximadamente Tetraciclina

4.5 minutos aproximadamente Ciprofloxacino
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REPOSITORIO DE

—  Volumen de inyeccién: 10 puL

En la figura N°3.1 se observa el cromatograma de picos de los antimicrobianos y

la muestra con mayor area.
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Figura 3. 1 Tiempos de retencion de Ciprofloxacino y Tetraciclina.

2. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA ANALITICA

Luego de establecer las condiciones cromatogréaficas, se inici6 el procedimiento de la
estandarizacion de la técnica analitica, evaluandose los parametros de linealidad,

precision, exactitud y el limite de cuantificacion y deteccion.

2.1 LINEALIDAD PARA EL ESTANDAR DE CIPROFLOXACINO Y
TETRACICLINA

2.1.1 LINEALIDAD PARA EL ESTANDAR DE CIPROFLOXACINO

Para la evaluacion de la linealidad se prepar6 la solucion stock del estandar de
Ciprofloxacino conforme el procedimiento descrito en el capitulo de materiales y

métodos.

A partir de la solucién stock de 50000 pg/L se prepararon 5 diluciones estandar
a las concentraciones teoricas de 100, 500, 1000, 1500 y 2000 ug/L. Se extrajo
tres repeticiones por cada concentracion del estandar, este procedimiento se
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realiz6 a su vez tres veces, lo que permitio hallar tres curvas de calibracion

promedio en tres dias diferentes como se muestra en la tabla N°3.2.

Tabla N°3.2 Areas para determinar la linealidad del estandar

Ciprofloxacino

CURVA CO“‘ESS}E’)‘C'O” Areal | Area2 | Area3 Prﬁr;ee"’(‘jio
100 36804 | 36920 | 36870 | 36895
500 179856 | 179846 | 179200 | 179523
| 1000 361017 | 360137 | 359477 | 359807
1500 544802 | 543122 | 545177 | 544150
2000 717276 | 712262 | 718294 | 715278
100 36245 | 36564 | 36011 | 36288
500 182456 | 183820 | 183036 | 183428
I 1000 350478 | 359225 | 358745 | 358935
1500 538931 | 546621 | 548904 | 547763
2000 722635 | 724739 | 725816 | 725278
100 36248 | 36988 | 37149 | 37069
500 183461 | 182938 | 183879 | 183409
1 1000 367621 | 367409 | 368671 | 368040
1500 540232 | 542123 | 540031 | 541077
2000 726917 | 722491 | 720215 | 721353

FUENTE: Registro de investigacion propios

La evaluacion estadistica de la linealidad y proporcionalidad se realizé como se
describe a continuacién:

a. Recta de regresion lineal por el método de minimos cuadrados

Se realiz6 una curva de calibracion ajustada considerando las tres curvas de

calibracion anteriores en la figura 3.2.

Se evidencia la linealidad del método, que fue construida por la concentracion

versus el area, en la que la respuesta (Y) es dependiente de la concentracion (X).
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Figura 3. 2 Curva de calibracion promedio para la linealidad de Ciprofloxacino.

Siendo la ecuacion de la recta:

Y=1641.274 + 360.334 X

Se recalcul6 las concentraciones finales considerando la pureza del estandar, que
fue de 93.22%. Para poder haber hallado la pendiente “b” y el intercepto “a” fue
necesario establecer la recta de regresion lineal como se muestra en la tabla N°3.3

Obteniendo un coeficiente de correlacion “r” de 0.9999 que se determiné con los

valores hallados en la tabla N°3.3.

Este valor nos indica el grado de intensidad de la relacion que existe entre las

variables “X”e”’Y” es casi perfectamente lineal.

Posteriormente se hallo el coeficiente de determinacion “r?” hallandose un valor
de 0.9998, este valor es muy cercano a 1 estableciendo que el modelo lineal es

adecuado para describir la relacion existente entre las variables “X” e “Y™.

Afirmando que el 99.98% de las variaciones se debe a la influencia de la variable
C‘X,D.
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b. Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

Para hallar el coeficiente de variacién se calculo primero la media aritmética y la
varianza, datos que se muestran en la tabla N°3.3. El coeficiente de variacion es

la relacién que hay entre la varianza y la media aritmética multiplicado por cien.

El valor encontrado para el coeficiente de linealidad fue de 1.120%, este resultado
es menor al 5%, por lo tanto el factor respuesta es semejante entre si y cercano al

valor de la pendiente.

c. Test de Cochran

Al ser Gexperiemtai=0.3414 menor al Grana=0.6830 para 3(5-2=3) grados de libertad
a un nivel de confianza del 95%, siginifica que las varianzas de las
concentraciones son homogéneas, es decir que el factor concentracion no influye

en la variabilidad de los resultados.
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Tabla N°3.3 Datos para determinar la proporcionalidad y linealidad del Ciprofloxacino

i%gﬁ?g;ﬁ&ﬁn N° Replica prczi?:'zizng;:gfli(;nx Area promedio Y XxY XA2 YA2 Factcg/;(es(%uesta Varianza
1 93.220 36895 3439351.900 8689.968 1361241025.000 395.784

100 2 93.220 36288 3382720.750 8689.968 1316782656.251 389.267 1.94E+01
3 93.220 37069 3455525.570 8689.968 1374073692.251 397.645
1 466.100 179523 83675670.300 217249.210 32228507529.000 385.159

500 2 466.100 183428 85495790.800 217249.210 33645831184.000 393.537 2.33E+01
3 466.100 183409 85486701.850 217249.210 33638677872.251 393.496
1 932.200 359807 335412085.400 868996.840 129461077249.000 385.976

1000 2 932.200 358985 334645817.000 868996.840 128870230225.000 385.094 2.89E+01
3 932.200 368040 343086888.000 868996.840 135453441600.000 394.808
1 1398.300 544150 760884245.850 1955242.890 296098678350.251 389.150

1500 2 1398.300 547763 765936303.750 1955242.890 300043756406.251 391.735 5.73E+00
3 1398.300 541077 756587969.100 1955242.890 292764319929.000 386.953
1 1864.400 715278 1333564303.200 3475987.360 511622617284.001 383.651

2000 2 1864.400 725278 1352207371.000 3475987.360 526027452006.251 389.014 7.30E+00
3 1864.400 721353 1344890533.200 3475987.360 520350150609.000 386.909

Y (sumatoria) 14262.660 5538340 7592151277.670 19578498.805 2944256837617.500 5848.181 8.45E+01

Promedio 950.844 369222.67 Promedio 389.879 1.69E+01

D.S. 4.371 1.01E+01

FUENTE: Registro de investigacion propios

43




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

2.1.2 LINEALIDAD PARA EL ESTANDAR DE TETRACICLINA

Para la evaluacion de la linealidad se prepar6 la solucion stock del estandar de
Tetraciclina. Con lo que se prepard 5 diluciones patron a las concentraciones
tedricas de 100, 500, 1000, 1500 y 2000 pg/L. Se recalculd las concentraciones
finales considerando la pureza del estandar, que fue de 96.28%. Como se muestra

los datos en la tabla N°3.4

Tabla N°3.4 Areas para determinar la linealidad del estandar Tetraciclina

CURVA | Concentracion | x., 4 Area 2 Area 3 Area
(ug/L) promedio

100 10360 10716 10516 10616

500 52757 52061 52230 52146

I 1000 105160 105578 105456 105517

1500 151360 152417 151195 151806

2000 207896 203789 206735 205262

100 10836 10472 10521 10497

500 52425 52448 52894 52671

| 1000 103371 103766 104284 104025

1500 155617 156134 155443 155789

2000 205478 201347 206337 203842

100 11020 10626 10805 10716

500 53164 52794 52765 52780

i 1000 104074 103785 103741 103763

1500 154396 153070 153044 153057

2000 206155 205488 204604 205046

FUENTE: Registro de investigacion propios

La evaluacion estadistica de la linealidad y proporcionalidad se realiz6 al igual

que Ciprofloxacino.
a. Recta de regresion lineal por el método de minimos cuadrados

Luego se realizd una curva de calibracion ajustada considerando las tres curvas
de calibracion en la figura 3.3. Se evidencia la linealidad del método, que fue
construida por la concentracion versus el area, en la que la respuesta (Y) es

dependiente de la concentracion (X).
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Figura 3. 3 Curva de calibracion promedio para la linealidad de Tetraciclina.

Siendo la ecuacion de la recta:

Y=1241.894 + 101.889 x

Para poder haber hallado la pendiente “b” y el intercepto “a” fue necesario

establecer la recta de regresion lineal como se muestra en la tabla N°3.5

(I3}
r

Obteniendo un coeficiente de correlacion “r” de 0.9999 que se determino con los

valores hallados en la tabla N°3.5

Este valor nos indica el grado de intensidad de la relacion que existe entre las

variables “X” e ”Y” es casi perfectamente lineal.

Posteriormente se hallé el coeficiente de determinacion “r?” hallandose un valor
de 0.9997, este valor es muy cercano a 1 estableciendo que el modelo lineal es

adecuado para describir la relacion existente entre las variables “X” e “Y”.
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Afirmando que el 99.97% de las variaciones se debe a la influencia de la variable
CGX”.

b. Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

Para hallar el coeficiente de variacion se calculd primero la media aritmética 'y la

varianza, datos que se muestran en la tabla N°3.5.
Se calculé al igual que el Ciprofloxacino.

El valor encontrado para el coeficiente de linealidad fue de 1.670%, este resultado
es menor al 5%, por lo tanto el factor respuesta es semejante entre si y cercano al

valor de la pendiente.

c. Test de Cochran

Al ser Gexperiemtai=0.4054 menor al Gtanla=0.6830 para 3(5-2=3) grados de libertad
a un nivel de confianza del 95%, significa que las varianzas de las
concentraciones son homogeéneas, es decir que el factor concentracién no influye

en la variabilidad de los resultados.
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Tabla N°3.5 Datos para determinar la proporcionalidad y linealidad del estdndar Tetraciclina

Concentracion Areas Factor
Concentracion (ug/L) [N° Replica . XxY XA2 YA2 respuesta | Varianza
(ug/L) X promedio Y vIX ()
1 96.280 10616 1022108.480 9269.838 112699456.000 110.262
100 2 96.280 10497 1010603.020 9269.838 110176512.250 109.021 | 1.30E+00
3 96.280 10716 1031688.340 9269.838 114821940.250 111.295
1 481.400 52146 25102843.700 231745.960 2719153170.250 108.321
500 2 481.400 52671 25355819.400 231745.960 2774234241.000 109.412 | 4.96E-01
3 481.400 52780 25408051.300 231745.960 2785675620.250 109.638
1 962.800 105517 101591767.600 926983.840 11133837289.000 | 109.594
1000 2 962.800 104025 100155270.000 926983.840 10821200625.000 | 108.044 | 9.66E-01
3 962.800 103763 99903016.400 926983.840 10766760169.000 | 107.772
1 1444.200 151806 219238225.200 2085713.640 23045061636.000 | 105.114
1500 2 1444.200 155789 224989751.700 2085713.640 24270056732.250 | 107.872 | 1.99E+00
3 1444.200 153057 221044919.400 2085713.640 23426445249.000 | 105.980
1 1925.600 205262 395252507.200 3707935.360 42132488644.000 | 106.596
2000 2 1925.600 203842 392518155.200 3707935.360 41551560964.000 | 105.859 | 1.58E-01
3 1925.600 205046 394836577.600 3707935.360 42043862116.000 | 106.484
Y (sumatoria) 14730.840 1577531 | 2228461304.540 | 20884945.915 | 237808034364.250 | 1621.264 | 4.91E+00
Promedio 982.056 105168.70 Promedio 108.084 | 9.81E-01
D.E. 1.804 7.12E-01

Fuente: Registro de investigacion propios
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Observamos en la figura N°3.4 el cromatograma de los tiempos de retencion de

Ciprofloxacino y Tetraciclina a diferentes concentraciones.

400000
[ oy w o
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Figura 3. 4 Picos de Ciprofloxacino y Tetraciclina a diferentes
concentraciones.

2.2 PRECISION

Después de la linealidad se procedio a determinar la precision con las condiciones
establecidas en el capitulo Il de este proyecto. La USP-40 (53) considera que la
repetibilidad se evalué utilizando un minimo de nueve determinaciones y sefiala un

CV% no més del 2 %, inyectando 9 veces la extraccion de la solucion estandar.

221 PRECISION PARA LA DETERMINACION DEL
CIPROFLOXACINO

La precision del método se realizd conforme lo descrito en la parte de materiales
y métodos de la investigacion. Bajo este procedimiento se extrajo nueve veces la
misma muestra de leche de vacuno con una concentracion de 1000 pg/L de
Ciprofloxacino, estas muestras fueron inyectadas al equipo obteniéndose como

respuestas areas respectivas para cada muestra.

La evaluacion de la precision del metodo se hizo en atencion al calculo de la

media, la desviacidn estandar y la relacion entre ambos, es decir, la desviacién
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estandar relativa (DSR) o coeficiente de variabilidad (CV). Estos resultados son

ofrecidos en la Tabla N°3.6.

Tabla N° 3. 6 Determinacion de la Precision (Areas y Concentraciones) para

el estdndar Ciprofloxacino

Repeticiones Area pg/L

1 360011 994.440

2 360123 994.750

3 359921 994.190

4 359940 994.240

5 359796 993.840

6 359945 994.250

7 359738 993.910

8 360040 994.520

9 360017 994.450

Promedio 359837 993.955
D.E. 421.973 1171
CV.% 0.118 0.118

Fuente: Registro de investigacion propios

La tabla N°3.6 ofrece los resultados del coeficiente de variabilidad para la
precision del método analitico que se expresa como las desviacion estandar
relativa o coeficiente de variacion, de las mediciones realizadas se obtuvo un
valor de 0.118% como coeficiente de variacion, el cual indica que el conjunto de

datos en relacion a su media, se encuentra con un grado de dispersion de 0.118%.

Segln la USP-40 establece que el valor de coeficiente de variacion 0.118% es
aceptable ya que el limite para esta ocasion fluctia menor al 2 % por lo tanto se

encuentra que el método es preciso para Ciprofloxacino. (53)
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2.2.2 PRECISION PARA LA DETERMINACION DE LA TETRACICLINA

Se realiz6 como minimo nueve extracciones de una misma muestra de leche de
vacuno para poder evaluar la repetibilidad del método para Tetraciclina. Bajo este
procedimiento se extrajo la muestra de leche de vacuno con una concentracion de
1000 pg/L, después de haberse realizado las nueve extracciones las muestras fueron

inyectadas al equipo para obtener las areas respectivas.

La evaluacion de la precision del método se hizo en atencidn al calculo de la media
y la desviacion estandar y la relacion entre ambos, es decir, la desviacion estandar
relativa o coeficiente de variabilidad.

La tabla N°3.7 muestra los resultados de los coeficientes de variabilidad para la
precision del método analitico, obteniéndose un coeficiente de variacion de 0.350%
El limite de repetibilidad, que también indica que el conjunto de datos en relacién a
su media, se encuentra con un grado de 0.350% de dispersion.

Tabla N° 3. 7 Determinacion de la Precision (Areas y Concentraciones) para

el estandar Tetraciclina

Repeticiones Area ng/L

1 101393 982.940

2 101304 982.070

3 101207 981.120

4 101291 981.940

5 100999 979.070

6 101195 981.000

7 101281 981.840

8 101292 981.090

9 101285 981.110
Promedio 101154 980.59
D.E. 346.128 3.400
CV.% 0.342 0.350

Fuente: Registro de investigacion propios
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Segun la USP-40 el valor de 0.350% de dispersion es aceptable ya que el limite para
esta ocasion es C.V menor al 2 % por lo tanto se encuentra que el método es preciso.
(53)

2.3 EXACTITUD

Para determinar la exactitud se considerd nueve determinaciones sobre un minimo

de tres niveles de concentracion segun la USP-39. (54)

23.1 EXACTITUD DETERMINACION DEL

CIPROFLOXACINO

PARA LA

La evaluacion de la exactitud se realiz6 mediante el método de enriquecimiento
de la muestra con la adicion de concentraciones conocidas del estandar de
Ciprofloxacino, conforme se detalld en materiales y método. Bajo este
procedimiento se realizaron las extracciones de la muestras sin fortificar, las tres

extracciones de las muestras fortificadas y las extracciones de los estandares.

Se obtuvieron como respuestas las areas que estan detalladas en la tabla N°3.8,
asi como las respectivas concentraciones en Wg/L que corresponde a cada
muestra. Cada muestra fortificada y sin fortificar se inyectdé al equipo por

triplicado.

Tabla N° 3. 8 Datos de las Muestras fortificadas con Ciprofloxacino

Area Muestra M + 300 ug\L | M + 1000 pug\L | M + 1700 pg\L
(M)

Area 1 51717 168441 440125 700635

Area 2 51730 161928 439658 697686

Area 3 51781 167872 439279 686945

Fuente: Registro de investigacion propios
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Posteriormente se calcul6 el porcentaje de recuperacion conforme el método
descrito. Con este fin primero se calcularon las areas experimentales netas, de las
tres concentraciones evaluadas, y luego se hallo las respuestas verdaderas,
interpolando en la ecuacion de regresion lineal de la exactitud del método para
las tres concentraciones en evaluacion, siendo asi los datos de los estandares

extraidos se muestran en la tabla N°3.9.

Tabla N°3.9 Datos del estandar extraido por el método para la exactitud

Concentracion (ug/L) Area 1 Area 2 Area promedio
300 108063 108487 108275
1000 362205 363243 362724
1700 612075 613891 612983

Fuente: Registro de investigacion propios

Tabla N° 3. 10 Porcentaje de recuperacion del metodo para Ciprofloxacino

Concentracion N° < < - Porcentaje_ fje
'« Area Neta Area Teorica recuperacion
(ug/L) Réplicas (%R)
1 116724 116841 99.900
300 2 110198 116841 94.315
3 116091 116841 99.358
1 388408 387552 100.221
1000 2 387928 387552 100.097
3 387498 387552 99.986
1 648918 658263 98.580
1700 2 645956 658263 98.130
3 635164 658263 96.491
Promedio 98.564
D.E. 1.888
CV.% 1.915

Fuente: Registro de investigacion propios
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La tabla N° 3.10 muestran los porcentajes de recuperacion de las tres réplicas de
concentraciones estos porcentajes se ubican muy poco distantes del 100%, sin
embargo, la muestra estuvo conformada por leche proveniente de tanque de
recoleccion de este producto lacteo, esto es, se trata de un producto cuyo
contenido del analito es erratico, eso a diferencia del contenido de
antimicrobianos presentes en formas farmacéuticas como por ejemplo soluciones
parenterales, en donde es uniforme y constante. Por lo que para efectos de este
estudio se debe aceptar margenes amplios, cuando se trata de matrices de
composicion compleja cualitativa y cuantitativamente como son las leches de
vacuno. (54)(55)

Los datos y resultados obtenidos en la determinacion de la exactitud, fueron
evaluados por medio de la prueba tabla teswdent, para comprobar que el valor medio

no difiere significativamente del aceptado como referencia.

Obteniendo como resultado un valor texperimental: 2.249 y encontrdndose como un
valor tabia: 2.306 para 8 (9-1=8) grados de libertad, con un nivel de confianza de
95%.

Se observa en la tabla N°3.11 que el texperimental €S MeNOr quE tiapia, demMostramos
que no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100%
siendo la exactitud apropiada la media del porcentaje de recuperacion de la
metodologia fue 98.564%. Se determind un coeficiente de variacion de 1.915%,

indicando el grado de dispersion del conjunto de datos respecto a su media.

Segun la AOAC la recuperacion de 98.564% del antimicrobiano podria ser un
resultado aceptable, ya que se ubica dentro del rango (80 — 110%) como se

observa en la tabla N°3.16.
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Tabla N° 3. 11 Prueba t para el porcentaje de recuperacion del estandar

Ciprofloxacino

N° Rep: 9.000
GL= 8.000
Significancia 0.050
Valor t tablas= 2.306
texp 2.249

Fuente: Registro de investigacion propios

23.2 EXACTITUD LA DETERMINACION DE LA

TETRACICLINA

PARA

La evaluacion de la exactitud se realizd mediante el método de enriquecimiento
de la muestra con la adicion de concentraciones conocidas del estandar de
Tetraciclina, conforme se detallo6 en la parte de materiales y métodos de la
presente investigacion. Bajo este procedimiento se prepar6 y afadié tres
concentraciones de soluciones stock de 300, 1000 y 1700 pg\L del estandar de
Tetraciclina. Cada muestra fortificada y sin fortificar se inyect6 al equipo por

triplicado. Como se muestra en la tabla N°3.12.

Tabla N° 3. 12 Datos de las muestras fortificadas con Tetraciclina

Area Muestra M + 300 ug\L | M + 1000 pg\L | M + 1700 pg\L
(M)

Area 1 65840 95646 167347 235421

Area 2 66902 95689 169016 234411

Area 3 64660 94425 166766 233650

Fuente: Registro de investigacion propios
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Posteriormente se calcul6 el porcentaje de recuperacion conforme el método
descrito. Con este fin primero se calcularon las areas experimentales netas, para
las tres concentraciones diferentes, y luego se hall6 las respuestas verdaderas,
interpolando en la ecuacion de regresion lineal que se hallé para la exactitud del
método, siendo asi, los datos de los estdndares extraidos se muestran en la tabla
N°3.13.

Tabla N°3.13 Datos del estandar extraido por el método para la exactitud

Concentracion (ug/L) Area 1 Area 2 Area promedio
300 31248 30951 31100
1000 104285 105243 104764
1700 178075 176891 177483

Fuente: Registro de investigacion propios

En la tabla N° 3.14 muestran los porcentajes de recuperacion de las tres réplicas
de las tres concentraciones, estos porcentajes se ubican muy poco distantes del
100%. Los datos muestran que se determind un coeficiente de variacion de
1.919%, indicando el grado de dispersion del conjunto de datos respecto a su

media.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA '
DE SANTA MARIA

Tabla N° 3. 14 Porcentaje de recuperacion del método para Tetraciclina

Concentracion " " Porcentaje de
(Lg/L) N°Replicas | Area Neta | Area Teodrica recuperacion
Mg (%R)
1 29806 30591 97.434
300 2 28787 30591 94.103
3 29765 30591 97.300
1 101507 101711 99.800
1000 2 102114 101711 100.396
3 102096 101711 100.379
1 169581 172831 98.120
1700 2 167509 172831 96.921
3 168990 172831 97.778
Promedio 98.026
D.E. 1.881
CV.% 1.919

Fuente: Registro de investigacion propios

La recuperacion de Tetraciclina fue de 98.026%, segun la AOAC también se
ubica dentro del rango (80 — 110%).

El porcentaje de promedio, podria considerarse satisfactoria, sin embargo, se

requiere una prueba t para verificar esta exactitud, tal como se describi6 en el

apartado metodoldgico capitulo |1, se calcula la texperimental, Y S€ halla el tiania para

n-1 grados libertad a un nivel de confianza del 95%. A continuacion, tabla N°

3.15.

Tabla N° 3. 15 Prueba t para el porcentaje de recuperacién del estandar

Tetraciclina
N° Rep: 9.000
GL= 8.000
Significancia 0.050
Valor t tablas= 2.306
texp 2.289

Fuente: Registro de investigacion propios
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Para la prueba t de Student se observa que el texperiemntal €5 de 2.289 menor al ttapia
para 8 (9-1=8) grados de libertad con un nivel de confianza de 95%. Por lo tanto
se concluye que no existe diferencia significativa entre la recuperacion medio y
el 100%, siendo la exactitud apropiada la media del porcentaje de recuperacién

del método analitico fue 98.026%.

Segun la AOAC la recuperacion de 98.026% del antimicrobiano podria ser un
resultado favorable, ya que se ubica dentro de los rangos (80 — 110%) como se

observa en la tabla N°3.16.

Tabla N° 3. 16 La recuperacion prevista como una funcion de la

concentracion del principio activo

Unidad Rango aceptable %
100 % - 10% 98-102
1% 97-103
0.1% 95-105

100 ppm (mg/Kg) -
10 ppm (mg/Kg) 97-103

1 ppm (mg/Kg) - 100

ppb (Hg/KQ) 80-110
10 ppb (ng/Kg) 60-115
1ppb(ug/Kg) 40-120

FUENTE: AOAC internacional (56)
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2.4 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

24.1

DETERMINACION DEL CIPROFLOXACINO

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION PARA LA

El célculo de los limites de deteccion y cuantificacion se realizé conforme el

método descrito, utilizando la informacion proveniente del promedio de las tres

repeticiones realizadas para la linealidad, construyendo también la curva de

calibracion promedio. Estas areas promedio son las siguientes.

Tabla N° 3.17 Datos para determinar la linealidad promedio de las tres

repeticiones del Ciprofloxacino

Conc. PromRepl | PromRep2 | PromRep 3 | Promedio D.S.
Mg/l (area) (area) (area) (area)
100 36895 36288 37069 36750.677 | 410.017
500 179523 183428 183409 182120.000 | 2249.088
1000 359807 358985 358985 362277.333 | 5007.511
1500 544151 547763 547763 544330.000 | 3346.631
2000 715278 725278 725278 720636.333 | 5038.374

Fuente: Registro de investigacion propios

La tabla N° 3.17 tiene los siguientes datos: en el eje “x” (concentracién): 100,
500, 1000 y 1500 y 2000 pg\L y en el eje “y” (desviacion estandar): 410.018,
2249.088, 5007.511, 3346.631, 5038.374 respectivamente.

De esta forma se reemplaza los valores calculados con la férmula mostrada en el

capitulo II y se calcula, los valores de “a”, “b”, LOD y LOQ, para este ensayo.

Posteriormente se confecciono con los datos de la desviacion estandar para cada

concentracion, una curva y su respectiva ecuacién de regresion lineal.
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Figura 3. 5 Desviacion estandar versus concentracion de Ciprofloxacino.

La ecuacién de regresion lineal para la desviacion estdndar vs concentracion

queda como sigue:

y =1046.1 + 2.1218 x

Reemplazando en esta ecuacion para una desviacion estdndar a concentracion

cero (0) se halla el valor de Sg de:
Sg=1046.1

Con los valores de Yg y Sg reemplazando en la formula descrita anteriormente se

tiene los valores de limite de deteccion y cuantificacion.
Limite de deteccién = 5.925 ug/L
Limite de cuantificacion = 15.003 pg/L

Segun Ibarra Samuel en su trabajo Aplicacion de extraccion en fase sélida
magnética acoplada a sistemas de separacion instrumental para el analisis de
residuos de antibioticos en leche entre ellos Ciprofloxacino, en dicho trabajo

resalta la validacién de los métodos, en cuanto a su limite de cuantificacion para

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

Ciprofloxacino obtuvo 30 pg/L, en comparacion a este trabajo que obtuvo 15.003

pg/L. En ambos trabajos se observa resultados validos. (57)

242 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION PARA LA
DETERMINACION DE TETRACICLINA

Para el calculo de los limites de deteccidn y cuantificacion se realiz conforme el
método descrito, utilizando la informacion proveniente del promedio de las tres
repeticiones realizadas para la linealidad, construyendo también la curva de

calibracion promedio. Estas areas promedio son las siguientes.

Tabla N° 3.18 Datos para determinar la linealidad promedio de las tres

repeticiones de la Tetraciclina

Conc PromRepl [ PromRep2 | PromRep 3 | Promedio D.S.
Mg/l (area) (area) (area) (area)
100 10616 10497 10716 10609.677 | 109.637
500 52146 52146 52780 52532.333 | 338.984
1000 105517 104025 103763 104435.000 | 946.152
1500 151806 155789 153057 153550.670 | 2036.873
2000 205262 203842 205046 204716.677 | 765.144

Fuente: Registro de investigacion propios

La tabla N° 3.18 tiene los siguientes datos: en el eje “x” (concentracion): 100, 500,
1000 y 1500 y 2000 pg\L y en el eje “y” (desviacion estandar): 100.637, 338.984,
946.152, 2036.873, 765.144 respectivamente.

De esta forma se reemplaza los valores calculados en la formula mostrada en el

capitulo II inicio y se calcula, los valores de “a”, “b”, LOD y LOQ, para este ensayo.

Con esta informacion se encontro la ecuacion de regresion lineal:

y =101.889 x + 1241.895
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El valor de Yg se obtiene reemplazando en la ecuacion considerando como valor

de concentracion a cero (0), y el b toma el valor de la pendiente de la curva.
Yg=1241.895
b =101.889

Posteriormente se confecciond con los datos de la desviacidn estandar para cada
concentracion, una curva y su respectiva ecuacion de regresion lineal. Figura 3.6

D.S.
2500
y = 0.6202x + 206.73
+ 2000 R?=0.3975 e
3
8
E 1500
c
p
S 1000 o
2 °
(]
8 500
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0
0 500 1000 1500 2000 2500
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Figura 3. 6 Desviacion estandar versus concentracion de Tetraciclina.

La ecuacién de regresion lineal para la desviacion estandar vs concentracion

queda como sigue:
y =0.6202 x + 206.73

Reemplazando en esta ecuacion para una desviacion estandar a concentracion

cero (0) se halla el valor de Sg de:
Sg = 206.73

Con los valores de Yg y Sg reemplazando en la formula descrita en el capitulo

anterior se tiene los valores de limite de deteccion y cuantificacion.
Limite de deteccién = 8.173 pg/L

Limite de cuantificacion = 14.525 ug/L
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Comparando los resultados con Ibarra Samuel (58) Aplicacion de extraccion en
fase solida magnética acoplada a sistemas de separacion instrumental para el
analisis de residuos de antibioticos en leche entre ellos Tetraciclina, obtuvo como
limite de cuantificacion 27 pg/L resaltando en su validacion del método, en
comparacién a nuestro método que nos da un limite de cuantificacion de 14.525

ug/L, siendo favorable ambos resultados.

3. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CIPROFLOXACINO Y
TETRACICLINA EN LAS MUESTRAS DE LECHE

Para la determinacidn y cuantificacion de Ciprofloxacino y Tetraciclina se procedié a
la toma de las muestras de leche previa coordinacion con los encargados y/o
propietarios de los establos, esta toma fue conforme el método descrito, y se les asigno
un cédigo, con la finalidad de no tener sesgos en la interpretacion de resultados. Figura
3.7

Figura 3. 7 Codificacion de las muestras.

La tabla N°3.19 recoge los codigos asignados a las muestras segun la fecha de colecta,
como se aprecia en el cuadro se trabajé con 20 muestras provenientes de establos
diferentes.
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Tabla N° 3. 19 Codificacion de las muestras de leche de vacuno evaluadas

Cddigo Fecha de colecta
M- 01 10/09/18
M -02 11/09/18
M - 03 14/09/18
M - 04 18/09/18
M -05 19/09/18
M - 06 23/09/18
M - 07 23/09/18
M —08 24/09/18
M - 09 27/09/18
M -10 27/09/18
M-11 28/09/18
M-12 28/09/18
M —13 03/10/18
M- 14 04/10/18
M-15 04/10/18
M -16 10/10/18
M-17 10/10/18
M -18 11/10/18
M- 19 21/10/18
M -20 22/10/18

Fuente: Registro de investigacion propios
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3.1. CUANTIFICACION DE CIPROFLOXACINO

Tabla N° 3. 20 Concentracion en pg\L del contenido de Ciprofloxacino en las

muestras de leche de vacuno

Muestra é‘ergi é‘ergg Ccﬁ;'l’_om D.S. C.V.
M-01 9854 9855 84.529 0.007 0.821%
M-02 7602 7600 62.412 0.014 2.224%
M-03 4530 4529 32.266 0.007 2.151%
M-04 8526 8527 71.495 0.007 0.971%
M-05 9805 9801 84.024 0.028 3.304%
M-06 4519 4520 32.168 0.007 2.157%
M-07 11825 11836 103.923 0.076 7.346%
M-08 15646 15641 141.346 0.035 2.455%
M-09 5993 5997 46.650 0.028 5.951%
M-10 0 0 0.000 0.000 0.000%
M-11 15018 15012 135.177 0.042 3.080%
M-12 0 0 0.000 0.000 0.000%
M-13 9277 9278 78.866 0.007 0.880%
M-14 10784 10785 93.657 0.007 0.741%
M-15 0 0 0.000 0.000 0.000%
M-16 12352 12355 109.056 0.021 1.909%
M-17 10808 10805 93.873 0.021 2.218%
M-18 6988 6987 56.391 0.007 1.231%
M-19 0 0 0.000 0.000 0.000%
M-20 9735 9737 83.366 0.014 1.665%

Fuente: Registro de investigacion propios

La tabla N°3.20 ofrece los resultados para la concentracion de Ciprofloxacino en pg
calculada utilizando la ecuacion de regresion. Se observa que el mayor nivel de
concentracion corresponde a la muestra M-11 con 135.177 pg\L; como nivel de
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concentracion mas bajo de Ciprofloxacino tenemos a la muestra M-06 con 32.168
ug\L del antibacteriano, también no se detectd trazas de Ciprofloxacino en las

muestras codificadas como M-10, M-12, M-15 y M-19 por el método analitico.

Ademas, esta misma tabla muestra el coeficiente de variabilidad, se calcul6 este
valor para verificar la variacion entre el resultado de la concentracion de la muestra
y contra muestra, como se observa en todos los casos los coeficientes de variabilidad

no son mayores a 2%.

3.2. CUANTIFICACION DE TETRACICLINA

La tabla N°3.21 ofrece los resultados para la concentracion en pg\L calculada
utilizando la ecuacion de regresion. Se observa que el mayor nivel de concentracion
de tetraciclina corresponde a la muestra M-11 con 134.765 pg/L, como nivel de
concentracion mas bajo de tetraciclina tenemos a la muestra M-16 con 49.182 ug/L
del antibacteriano, cabe notar que las muestras codificadas como M-10, M-15 y M-
19 no se detectd la presencia de Tetraciclina por el método bajo estudio.

Del mismo modo que el anterior se realizé el calculo del coeficiente de variabilidad,
se calcul6 este valor para verificar la variacion entre el resultado de la concentracion
de la muestra y contra muestra, como se observa en la tabla N°3.21 los coeficientes
de variabilidad son aceptables.

Finalmente se procedié a establecer si la concentracion de trazas de Ciprofloxacino
y de Tetraciclina hallados en las muestras de leche de vacuno, mediante el método
estandarizado que utiliza Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, se encuentran
dentro de los limites maximo permisibles, que es de 100 pg/L, establecido por la
norma técnica sanitaria que establece los limites maximos de residuos (LMR) de
medicamentos veterinarios en alimentos de consumo humano NTS N° 120
MINSA/DIGESA en el Peru.
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Tabla N° 3. 21 Concentracién en pg\L del contenido de Tetraciclina en las

muestras de leche de vacuno

Muestra /QQS? /QQSZ‘ Cck'lg\f_om D.S. CV.
MOl | 10709 | 10705 | 92.896 | 0028 | 2.988%
M-02 | 6602 6600 | 52597 | 0014 | 2.639%
M-03 | 14543 | 14544 | 130550 | 0.007 | 0532%
M-04 | 7566 7567 | 62073 | 0007 | 1.118%
M-05 | 12705 | 12701 | 112.486 | 0028 | 2.468%
M-06 | 7897 7895 | 65307 | 0014 | 2.125%
M-07 | 10653 | 10656 | 92.381 | 0021 | 2.254%
M-08 | 11646 | 11641 | 102.088 | 0035 | 3.399%
M-09 | 8993 8091 | 76.064 | 0014 | 1.825%
M-10 0 0 0000 | 0000 | 0.000%
M-11 | 14974 | 14972 | 134765 | 0014 | 1.030%
M-12 | 7306 7305 | 59512 | 0007 | 1.166%
M-13 | 9035 0038 | 76501 | 0021 | 2.722%
M-14 | 14733 | 14735 | 132420 | 0014 | 1.048%
M-15 0 0 0000 | 0000 | 0.000%
M-16 | 6252 6254 | 49182 | 0014 | 2.822%
M-17 | 11996 | 11995 | 105542 | 0.007 | 0.658%
M-18 | 9289 9287 | 78969 | 0014 | 1.758%
M-19 0 0 0000 | 0000 | 0.000%
M-20 | 6785 6787 | 54413 | 0014 | 2.551%

Fuente: Registro de investigacion propios

La figura N°3.8 describe la comparacion entre las muestras y el valor maximo
permisible de Ciprofloxacino, en donde el valor mayor fue de 141.346 pg/L
perteneciente a la muestra M-08, y el valor minimo fue de 32.168 pg/L de la muestra
M-06.
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Figura 3. 8 Comparacion de muestras de leche que contienen Ciprofloxacino.

En la figura N° 3.9 la Tetraciclina mostré datos que sobrepasan el nivel maximo
permisible, teniendo como concentracion maxima 134.765 pg/L de la muestra M-

11 y el valor minimo fue de 49.182 pg/L. que pertenece a la M-16.
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Figura 3. 9 Comparacion de muestras de leche que contienen Tetraciclina.
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Estos resultados indican que existe un alto nimero de animales que presentan
residuos de antibioticos en leche, y que segun el método por cromatografia liquida
de alta resoluciéon (HPLC) estos niveles encontrados superan los limites maximos
permisibles de residuos de antimicrobianos Ciprofloxacino y Tetraciclina en leche,
segun las normas europeas. Esto significa que leche con residuos de antimicrobianos
ingresa al tanque de produccion de cada uno de los establos evaluados y que por
tanto se esta destinando al consumo humano leche contaminada con estos residuos.
Ademas, se ha podido notar que dichos establos no realizan monitoreos para

controlar la presencia de residuos en la leche de vacuno.

Hay varios trabajos de investigacion relacionados a la deteccion de Ciprofloxacino
y Tetraciclina no solo por la técnica de HPLC, sino por otras técnicas como
magnetoinmunosensor amperométrico desechable para la determinacion de residuos
de Tetraciclina en leche, empleando un anticuerpo selectivo frente a esta familia de
antibioticos. (59) Se selecciond un esquema de tipo competitivo directo, en el que
las Tetraciclina en la disolucion analizada compiten con una concentracion fija del
trazador enziméatico TC-HRP por los sitios de enlace antigénico de los anticuerpos.
También se empled la cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion con detector
de arreglo de diodos para la determinacion de 11 sulfonamidas, 14 quinolonas entre
ellas ciprofloxacino en agua mineral y agua de lluvia donde se utiliz6 una columna
Hypersil Gold C18(100x2.1 mm, 1.9 um) (60).

En Per0 se realiz6 un estudio de Frecuencia de tetraciclinas en leche fresca en la
Cuenca de Arequipa, las muestras se analizaron con la prueba cualitativa CH ATK
microplate P&S (COPAN, Italia) donde se obtuvo una frecuencia de 61.6% para
tetraciclinas. El estudio demostré que los antibi6ticos pertenecientes al grupo de
tetraciclinas son una importante fuente de contaminacion de leche fresca en la
cuenca lechera de Arequipa (61). Otro estudio donde las muestras se sometieron a
una prueba rapida para deteccion de residuos de antibidticos con el dispositivo Beta
Star se encontrd que el 73.9% corresponde a Tetraciclinas siendo la familia de las

Tetraciclinas la de mayor presencia. Los trabajos mencionados muestran datos
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semejantes a los de esta investigacion, teniendo cada uno su metodo y anélisis de
datos respectivos, basandonos principalmente en la determinacién y cuantificacion
de Tetraciclina y Ciprofloxacino, en un nuestra investigacion trabajamos ambos

analitos con la nueva metodologia desarrollada. (62)
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CONCLUSIONES

Primera

Las condiciones cromatograficas establecidas fueron: Tiempo de estabilizacion 20
min, flujo, 1 mL/min., longitud de onda 280 nm. y tiempo de corrida de 10 min. En
cuanto a las fases moviles fue de acetonitrilo y Solucion C (acido fosférico 0.025 M

pH 3.0 £ 0.1, en una proporcién de 13:87 partes respectivamente.

Segunda

Se estandarizo el método para determinar y cuantificar trazas de Ciprofloxacino y
Tetraciclina, mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), dando como
resultado R?=0.9998 de linealidad tomando puntos de 100 pg/L, 500 pg/L, 1000 pg/L,
1500 pg/L y 2000 pg/L para la curva de calibracion, una precision con CV% de
0.118%, la exactitud obtuvo como recuperacion 98.564% para Ciprofloxacino, un
LDD de 5.925 pg/L y LDC de 15.003 pg/L. Del mismo modo para la tetraciclina
presentando un R?= 0.9997 de linealidad, CV%= 0.350 %, porcentaje de recuperacion
de 98.026 %, LDL de 8.173 pg/L y LDC de 14.525 pg/L datos aceptables por la USP
40 y AOAC.

Tercera

Se desarrollé la metodologia analitica para determinar la concentracion de trazas de
Ciprofloxacino y Tetraciclina con el método ya estandarizado que utiliza
cromatografia liquida de alta resolucion en leche de vacuno al cual se le aplico
limpieza, extraccion y concentracion de los analitos, a muestras provenientes de 20
establos diferentes que desarrollan sus actividades de produccion lechera en la ciudad
de Arequipa.Demostrando ser un método répido, eficaz y factible a diferencia de otras
metodologias.
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Cuarta

Se cuantifico el contenido de Ciprofloxacino en las 20 muestras de leche de vacuno
presentando un valor maximo de 141.346 pg/L de la muestra M-08 y un valor minimo
de 32.168 ug/L de la muestra M-06 casi indetectable, se establecio que cuatro muestras
se encuentran por encima de los limites maximos permisibles para este antimicrobiano,

siendo las muestras las que se codificaron como M-07, M-08, M-11 y M-16.
Quinta

Se cuantifico el contenido de Tetraciclina en las 20 muestras de leche de vacuno
presentando un valor maximo de 134.765 ug/L que pertenece a la muestra M-11 y un
valor minimo de 49.182 pg/L en la muestra M-16, se establecié que seis muestras se
encuentran por encima de los limites maximo permisibles para este antimicrobiano,
siendo las muestras las que se codificaron como M-03, M-05, M-08, M-11, M-14 y
M-17.
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SUGERENCIAS

Primera

Determinar las concentraciones de Ciprofloxacino y Tetraciclina en
derivados de leche mediante el método validado que utiliza cromatografia liquida de

alta resolucién.

Segundo

Determinar las concentraciones de otros antibacterianos utilizados en
veterinaria que se encuentren presentes en leche, utilizando métodos validados

mediante cromatografia liquida de alta resolucién.

Tercero

Realizar un estudio bromatologico de la leche de vacuno a fin de verificar

otras caracteristicas de calidad de este tipo de producto.

Cuarto

Realizar un seguimiento de salud publica que impliquen la utilizacion de

antimicrobianos en las ganaderias de la Ciudad de Arequipa.
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ANEXOS

ANEXO 1: Norma Legal de Medicamentos Veterinarios en alimentos de consumo

humano

PROYECTO DE NTS N°120 —-MINSA/DIGESA-V.01

NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS LIMITES MAXIMOS DE
RESIDUOS (LMR) DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EN ALIMENTOS

DE CONSUMO HUMANO

Tabla N° 4. 1 Limites Maximos de Residuos (LMR) de Medicamentos

Veterinarios en Alimentos

ANTIMICROBIANOS
PRINCIPIO RESIDUO ESPECIE MATRIZ LMR
ACTIVO MARCADOR ANIMAL (Hg/kg)
QUINOLONAS
Bovinos/Ovinos/C | Musculo 100
aprinos Grasa 100
Higado 300
Rifion 200
Leche (/L) 100
Porcinos/Conejos | Musculo 100
Grasa(piel en | 100
porcinos)
ENROFLOXA Suma de Higado 200
CIN Enrofloxacin y de Rif6N 300
Ciprofloxacino
Aves Musculo 100
Piel y grasa 100
Higado 200
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Rifion 300
Peces Musculo/piel( | 100
*)

TETRACICLINAS

Leche (/L) 100

Musculo 200
Bovino Higado 600
Rifion 1200
Higado 600
Cerdo Rinon 1200
CHLORTETRA | CHLORTETRACI Msculo 200
CICLINE/OXYT | CLINE/OXYTET
Musculo 200

ETRACYCLINE | RACYCLINE/TE
ITETRACYCLI | TRACYCLINE
NE

Oveja
Leche (/L) 100
Higado 600
Rifion 1200
Musculo 200
Rifion 1200
Aves Higado 600
Huevos 400
OXYTETRACY | OXYTETRACYC | Pecesy crustdceos | Musculo 200
CLINE LINE
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CHLORTETRA | Suma de | Peces Mdsculo/piel( | 100
CICLINE/ medicamento base *)
ITETRACYCLI |y su4-epimero
NE
ANEXO 2.

Tabla N° 4. 2 Codificacion de las muestras de leche de vacuno evaluadas

Cadigo Fuente de muestra Fecha de colecta
M -01 Rubén Céardenas 10/09/18
M - 02 Agroindustria Ganadera Don Rémulo 11/09/18
M —03 Santa Lucia 14/09/18
M- 04 José Maria Linares Diaz 18/09/18
M - 05 Industria Agropecuario Alto Cural 19/09/18
M —06 Victor Manuel 23/09/18
M — 07 Fundo la Inmaculada 23/09/18
M —08 Ganaderia JR 24/09/18
M —-09 Tres Molles 27/09/18
M-10 San Antonio 27/09/18
M-11 Chachani 28/09/18
M-—12 Santa Ursula 28/09/18
M -13 La Esperanza 03/10/18
M-14 Hacienda Uyupampa S.A.C. 04/10/18
M —15 RyR 04/10/18
M —16 Valdivia 10/10/18
M-17 La Perla H.G. 10/10/18
M -18 Molle 2 11/10/18
M-19 San Miguel 21/10/18
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M —20 Fy F Corporacion Léactea 22/10/18

FUENTE: Registro de investigacion propios

ANEXO 3.
Tabla N° 4. 3 Concentraciones para la curva de calibracién de Tetraciclina y

Ciprofloxacino

CONCENTRACION
Solucion stock 1'2255::5 X 1(10:1;‘9 X 10(10LmL = 50000 pg/L
50000 pg y 0.00001 L — 100 ug/L
L 0.005L
50000 pg y 0.00005 L — 500 ug/L
L 0.005 L
50000 pg y 0.0001 L ~ 1000 gL
L 0.005L
50000 pg y 0.00015 L — 1500 ug/L
Disoluciones para la L 0.005L
curva de calibracion 20000ug  0.0002L 2000 pg/L
L 0.005 L

ANEXO 4.
Figura 4. 1 Recoleccion de muestras de leche.

- d

—

Sitios de muestreo

Toma de muestra Codificacion de muestreo
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ANEXO 5.

Adicién de 5 ul ac. Paso a vértex por 5
Fosforko + 3mL min,
Acetonitrio

Muestra + EDTA paso a
vortex por 3 min.

se levo a centrifuga por Tomar 500 ul del Concentrar a flujo de
10 min. a 6000 rom sobrenadante aire

Disolver el residua con Paso a filtrar ¢ inyectar
500 ul de solucion 8 10 ul al equioo HPLC

Figura 4. 2 Procedimiento para la extraccion de Ciprofloxacino y Tetraciclina a partir
de la muestra de leche de vacuno.
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EPITETRACYCLINE HYDROCHLORIDE
((4R,4a5,5a5,65,12a5) 4-(Dimethv|ammo)-1,4,43,5,53,6,11,123-octahydro-3,6,10,12,123-pentahydroxy-5-
methyl-1,11-dioxo-2-naphthacenecarboxamide monchydrochloride)

USP Catalog No.: 1237509
USP Lot No.: ROS5C0O

CAS No.:  23313-80-6

B Molecular Formula:  Cy;H;4N,05-HCI

Molecular Weight:  480.90

Copyright 2017 The United States Pharmacopeial Canvention. All rights reserved.
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Certificate Date: 20Aug2018
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Certificate

ANHYDROTETRACYCLINE HYDROCHLORIDE

((4S ,4aS ,12a5 )-4-(Dimethylamino)-3,10,11,12a-tetrahydroxy-6-methyl-1,12-dioxo-1,4,4a,5,12,12a-
hexahydrotetracene-2-carboxamide monohydrochloride)

USP Catalog No.: 1035708
USP Lot No.: RO7100

CAS No.:  13803-65-1

Molecular Formula:  Cy;H,N,05.HCI

Molecular Weight:  462.88

Copyright 2016 The United States Pharmacopeial Convention. All rights reserved.

USP Certificate Certificate Date; 25Apr2017
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L Quality Assurance ‘J

Calculation Value
If a value is not provided on the label or accompanying documentation and the Reference Standard has a quantitative USP compendial

application, a value of 100.0% is used. The purity value is not applicable for qualitative uses. Please refer to the specific Reference
Standard label for further information.

Expiration

CuF:rent lots are identified in the current USP Catalog. In some cases, the previous lot may still be considered valid for use. If so, it is
identified in the column marked “Previous Lot/Valid Use Date.”

Itis the responsibility of each user to determine that this lot is current or valid when used. For the most up-to-date information, please
refer to the USP Store at www.usp.org.

Instructions for Use
Follow the instructions on the label of the USP Reference Standard and in the appropriate USP documentary standard(s).

Non-Monograph Use
The suitability of this Reference Standard for use in non-compendial applications is solely the responsibility of the user.

LEGAL NOTICE

USP WARRANTS GOOD TITLE TO USP REFERENCE STANDARDS ON DISPATCH FROM USP. THE FOREGOING WARRANTY IS IN LIEU OF
ANY OTHER WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION ANY WARRANTY OF MERCHANTABILITY OR FITNESS
FOR A PARTICULAR PURPOSE, OR ANY WARRANTY THAT THE PRODUCTS, INCLUDING THIS CERTIFICATE, ARE OF MERCHANTABLE
QUALITY. USP'S LIABILITY ARISING OUT OF OR RELATING TO THE SUPPLY OF USP REFERENCE STANDARDS AND THIS CERTIFICATE SHALL
IN NO EVENT INCLUDE LOSS OF PROFITS, COST OF PROCURING SUBSTITUTE GOODS OR SERVICES, OR ANY INCIDENTAL, INDIRECT, OR
CONSEQUENTIAL DAMAGES OF ANY KIND, EVEN IF USP IS AWARE OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. WITHOUT LIMITING THE
GENERALITY OF THE FOREGOING, USP DOES NOT WARRANT THAT THE USE OR RESALE OF USP REFERENCE STANDARDS, INCLUDING
THEIR USE TO PERFORM TESTS AND ASSAYS PUBLISHED BY USP, WILL NOT INFRINGE UNITED STATES OR ANY OTHER PATENTS.

USP Reference Standards are not intended for use as drugs, dietary supplements, or as medical devices.

This certificate may not be reproduced without the express written permission of USP,
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Quality Assurance

Calculation Value

If a value is not provided on the label or accompanying documentation and the Reference Standard has a quantitative USP compendial
application, a value of 100.0% is used. The purity value is not applicable for qualitative uses. Please refer to the specific Reference
Standard label for further information.

Expiration

Current lots are identified in the current USP Catalog. In some cases, the previous lot may still be considered valid for use. If so, it is
identified in the column marked “Previous Lot/Valid Use Date.”

Itis the responsibility of each user to determine that this lot is current or valid when used. For the most up-to-date information, please
refer to the USP Store at www.usp.org

Instructions for Use

Follow the instructions on the label of the USP Reference Standard and in the appropriate USP documentary standard(s).

Non-Monograph Use
The suitability of this Reference Standard for use in non-compendial applications is solely the responsibility of the user.

LEGAL NOTICE

USP WARRANTS GOOD TITLE TO USP REFERENCE STANDARDS ON DISPATCH FROM USP THE FOREGOING WARRANTY IS IN LIEU OF
ANY OTHER WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION ANY WARRANTY OF MERCHANTABILITY OR FITNESS
FOR A PARTICULAR PURPOSE, OR ANY WARRANTY THAT THE PRODUCTS, INCLUDING THIS CERTIFICATE, ARE OF MERCHANTABLE
QUALITY. USP'S LIABILITY ARISING OUT OF OR RELATING TO THE SUPPLY OF USP REFERENCE STANDARDS AND THIS CERTIFICATE SHALL
IN NO EVENT INCLUDE LOSS OF PROFITS, COST OF PROCURING SUBSTITUTE GOODS OR SERVICES, OR ANY INCIDENTAL, INDIRECT, OR
CONSEQUENTIAL DAMAGES OF ANY KIND, EVEN IF USP IS AWARE OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. WITHOUT LIMITING THE
GENERALITY OF THE FOREGOING, USP DOES NOT WARRANT THAT THE USE OR RESALE OF USP REFERENCE STANDARDS, INCLUDING
THEIR USE TO PERFORM TESTS AND ASSAYS PUBLISHED BY USP, WILL NOT INFRINGE UNITED STATES OR ANY OTHER PATENTS.

USP Reference Standards are not intended for use as drugs, dietary supplements, or as medical devices.

This certificate may not be reproduced without the express written permission of USP.

Copyright 2016 The United States Pharmacopeial Convention. All rights reserved.
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