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RESUMEN

La presente investigacion, cuyo titulo es Presencia de residuos de sulfonamidas en
huevos de codorniz provenientes de pequefios productores de cuatro distritos de Lima
Metropolitana. Tuvo como objetivo determinar la presencia de residuos de sulfonamidas
en huevos de codorniz recolectados de pequefios productores de cuatro distritos de Lima
Metropolitana. La metodologia empleada tuvo un enfoque cuantitativo, con disefio no
experimental; se realizaron parametros de validacion en un método analitico, como: la
linealidad, recuperacién, precision, limite de cuantificacion, limite de deteccion y
estabilidad, luego se realizo la cuantificacion de residuos de sulfonamidas de las muestras
por medio de la cromatografia liquida de alto rendimiento con detector de arreglo de
diodos (HPLC-DAD). La muestra estuvo constituida por 168 huevos de codorniz
procedentes de los cuatro pequefios productores. Los resultados indican la presencia de
residuos de sulfonamidas en huevos de codorniz provenientes de pequefios productores
de cuatro distritos de Lima Metropolitana. Se demostr6 que el método analitico fue lineal,
obtuvo un coeficiente de correlacion mayor a 0,98 y un coeficiente de determinacion
mayor a 0,99; fue estable, la concentracién de los estandares estuvo cerca del 100%; fue
preciso, obtuvo una desviacion estandar relativa inferior al 2%; el limite de deteccion fue
de 2,69 pg/Kg para sulfadiazina y de 1,30 pg/Kg para sulfametoxazol; el limite
cuantificacion fue de 8,97 ug/Kg para sulfadiazina y de 4,32 pg/Kg para sulfametoxazol;
fue exacto, obtuvo porcentajes de recuperacion dentro del criterio de aceptacion de 80%
a110%. Se comprob0 la presencia de residuos de sulfadiazina en el 100% de las muestras
y residuos de sulfametoxazol en el 95,83% de las mismas; con una concentracién media
de sulfonamidas de 2,8 pg/Kg + 4,7 y la concentracién mas alta fue 57,09 pug/Kg para

sulfadiazina presente en la muestra del distrito de San Juan de Lurigancho.

Palabras clave: sulfametoxazol, sulfadiazina, huevos, codorniz, HPLC.



ABSTRACT

The present investigation, whose title is Presence of sulfonamides residues in quail eggs
from small producers in four districts of Metropolitan Lima. Its objective was to
determine the presence of sulfonamide residues in quail eggs collected from small
producers in four districts of Metropolitan Lima. The methodology used had a
quantitative approach, with a non-experimental design; validation parameters were
performed in an analytical method, such as: linearity, recovery, precision, quantification
limit, detection limit and stability, then the quantification of sulfonamide residues in the
samples was performed by means of high performance liquid chromatography with diode
array detector (HPLC-DAD). The sample consisted of 168 quail eggs from the four small
producers. The results indicate the presence of sulfonamides residues in quail eggs from
small producers in four districts of Metropolitan Lima. It was demonstrated that the
analytical method was linear, obtained a correlation coefficient higher than 0.98 and a
determination coefficient higher than 0.99; it was stable, the concentration of the
standards was close to 100%; it was precise, obtained a relative standard deviation lower
than 2%; the detection limit was 2.69 pg/Kg for sulfadiazine and 1.30 pg/Kg for
sulfamethoxazole; the quantification limit was 8.97 pg/Kg for sulfadiazine and 4.32
ug/Kg for sulfamethoxazole; it was accurate, obtaining recovery percentages within the
acceptance criteria of 80% to 110%. The presence of sulfadiazine residues was found in
100% of the samples and sulfamethoxazole residues in 95,83% of the samples; with an
average sulfonamide concentration of 2,8 ug/Kg + 4,7 and the highest concentration was
57,09 ug/Kg for sulfadiazine present in the sample from the district of San Juan de

Lurigancho.

Key words: sulfamethoxazole, sulfadiazine, eggs, quail, HPLC.



l. INTRODUCCION

Las sulfonamidas se encuentran dentro del grupo de antimicrobianos sintéticos de amplio
espectro. Presentan eficacia sobre una gran cantidad de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, incluso protozoos. Su empleo frecuente en la industria avicola se da como fin
terapéutico, profilactico y promotor de crecimiento. Asimismo, se utilizan para tratar
diversos tipos de infecciones en el tracto respiratorio y digestivo [1]. Entre las
enfermedades que se tratan con este medicamento, se encuentran la coriza infecciosa
aviar, pulorosis aviar, coccidiosis y tifoidea aviar [2]. Ademas, la disponibilidad y bajo
costo de este antibiodtico veterinario ha contribuido a su uso generalizado [1].

En ocasiones se emplean medicamentos veterinarios de forma indiscriminada o no se
mantienen los periodos de retiro lo que ocasiona que los medicamentos usados dejen
residuos en los alimentos obtenidos de animales; como: carne, huevos, y leche [3]. La
existencia de residuos de sulfonamida en alimentos que ingiere el humano puede
ocasionar enfermedades tales como agranulocitosis y anemia aplasica, asimismo, estos
residuos pueden ser potencialmente cancerigenos, producir resistencia a los antibioticos

y reacciones alérgicas en el ser humano [4].

El huevo de codorniz es un alimento de origen animal que posee un alto valor proteico
(13,2%) en comparacion con el aporte del huevo de la gallina (11%), asimismo, es rico
en lipidos (11%), ademas, contiene vitaminas A, E y las del complejo B; su consumo
aporta minerales como el zinc, hierro y selenio. Considerando que los huevos de codorniz
brindan un excelente aporte alimenticio, se puede emplear como una alternativa para
mejorar los niveles nutricionales en la poblacion peruana, principalmente en nifios,
ancianos, mujeres gestantes y lactantes. Por tanto, al ser accesible en precio puede ser

consumido por las comunidades rurales y de escasos recursos [5,6].

Per0 es considerado uno de los paises con produccion de codorniz bien desarrollada [7].
No obstante, la crianza de estas aves no estd exenta de inconvenientes, las codornices
pueden estar expuestas a enfermedades infecciosas o parasitarias, por lo que el empleo de
medicamentos veterinarios sigue siendo una de las numerosas herramientas para
optimizar la produccion al mantener a las aves con un buen estado de salud, evitar la

aparicion de enfermedades y que la produccion de los huevos no se vea afectada [8].



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En Indonesia, Widiasih et al. (2019), precisaron que el 75 % de un total de 24 huevos de
gallina recolectados de 8 mercados tradicionales en la ciudad de Yogyakarta fueron
positivos para la penicilina, el 12,5% fueron positivos a oxitetraciclina y otro 12,5% al
grupo de aminoglucésidos. Se emple6 el método de bioensayo, el cual usé
microorganismos (Bacillus stearothermophilus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis y

Kocuria rhizophila) para la deteccion de antibidticos [9].

En Nigeria, Olatoye et al. (2019), detectaron mediante la técnica de ELISA la presencia
de residuos de gentamicina en huevos recolectados de 3 mercados minoristas del estado
de Oyo y del estado de Lagos, obteniendo un total de 270 muestras. EI 60% del total de
muestras analizadas en el estado de Oyo presentd residuos de gentamicina a una
concentracion media de 1461+ 74 pg/kg, en cambio, en el estado de Lagos, el 80% del
total de muestras obtenidas de los mercados evidencio una concentracion media de 1350
+ 92 ng/kg. Segan la Unidn Europea, el uso de la gentamicina estd prohibido en aves

ponedoras, y en huevos (no existe un LMR de gentamicina en productos avicolas) [10].

En Irdn, Kamali et al. (2020), analizaron 40 muestras de huevos procedentes de 13 centros
comerciales y 6 granjas locales en la ciudad de Isfahan, el método usado para detectar
residuos de antibidticos fue ELISA competitivo. Los resultados indicaron, que el 100%
de las muestras dieron positivo para el residuo de tetraciclina, con un valor promedio de
concentracion hallada de 3,10 ng/g, un valor minimo de 0,56 ng/g y un valor maximo de
9,77 ng/g. Como el nivel regulado de tetraciclina en huevos es de 200 ng/g segun la EFSA,

todas las muestras se consideraron aceptables [11].

En Chile, Cornejo et al. (2020), indicaron que de los 83 sistemas de produccion avicola
de traspatio estudiados solo 61 de estos presentaron muestras con positividad a al menos
uno de los cuatro antimicrobianos probados (oxitetraciclina, eritromicina, ampicilina y
amikacina). Las muestras fueron recolectadas a voluntad del productor. EI método de
deteccidn de residuos de antibidticos fue la prueba de las Cuatro Placas. Los resultados
indicaron que el 73% de las avicolas de traspatio (de un total de 83 avicolas) presentaron

huevos con al menos uno de los cuatro antibioticos analizados. Siendo la ampicilina y



amikacina, los antibidticos que presentaron la mayor positividad en las muestras

analizadas [12].

En Ghana, Mingle et al. (2021), analizaron 45 huevos de gallina provenientes de 5 granjas
productoras de huevos ubicadas en 2 capitales regionales (Accra y Kumasi) en Ghana,
todas indicaron poseer al menos un residuo de antibidtico en su matriz. Mediante el
método UHPLC-MS/MS se detectaron concentraciones promedio de residuos de
tetraciclina (210,7 pg/kg), oxitetraciclina (217,6 pg/ kg) y clortetraciclina (886,7 pg/kg)
de muestras provenientes de Accra, los cuales superaron el limite de residuos méaximos
establecido por la Union Europea LMR (100 pg/kg). También se detectaron
concentraciones promedio de residuos de sulfametoxazol (62,03 pg/kg), sulfadoxina
(171,9 pg/kg) y sulfatiazol (200,4 ng/kg) en huevos provenientes de la misma capital
regional; por otro lado, en Kumasi se obtuvieron resultados de 37,09 pg/kg, 3,6 ng/kgy
10,4 pg/kg, respectivamente [13]. No obstante, el empleo de sulfonamidas en animales

productores de huevos para consumo humano no esta permitido.

En Italia, Saluti et al. (2021), publicaron un estudio, donde mostraron que el 0,5% (1
muestra) de un total de 200 huevos de gallina provenientes de 119 granjas localizadas en
45 provincias de Italia. Mediante el método cromatografia liquida con espectrometria de
masas de alta resolucién (LC-HRMS) se presencid residuos de doxiciclina a una
concentracion de 22 pg/kg [14]. A ello, se suma que la doxiciclina no debe emplearse en

animales productores de huevos para consumo humano.

En el suroeste de China, Wang et al. (2022), detallaron que el 15,83% (19/120) de las
muestras recolectadas de huevos de codorniz provenientes de 2 supermercados y 2
mercados agricolas en cada uno de los 3 lugares de la ciudad de Kunming (el distrito de
Wuhua, la ciudad de Anning y el condado de Luquan) presentaron residuos de
antibidticos. Asimismo, mencionaron que los antibioticos detectados mediante
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas en
Tandem (UHPLC-MS/MS) fueron 7, entre ellos se encuentran, danofloxacina,
difloxacina, ofloxacino, sulfadimetoxina, sulfamonometoxina, sulfametoxipiridazina y
sulfametoxazol. El rango de concentracion hallado en huevos de corral fue de 0,06 a 0,48
mg/g para danofloxacina, de 0,05 a 0,29 mg/g para difloxacina, de 0,01 a 0,37 mg/g para
ofloxacina, 0,03 a 0,16 mg/g para sulfadimetoxina, de 0,06 a 1,00 mg/g para
sulfamonometoxina, de 0,05 a 0,37 mg/g para sulfametoxipiridazina y de 0,07 a 2,48

5



mg/g para sulfametoxazol. Siendo el sulfametoxazol el que presentd mayor nivel de
concentracion detectado en huevos de pato (1,87 mg/g) y codorniz (2,48 mg/g) [15].

En Tanzania, Sineque et al. (2022), indicaron que el 40,8% de huevos de gallina
provenientes de 44 mercados en 10 barrios seleccionados del Municipio de Morogoro
fueron positivos a la presencia de residuos de antibidticos, teniendo en cuenta que 255
fue el total de muestras recolectadas. EI método que se empled para la deteccion de
residuos de antibioticos fue la prueba de inhibicion del crecimiento bacteriano que usa
Bacillus subtilis (ATCC 3491). Asimismo, la solucion de oxitetraciclina (10%) fue el

control positivo [16].

En Estados Unidos, Sarkar et al. (2023), analizaron 36 productos “libres de antibioticos”
conformado por 18 muestras de huevo comprados en 36 mercados de agricultores del este
de Tennessee. EI método que se empleo para la cuantificacion de residuos de antibi6ticos
en las muestras fue ELISA competitivo. En los resultados obtenidos observaron que el
100% de las muestras presentaron residuos de tetraciclina, en particular, con las muestras
de huevo; obtuvieron una concentracion media de 30,25 pg/kg y ninguno sobrepaso el
limite maximo de residuos (LMR) de tetraciclinas recomendado por la FDA y la UE (200
pg/kg para ambos). No obstante, la presencia de residuos de sulfonamida solo se vio en
el 61,1% del total de huevos analizados, con una concentracion media de 1,22 pg/kg, el
cual se encuentra dentro del LMR de sulfonamida establecido por la FDA (100 pg/kg),
sin embargo, para la UE el LMR de sulfonamidas no aplica en huevos [17].

Por otra parte, no existen antecedentes nacionales sobre la determinacion de residuos de
antibi6ticos en huevos desde el afio 2009 en adelante. Asi, tenemos en Per(, Alvarez,
(2009), realizé un estudio (cualitativo), donde encontré que el 46,98% (148/315) del total
de huevos de gallinas obtenidos de 2 supermercados y 5 mercados minoristas de Lima
Metropolitana presentaron residuos de antibidticos, posiblemente pertenecientes al grupo
de las tetraciclinas. La técnica que se empleo fue de difusion en agar modificada de Katz
y Fassbender, en donde usé cepas de Bacillus subtilis a un valor de pH de 7,2, esta prueba
tiene mayor facilidad para detectar residuos del grupo de las tetraciclinas comparado a
otros antibidticos, asi tambien, no se descarta que se encuentren antibioticos como

quinolonas, penicilinas y b-lactamicos, macroélidos, lincosamidas [18].



2.2. Bases tedricas

2.2.1. Coturnicultura

La coturnicultura se basa en la crianza, reproduccion y mejora de la produccion de
codornices para el posterior aprovechamiento de sus diversos productos: huevos, carne y
codornaza (estiércol proveniente de la codorniz y empleado como abono orgéanico)
[19,20].

La especie mas utilizada en la industria peruana es la Coturnix coturnix japonica debido
a su mayor corpulencia y buen rendimiento en la produccion de carne, huevos y pie de
cria en contraste con otras especies de codornices [21]. El peso de las codornices oscila
entre 100 a 128 g, asimismo, presenta un rapido desarrollo sexual y consume

aproximadamente 20 a 30 g de alimento por dia [22].

Figura 1. Codornices destinadas a la produccion de huevos
Fuente: Elaboracién propia

La crianza de codorniz requiere poco espacio para el proceso de produccion debido al
pequefio tamafio que posee el ave y su bajo costo de mantenimiento. Asimismo, para una
adecuada productividad de alimentos obtenidos de estas aves para el consumo de los
individuos, se requiere de un control de la alimentacién, nutricién y sanidad de las
codornices, de forma, que le permita ser una organizacién competitiva en cuanto al precio

y calidad del producto [21].



2.2.2. Huevo de codorniz

El peso promedio del huevo de codorniz es de 10 g [23]. Posee un bajo nivel de colesterol
y un elevado indice proteico, asi como vitaminas y minerales requeridos por el ser

humano. La produccidn diaria de las aves puede ser de mas de un huevo por dia [21].

Los beneficios que aporta el huevo de codorniz se encuentran en las proteinas de alto
valor bioldgico, por su mayor contenido de aminoacidos esenciales, la casi nula presencia
de carbohidratos; asi como bajo contenido en colesterol [24, 25]. Ademas, su contenido
de fésforo y calcio permiten el mantenimiento de los huesos, la presencia de vitamina A
favorece la formacion de tejidos blandos y mantenimiento de la piel y el complejo B
contribuye al mantenimiento del sistema nervioso y formacion de los eritrocitos. El alto
valor proteico es indispensable para el organismo y el adecuado desarrollo de los

musculos y cerebro [26].

2.2.3. Gestion sanitaria de las codornices domesticas

Las codornices son conocidas por ser resistentes a diversas enfermedades, sin embargo,
de todos modos, es necesario mantener una buena higiene del ambiente donde se da la
produccidn de alimentos provenientes de la codorniz para evitar el brote de algun parasito
interno, externo o de virus. También, se sugiere aislar las aves enfermas, limpiar y
desinfectar el galpdn con frecuencia y con mayor énfasis previamente a la llegada de los
polluelos, verificar la pureza del agua, mantener la temperatura de la criadora entre los
35 a 38 °C; luego de la cuarta semana ya no sera necesario el uso del calor, excepto si se
encuentra en un ambiente que posee condiciones de temperatura menores a 20 °C, por lo

que se tiene que mantener entre 24 a 25 °C [27].

2.2.4. Enfermedades en las codornices

La carne y huevos de la codorniz han alcanzado gran popularidad en los Gltimos afios
debido a la fuente de proteinas que brinda y a los nutrientes por el que esta constituido.
No obstante, existen algunos desafios y limitaciones que se presentan en la produccion
de codornices, uno de ellos es la susceptibilidad a enfermedades virales, bacterianas,

micoticas y parasitarias, lo que pueden afectar a la industria codorniz [27].

Las enfermedades que se pueden presentar en la codorniz son la viruela aviar ocasionada

por Borreliota abium y la enfermedad de Newcastle producida por Paramixovirus [28].
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En las enfermedades comunes producidas por bacterias se encuentra la pullorosis que
tiene como patégeno a la Salmonella pullorum, y se da por lo comdn en pollos de
codorniz, la coriza infecciosa causada por Avibacterium paragallinarum, el colera aviar
causada por Pasteurella multocida. En la enfermedad causada por protozoos esta la
coccidiosis cuyo agente patogeno pertenece al género Eimeria. Otra enfermedad comun
es la histomoniasis [29].

Entre las enfermedades mas comunes causadas por bacterias tenemos las siguientes:

e Salmonelosis aviar

La salmonelosis aviar es una enfermedad infecciosa originada por varios serovares de
Salmonella spp. que afecta a diversas especies de aves salvajes y domésticas como la
codorniz provocando pérdidas econdmicas en la produccion avicola [29]. El ciclo
infeccioso principalmente se da por la via fecal-oral pero la transmision infecciosa
también se puede dar de forma vertical. EI huésped infectado elimina la bacteria por
medio de sus heces y los nuevos huéspedes que se encuentran en ese ambiente
contaminado son susceptibles a infectarse [30]. Para el tratamiento se recomienda
emplear furazolidona, quinolonas (segunda generacion y tercera generacion), sulfas
(sulfameracina, sulfadimetoxina y sulfametazina), sulfato de gentamicina [31]. Sin
embargo, estudios han demostrado que aislamientos de Salmonella provenientes de
codornices pueden llegar a ser multidrogo resistentes, por lo que se recomienda realizar

la prueba de sensibilidad antibiotica [29].

e Colibacilosis

La colibacilosis septicémica tiene como agente patégeno a Escherichia coli, esta
enfermedad infecciosa aviar ha sido registrada cominmente en pollos, patos, pavos y
codornices [29]. La transmision es horizontal, es decir, por contacto con la materia fecal
contaminada, por medio de agua, piensos y medio ambiente contaminado, ademas, afecta
a las aves de cualquier edad [32]. El tratamiento consiste en el empleo de antibioticos
como tetraciclinas, estreptomicina, ampicilina y sulfas [33]. No obstante, se deben
realizar pruebas de sensibilidad para escoger el antibidtico adecuado frente al serotipo de
E. coli [29].



e Enteritis clostridial

La enteritis ulcerosa tiene como agente patdgeno a Clostridium colinum, la transmision
se da por via fecal-oral [29]. Se ha registrado que se presenta principalmente en codorniz
bobwhite, también se ha informado en codornices japonesas (Coturnix coturnix
japonica), aves psitacidas y palomas. Esta infeccion puede ser introducida a través de las
moscas, las cuales se alimentan de la materia fecal de aves infectadas o de aves portadoras
recuperadas [33]. El tratamiento efectivo consiste en el empleo de estreptomicina y la

furazolidona, como preventivo se emplea la bacitracina en el alimento [34].

e Colera aviar

El cllera aviar es causada por Pasteurella multocida, esta enfermedad bacteriana se ha
registrado en diversas especies de aves domeésticas y salvajes; siendo las especies
susceptibles: pollos, patos, pavos, gansos y codornices [29,35]. Ademas, se sugiere que
la principal entrada del agente patogeno es el tracto respiratorio de las aves de corral [35].
El tratamiento que se recomienda emplear son las sulfonamidas (sulfaquinoxalina),
fosfomicina y enrofloxacina [31]. Otros antimicrobianos pueden ser oxitetraciclina,

norfloxacina, doxiciclina y neomicina [29].

e Micoplasmosis aviar

Esta enfermedad es producida por diversas bacterias del género Mycoplasma, en
codornices se ha registrado con mayor frecuencia a las especies de M. gallisepticumy M.
synoviae [29]. La ruta de transmision se da por la via respiratoria y la conjuntiva ocular,
también se puede dar por transmision horizontal durante la eclosion de los huevos de
codorniz infectados. Los antibidticos como tilosina, tiamulina y tilmicosina se emplean
para reducir la carga de micoplasmas, no obstante, como la terapia con estos antibiéticos
no elimina completamente los micoplasmas, el ave seguira presentando al Mycoplasma
[36].

e Coriza infecciosa

La coriza infecciosa es causada por Avibacterium paragallinarum [29]. La transmision
es via respiratoria. Esta infeccion bacteriana puede presentarse en aves de todas las edades
y esta acompariada de un declive en la produccion de huevos por parte de las aves
ponedoras [37]. Estudios han demostrado que antibiogramas de A. paragallinarum en
codornices japonesas presentaron resistencia completa a antibiéticos como ampicilina,
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neomicina, estreptomicina, furazolidona, amikacina y cefalexina; 90% a gentamicina y
70% a oxitetraciclina [29]. Por lo que, se sugiere previamente realizar la prueba de
sensibilidad a los antibidticos para proporcionar un tratamiento eficaz contra la infeccién
[38].

e Clamidiosis aviar

La clamidiosis aviar es una afecciéon zoondtica provocada por la Chlamydophila psittaci
[29]. Esta bacteria puede afectar a aves domésticas y salvajes. Las aves jovenes se
infectan con mayor frecuencia a través del alimento regurgitado de los padres, ingestion
o inhalacion de material contaminado y ectoparasitos [39]. La tetraciclina, azitromicina,
eritromicina y las fluoroguinolonas demostraron ser un tratamiento eficaz contra este

patdgeno [29].
2.2.5. Antibioticos empleados en la avicultura

Los antibioticos en la produccidn avicola son empleados principalmente para tres fines:
fin profilactico, es decir, para la prevencion de infecciones causadas por bacterias o
incluso para subsanar las practicas de limpieza deficientes, como promotor del
crecimiento para conseguir productos de aves con mayor peso y como fin terapéutico para
tratar enfermedades causadas por bacterias [40,41]. Segun la Asociacion Peruana de
Avicultura (APA) dentro del grupo farmacolégico de las sulfonamidas existen dos
antibidticos mas usados por la medicina avicola peruana conocidos con el nombre de

sulfadiazina y sulfametoxazol [42].

Si no hay un uso responsable del antibiotico se pueden generar residuos de antibioticos
en alimentos de origen animal. Los residuos de antibidticos incluyen compuestos de
origen y/o metabolitos, los cuales se encuentran en alimentos procedentes de animales
que han sido tratados previamente con medicamento veterinario [43]. Tal y como se
evidencian en estudios experimentales de residuos de sulfonamidas en huevos de
codorniz [15].

Al respecto los antibioticos que mas se utilizan son:

e Sulfonamidas
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Consideradas compuestos antibacterianos de mayor empleo en la medicina veterinaria.
Las sulfonamidas tienen un efecto bacteriostatico, aunque en combinacion con
trimetoprim provoca la bacteridlisis. Las sulfonamidas poseen un nudcleo quimico, el
acido paraminosulfonico, que es analogo estructural del &cido paraminobenzoico
(PABA), este ultimo es un factor de crecimiento indispensable para diversas bacterias.
Cuando las sulfonamidas se encuentran en mayor concentracion desplazan al PABA,
impidiendo su uso en la sintesis de acido folico, el cual es clave en la sintesis de
nucleotidos bacterianos, lo que provoca que el crecimiento bacteriano se detenga y por
ende frene el desarrollo de la infeccidn [44]. Las diferentes sulfonamidas se distinguen
entre si, por las sustituciones en el grupo amido, originando que el efecto de la actividad

antibacteriana varie [45,46].
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Figura 2. Estructura quimica del acido félico, &cido para-aminobenzoico (PABA) y
sulfanilamida [45]

Segun la farmacocinética de sulfonamidas en aves, cuando son administradas por via oral
pueden absorberse con rapidez, a nivel de intestino delgado llegando a una proporcion
del 70 a 90%. La sulfadiazina y sulfametoxazol se encuentran dentro de la clasificacion
de sulfas que poseen absorcion de accion corta o intermedia. La distribucion de las
sulfonamidas se realiza con facilidad en el organismo, no son una excepcion las
articulaciones y el SNC, conocidos por su baja penetracion. EI metabolismo se da por
acetilacion en el higado y en pulmones, como resultado genera un farmaco menos soluble

en agua y que se precipita con mayor facilidad, lo que puede llegar a ser un peligro para
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los tubulos renales [46]. La semivida para sulfadiazina y sulfametoxazol es de 11 a 24
horas [47]. La eliminacion se da principalmente por la via renal y las sulfonamidas que
no fueron absorbidas se eliminan por las heces [46]. Cabe resaltar que durante y después
de la administracion de la sulfonamida, una alta fraccion de este antibiotico se excreta sin

metabolizarse, esta observacion es base para los estudios de deteccion de este
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Figura 3. Estructura quimica de la sulfadiazina [49]
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Figura 4. Estructura quimica del sulfametoxazol [49]

Los residuos de sulfonamidas en un inicio se depositan en el albumen, sin embargo, su
concentracion se declina de manera exponencial en las 24 horas posterior al tratamiento;
en cambio, en la yema persisten mas tiempo ya que estas se acumulan durante los

diferentes estados de desarrollo de la yema [50].

Se han reportado riesgos de las sulfonamidas para salud animal como del hombre. La
mayoria de estas, han ocasionado efectos antitiroideos en animales de experimentacion

(rata, ratén y perro), los mecanismos por el que ocurren dichos efectos se deben a la
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interrupcion del metabolismo habitual del yodo tiroideo (que disminuye la produccién de
tiroxina) y el incremento de la secrecion de la hormona hipofisiaria estimulante lo origina
hiperplasia en dicha glandula. También se han evidenciado efectos en la funcion tiroidea
en el hombre, sin embargo, esto se da por un tratamiento a dosis altas [50]. Las reacciones
adversas producidas en humanos se distinguen por sus efectos hematol6gicos, asi se han
presentado, aunque en pocos casos agranulocitosis y anemia aplésica [50]. Las
sulfonamidas dafan el sistema hematopoyético y pueden convierten el hemocromo en
metahemoglobina produciendo anemia hemolitica. Las sulfonamidas inhiben la
generacion de mieloplasto y generan agranulocitosis hasta anemia aplésica [51]. Los
efectos adversos mayoritarios son las reacciones de hipersensibilidad caracterizadas por
erupciones cutaneas (urticaria y eritema); dado que no es conocido una dosis minima para
producir dichos efectos el objetivo es reducir la aparicion de las reacciones alérgicas
consecuencia del consumo de alimento de origen animal que contienen residuos de
sulfonamidas [50,51].

2.2.6. Autorizacion de los medicamentos veterinarios

Todos los medicamentos autorizados han sido sometidos previamente a una evaluacion
para conocer sus efectos sobre la salubridad animal, salud publica y contexto ambiental.
A partir de alli, se permite su empleo en animales y se le otorga el registro a través del
Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA). Asimismo, estos medicamentos deben
ser prescritos por un médico veterinario, el cual brinda informacién acerca del tiempo
transcurrido de apartamiento para prevenir la presencia residual de medicamentos en los

alimentos [52].

2.2.7. Normativa nacional

En Per0 se cuenta con regulaciones establecidas por el Ministerio de Salud del Peru
(MINSA), este organismo esta encargado de administrar todo lo referente al area de la
salud en el Peru, y que mediante la Direccion General de Salud Ambiental e Inocuidad
Alimentaria (DIGESA) de conformidad con la Ley de Inocuidad de los Alimentos, cuyo
objetivo es garantizar alimentos inocuos para la poblacion humana. Asimismo, en la
Norma Sanitaria se detalla el Limite Maximo de Residuos (LMR) de los farmacos de
manejo veterinario, es decir, la concentracion maxima de residuos de medicamentos

presente en un alimento como resultado de uso en la practica veterinaria, la cual no debe
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superarse en alimentos para promocionar la seguridad y bienestar de quienes lo consumen
[43,52]. Al mismo tiempo, se cuenta con el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA), el cual es una entidad adscrita al Ministerio de Desarrollo
Agrario y Riego (MIDAGRI), que estd encargado de hacer cumplir las regulaciones,
controlar la calidad y monitoreo de alimentos para animales (pienso) y de los alimentos
consumidos por humanos que proceden de la produccién y del procesamiento primario,
de origen animal como vegetal. El registro de autorizacion sanitaria de establecimientos
es otorgado por SENASA, la que garantiza la obtencion de productos inocuos. Es derecho
del consumidor, recibir de los proveedores informacion acerca del alimento en cuanto a

garantias y riesgos para tomar una decision de adquirir el producto [53].

En el MINSA/DIGESA-V.01 “Norma Sanitaria que establece el Limite Maximo de
Residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en alimentos de consumo humano”; se
destaca la ausencia de un LMR para sulfonamidas en huevos, en contraste al LMR (100
ng/kg) definido para otras matrices como musculo, grasa, higado y rifion de las especies
productoras de alimentos (ANEXO 1) [52]. Este es un punto importante ya que como se
menciona en el huevo no debe haber presencia de antibi6ticos por tanto se da a entender
que los animales una vez administrados con el farmaco deben pasar por un periodo de
espera, es decir, un tiempo entre la ultima administracion del farmaco veterinario y la
recoleccion del producto avicola, lo que garantiza que los productos no contengan

residuos de antibioticos veterinarios.

El Reglamento de Inocuidad Agroalimentaria es aquel documento en el que se pueden
encontrar las reglas para garantizar la inocuidad de los alimentos agropecuarios primarios
y de los piensos. Este reglamento se debe cumplir por toda persona natural o juridica que
posea participacion directa o indirecta en las fases de la cadena de alimentos
agropecuarios, asi como de piensos en el Pert. Sin embargo, existen excepciones en
cuanto al cumplimiento de este reglamento como es la produccion doméstica de alimentos
agropecuarios primarios destinados al autoconsumo, asi como de la produccion y
procesamiento primario de piensos que tienen como objetivo ser alimento para los

animales destinados al consumo propio [53].
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2.2.8. Normativa internacional

A nivel internacional, el Codex Alimentarius, es conocido por contener normas que
regulan los productos alimenticios provenientes de animales para la ingesta del ser
humano. El Codex Alimentarius fue creado por la Organizacion de la Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (ONUAA) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) [50]. Dentro de sus objetivos se encuentra garantizar que los alimentos sean
inocuos, proteger la salud del consumidor y, de igual forma, facilitar su comercio
internacional. De modo que, establece el Limite Maximo de Residuos (LMR) de farmacos
de aplicacion veterinaria, el cual no debe ser superado, ya que puede mantenerse en los
alimentos hasta el consumo final y suponer un riesgo de salud publica, por lo que debe
ser controlado en el periodo inicial de la produccion de alimentos [54]. En este caso, el
limite maximo de residuos fijado para sulfonamidas no debe superar los 100 pg/kg en el
musculo, grasa, rifion e higado presente en especies de animales destinadas a la

produccién de alimentos.

2.3. Planteamiento del problema

El consumo y produccion a nivel internacional de huevos de codorniz se ha incrementado
por su alto valor proteico, vitaminico y en minerales; al igual que su expendio como
alternativa al consumo de huevos de gallina. Asi mismo, en paises como Japén y China
son utilizados cominmente en sus platos [55]. La produccion y comercializacion informal
presenta una realidad en el inadecuado control de antibidticos y condiciones sanitarias.
En tal sentido, la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
(ONUAA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) trabajan coordinadamente para

asegurar la inocuidad en alimentos procedentes de animales como el huevo.

En 2020, durante el estado de emergencia, el Ministerio de la Produccion (Produce) de
Per promovio la comercializacion de huevos codorniz de productores del valle de Lurin
y distritos aledafios, brindo asistencia técnica a través del Programa Nacional de Tu
Empresa, asi mismo, espera continuar apoyando con la formalizacion tributaria del

negocio de los avicultores y dar soporte a la produccion de huevos de codorniz [56].

En el Pert el consumo y exportacion de los productos provenientes de animales y sobre
todo de los huevos de codorniz se han incrementado a lo largo de los afios en virtud de su

gran valor nutricional y su asequible precio. Como cualquier producto destinado al
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consumo humano, este requiere pasar por diversos controles de calidad que garanticen su
inocuidad y cumplan con las regulaciones sanitarias correspondientes para poder llegar
al mercado de destino. No obstante, los antecedentes indican que los huevos de codorniz
pueden presentar residuos de antibioticos como las sulfonamidas, las cuales pueden
originar una prolongada retencion de residuos en huevos, por lo que se justifica no hacer
uso de estos antibioticos en aves ponedoras [50].Es muy probable que los animales no
pasen por un periodo de espera posterior a la administracion del medicamento veterinario
porque el tiempo de espera es largo (durando de dias a semanas) y no podria cumplirse

desde el punto de vista econdémico y de produccion.

La presencia de estos residuos en exceso puede causar riesgos para la salud del
consumidor al ocasionar agranulocitosis, anemia aplasica y reacciones alérgicas; también
estos residuos pueden ser potencialmente cancerigenos e incluso generar resistencia a los
antimicrobianos lo que repercute en la efectividad del antibidtico para la medicina
humana, por tal razon, la infeccion bacteriana en humanos sea mas dificil de tratar, ello
supone una amenaza para la salud puablica [4,57,58]. Con el fin de proteger a la salud
publica, en Pert MINSA/DIGESA a través de la “Norma Sanitaria que establece los
limites m&ximos de residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en alimentos de
consumo humano” y a nivel internacional FAO/OMS a través del Codex Alimentarius
han establecido limites de residuos en alimentos, de modo que se consideren seguros para
el consumo. Entonces, la recomendacion seria mejorar la vigilancia sanitaria en los
productos de origen animal destinados al consumo humano, como el huevo de codorniz.
Por tanto, el presente estudio determind si hay presencia de antibioticos de sulfonamidas
en muestras de huevos de codorniz comercializados por pequefios productores de

diferentes distritos de Lima Metropolitana.

2.4. Justificacién

Per( es considerado uno de los paises con produccion desarrollada de codorniz [7].
Asimismo, en los ultimos afios la crianza de codornices ha sido una oportunidad de
generar beneficio economico y fuente empleo para peruanos ya sea por criar, expender o
vender huevos de codorniz. Cabe mencionar que hasta la fecha en Peru solo se ha contado
con un estudio sobre presencia de residuos de antibioticos en huevos, en particular de

gallina, sin embargo, en huevo de codorniz ocurre todo lo contrario. Esto conlleva a la
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necesidad de contar en Per( con un estudio y método de deteccién y cuantificacion de
residuos de sulfonamidas en huevos de codorniz que contribuya con el control e inocuidad

de este producto alimenticio previo a su consumo.

La presencia de residuos de sulfadiazina y sulfametoxazol en huevos de codorniz
destinados para el consumo de la poblacion peruana se deben concientizar y difundir.
Asimismo, la presentacion de los resultados de las muestras aporta informacion sobre la
situacion actual de los productos avicolas y permite brindar las recomendaciones
necesarias. En la practica, esta investigacion se lleva a cabo porque existe la necesidad de
determinar la presencia de residuos de sulfonamidas en huevos de codorniz, en favor de
la inocuidad del producto destinado al consumo humano, comparandolo con la normativa
nacional e internacional sobre presencia de residuos de sulfonamidas en alimentos, el cual
no esta permitido en huevos. A nivel metodoldgico, la presente investigacion empled la
técnica de HPLC-DAD para detectar y cuantificar la presencia de residuos de
sulfonamidas en huevos de codorniz. Asi también, con el estudio se pretende aportar con
un meétodo analitico y que pueda ser empleado en futuros estudios con objetivos similares
y contribuir con la prevencion de riesgos en la salud pablica causados por la presencia de

residuos de antibidticos en alimentos de origen animal.

I1l.  PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Hay presencia de residuos de sulfonamidas en huevos de codorniz provenientes de

pequefios productores de cuatro distritos de Lima Metropolitana?

IV. OBJETIVOS

4.1.  Objetivo general
Determinar la presencia de residuos de sulfonamidas en huevos de codorniz provenientes

de pequefios productores de cuatro distritos de Lima Metropolitana
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4.2.  Objetivos especificos
1. Determinar los pardmetros de validacion tales como linealidad, precision, limite de
cuantificacion, limite de deteccion y recuperacion del método analitico para residuos

de sulfadiazina y sulfametoxazol por HPLC-DAD.

2. ldentificar la presencia de residuos de sulfadiazina y sulfametoxazol que se
encuentran en las muestras de huevos de codorniz provenientes de 4 pequefios

productores de Lima Metropolitana.

3. Cuantificar la presencia de residuos de sulfadiazina y sulfametoxazol en los huevos
de codorniz provenientes de 4 pequefios productores de Lima Metropolitana.

V. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

5.1. Disefio de estudio

El presente estudio tiene un enfoque cuantitativo, con disefio no experimental, en el que
no se realiza la manipulacion intencional con la variable independiente; es observar el

contexto natural tal como se da, para analizarlo [59,60].

Se inicié con la busqueda virtual de pequefios productores de huevos de codorniz en Lima
Metropolitana, luego se selecciond al azar un pequefio productor por distrito, las cuales
presentaban mayor informacién de su ubicacién y expendio, procediéndose luego a la
evaluacion del registro de autorizacion sanitaria correspondiente y recoleccion de
muestras de dichas instalaciones. Asimismo, se determiné los pardmetros necesarios de
validacion para un método analitico por cromatografia liquida de alto rendimiento con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), tales como: la linealidad, recuperacion,
precision, limite de cuantificacion, limite de deteccion y estabilidad. A partir de lo

anterior se dio paso al analisis cuantitativo de las muestras.

5.2. Muestra

Conformada por huevos de codorniz provenientes de pequefios productores de cuatro

distritos de Lima Metropolitana.
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5.2.1. Criterios de inclusion

Muestras de huevo que se encontraban cerca a los 10 g, peso promedio del huevo de

codorniz, considerando un rangode 9ga 11 g.

5.2.2. Criterios de exclusion

Muestras de huevo deterioradas con fisuras o rupturas durante su transporte al laboratorio.

5.3.  Lugar de muestreo

Se visitd la pagina web de Infoisinfo Lima, PlanetaPeru y Nicelocal, las cuales
proporcionaron informacion sobre las ubicaciones de los productores de huevos de
codorniz, ubicadas en los distintos distritos de Lima Metropolitana (San Juan de

Lurigancho, San Miguel, Villa el Salvador y Comas).

5.4.  Lugar de trabajo

El presente estudio fue ejecutado en el Servicio de Control de Calidad-Laboratorios de
Investigacion y Desarrollo de la Facultad de Ciencias e Ingenieria de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia.

5.5. Tamaifio de muestra
El célculo del tamafio de la muestra se realiz6 a partir de la formula de poblaciones
infinitas N°1 [61]:
ZZXpXq
n= gz N°1
Donde:
n = tamafio muestral
z = nivel de confianza
p = prevalencia esperada. Debido a no tener trabajos o investigaciones que nos aporten
una prevalencia, se estableci6 la prevalencia del 50%
g = proporcion de la poblacion de referencia que no presenta el fendmeno en estudio (1 -

P)
d = nivel de precisién absoluta (margen de error)
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El tamafo de la muestra se estimo6 asumiendo un nivel de confianza de Z = 1,96, con una
prevalencia esperada del 50% (p = 0,5) por lo tanto q = (1 - p) = 0,5 y con un margen de
error de d = 0,08.

1,962 x 0,50 x 0,50

0,082 151

n
El resultado por formula fue 151 huevos como minimo; asi mismo se considerd un
redondeo a 168 huevos para distribuirlos en forma homogénea entre los cuatro pequefios

productores (42 huevos/pequefio productor y 6 pool conformado por 7 huevos).

5.5.1. Recoleccion de muestras

Se seleccionaron cuatro distritos de Lima Metropolitana considerando la conformacion
de sus unidades territoriales registrados por el Instituto Nacional de Estadistica e
Informética (INEI) [62]:

- Lima Este: San Juan de Lurigancho (M1)

- Lima Centro: Santa Miguel (M2)

- Lima Sur: Villa El Salvador (M3)

- Lima Norte: Comas (M4)
Luego se procedi6 a seleccionar al azar un pequefio productor de cada distrito. Cada grupo
de huevos que se compro se rotulé indicando la fecha y la zona de procedencia. La compra
se realiz6 en dos tiempos, la primera, en el mes de mayo del 2023 y una segunda compra
en el mes de julio del mismo afio para evaluar si los animales tenian un tratamiento

continuo con dichos antibioticos.

Se realizé la recoleccidn de 24 muestras provenientes de los 4 distritos seleccionados,
cada muestra estuvo compuesta por una mezcla (pool) de 7 huevos, se analizaron 6
muestras por cada pequefio productor de huevos de codorniz, adquiriendo un total de 168

huevos.

5.6. Materiales, reactivos y equipos

5.6.1. Material de laboratorio
- Fiolade 25,50y 100 mL
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Frascos para laboratorio de 1000 mL

Jeringas desechables de 1 mL

Matraces volumétricos de 1000 mL

Pipetas pasteur, probeta 25 mL y 100 mL

Soporte de tubo de ensayo

Tubos de ensayo para centrifuga de 50 mL

Tubos de ensayo de vidrio de 10 mL

Tubo de centrifuga de 1,5 mL

Viales de 1,5 mL

Vaso precipitado de 30 mL y 100 mL

Columna analitica ZORBAX SB-C18 5um, 4,6x150 mm (Agilent Technologies,
USA)

Cartucho SCX bencenosulfénico SPE - Phenomenex (Agilent Technologies,
USA).

5.6.2. Reactivos

Acido acético glacial, 100% (Merck KGaA, Alemania)

Cloroformo, >99.8% (Avantor Performance Materials, USA)
Acetona, >=99.5 % (Mercantil laboratorio SAC, USA)

Cloruro de sodio, >99% (Avantor Performance Materials, USA)
Sulfato de sodio, 99,99% (Merck peruana S.A., Alemania)
n-hexano, >98.5% (Mercantil laboratorio SAC, USA)

Amonio hidroxido, 28%-30% (Mercantil laboratorio SAC, USA)
Acetato de amonio, >97% (Avantor Performance Materials, Mexico)
Agua destilada y desionizada

Acetonitrilo grado HPLC (Mercantil S.A., China)Metanol grado HPLC
(Mercantil S.A., USA)

Estandar de sulfametoxazol (SMX) 99,7% (Sigma—Aldrich, USA)
Estandar de sulfadiazina (SDA) 99,8% (Sigma—Aldrich, USA)

5.6.3. Equipos
Balanza analitica electronica XS105DU 419g/120g (Mettler-Toledo, USA)
pHmetro de mesa (Mettler-Toledo AG, Suiza)
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- Centrifuga universal modelo PLC-012E (Carper Labs, USA)

- Sonicador/bafio ultrasénico (Emerson Electric Co, USA)

- Micropipetas calibradas de 1000 pL (Eppendorf ®, Alemania)

- Purificador de agua Milli-Q (Merck KGaA, Francia)

- cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) modelo 1260 (Agilent-USA).

5.7. Procedimientos

5.7.1. Preparacion de la solucion estandar

Se pesd, de forma independiente, 20 mg de sulfametoxazol (SMX) y 20 mg de
sulfadiazina (SDA) luego cada antibidtico fue disuelto en 25 mL de metanol, obteniendo
dos soluciones madre de SMX y otra de SDA, ambas de 0,8 mg/mL. A la solucién madre
se le realizaron diluciones con fase movil (850 mL de acetato de amonio 0,02 M, 75 mL
de metanol y 75 mL de acetonitrilo) hasta obtener las concentraciones de interées: de 0,05
pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,4 pg/mL, 0,8 pg/mL, 1,6 pg/mL y 3,2 pg/mL [63].

5.7.2. Preparacion de las muestras de huevos

Una muestra estuvo compuesta por 7 huevos, cada huevo se quebrd en una superficie
plana, se deposito la yemay la albumina en un vaso precipitado y se homogeniz6 durante
1 minuto la muestra para obtener 10 g, para llevar a cabo el analisis [63].

5.7.3. Procesamiento de las muestras de huevos

Se transfirié 10 g de la muestra a un tubo de centrifuga de propileno donde se trat6 con
500 pL de &cido acético al 10%; se dejé en reposo por 15 minutos para obtener un valor
de pH entre 5 a 6 pasado el tiempo indicado, se afiadié 30 mL de cloroformo/acetona
(50:50, v:v), se agit6 la solucién con ayuda del vortex (agitador) por un periodo de 10
minutos, a continuacién, es llevado al sonicador para someterlo a un tratamiento
ultrasonico por 20 minutos. Posteriormente, se adicionaron 3,0 g de NaCl y 3,0 g de
Na>S0s, se mezclo vigorosamente y se centrifugo (3500 RPM, 20 min, T=10°C). Después
de ello, con una pipeta pasteur se procedio a tomar 25 mL de la solucion obtenida de la

muestra centrifugada (se descarto el sedimento) y se transfirid a una fiola donde se afiadié
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2,5 mL de &cido acético glacial, esta mezcla resultante se agreg6 al cartucho SCX
bencenosulfonico SPE (Phenomenex) previamente acondicionado [63].

El acondicionamiento de la columna cartucho SCX bencenosulfonico SPE (Phenomenex)
se realizo con la finalidad de eliminar impurezas que pueda estar presentes, solvatar el
soporte adsorbente del cartucho para que interactle de manera efectiva con la sustancia
de interés y equilibrar el mismo en una composicion similar a la muestra [64]. Para ello,
se lavo dos 2 veces con 3 mL de n-hexano y dos veces con 3 mL de 5% de &cido acético
en cloroformo/acetona (50:50, v:v), asimismo, para dicho proceso se emple6 un colector
de vacio para extraccion en fase sdlida, se aplico la mezcla resultante a la parte superior
de un cartucho, el siguiente paso fue lavar la columna con 5 mL de agua y 5 mL de

metanol. La solucion que fluy6 por medio del cartucho se descarté [63].

Se procedié luego a afiadir 13 mL de metanol/amoniaco (97,5:2,5; v:v) al cartucho y el
eluyente resultante contuvo las sulfonamidas aisladas. Esta solucion se evapor6 hasta
sequedad a 45°C bajo una atmdsfera suave de nitrégeno, luego el residuo se reconstituy6
adicionando 1 mL de fase mévil y 0,5 mL de n-hexano y después se centrifugd a 3500
RPM durante 10 min a 20 °C. El extracto desengrasado (fase inferior) se transfirid a un
vial y luego fue inyectado en el sistema de HPLC [63]. En el ANEXO 2 se esquematiza

los pasos para la extraccion de las muestras de huevos.

5.7.4. Andlisis por HPLC-DAD

Se empled la cromatografia liquida de alta resolucion Agilent 1260 acoplado al detector
de arreglo de diodos, se utilizé una Columna analitica ZORBAX SB-C18 5um, 4,6x150
mm para la separacion de los componentes de la muestra. La inyeccién del volumen fue
de 20 pL y la temperatura del horno de la columna se fijo en 40°C. La fase movil
empleada en la separacion de las sulfonamidas contuvo la solucion tampon de acetato
0,02 M apH 4,50 0,02 (A) y una mezcla de metanol/acetonitrilo 50:50 (v/v) (B) en una
proporcion de 85:15 (v/v), a un flujo de 1 ml/min. Ademas, la deteccion de los residuos
de sulfadiazina y sulfametoxazol se realiz6 en una longitud de onda entre 220 y 360 nm,
siendo 270 nm la principal y el ancho de banda de 4 nm [63].
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5.8.  Analisis cuantitativo en huevos de codorniz

Previo a la determinaciéon de residuos de medicamentos veterinarios en el huevo se
tomaron en cuenta pardmetros de la validacion de un método analitico como linealidad,
estabilidad, precision, recuperacion, limite de deteccion y limite de cuantificacion
[65,66].

5.9. Linealidad

Linealidad es conocida como la curva de calibracion donde se evidencia la relacion lineal
de concentracion frente a una respuesta cromatografica [67]. Con los resultados de las
areas de los picos y las siete diferentes concentraciones, se generd una curva de
calibracion que demostro la relacion lineal del método analitico a partir del coeficiente de
determinacion (r?) y coeficiente de correlacion lineal (r) [63]. Se obtuvo la ecuacion de la
curva de calibracion para cada uno de los dos antibioticos de sulfonamida. Segun los
rangos de concentracion de residuos de sulfametoxazol en huevos de codorniz descritos
por Wang et al. [15] fueron de 0,07 pg/g a 2,48 ug/g. A partir de dicho dato se considerd
el punto medio de la curva de calibracion de 2,48 ug/g (0,8 pg/mL). En este estudio se
emplearon siete niveles de concentracién teoricos 0.05 pug/mL, 0,1 pg/mL, 0,2 pg/mL,
0,4 ug/mL, 0,8 pug/mL, 1,6 pg/mL y 3,2 pg/mL. El anélisis de los estandares se desarrollo
en 3 corridas cromatogréficas, con un volumen de inyeccion de 20 pL.

5.10. Estabilidad

La estabilidad es para corroborar si existe algiin cambio o variacion en la concentracion
del estandar en condiciones para su almacenamiento [68]. En tal sentido, se evalud la
estabilidad de la mezcla de 1,12 pg/mL del estdndar de SDA y SMX durante el tiempo
que permanecio dentro del sistema de HPLC, a temperatura ambiente a las 24 h 'y 48 h.
Asi también, se realizé el estudio de estabilidad para otra condicion de almacenamiento
como es la refrigeracion (4 °C) a las 24 h 'y 48 h, tiempo hasta antes de realizar el ensayo.
En el analisis por HPLC se realizaron 3 inyecciones para el estandar de SDA y el estandar
de SMX en ambas temperaturas; calculando el porcentaje de concentracion de las

sulfonamidas [63].
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5.11. Precision

La precision nos brinda informacion acerca del grado de dispersion entre los datos
obtenidos del &rea bajo la curva y del tiempo de retencién (TR) [67]. Las sulfonamidas
son sustancias de “tolerancia cero” en alimentos como los huevos de modo que, no se
establecen limites de residuos en los mismos. Asimismo, se evaluo la precision por medio
de la repetibilidad, el cual es obtenido bajo las mismas condiciones de operacion: mismo
dia, equipo y analista. Ademas, para el ensayo de precision sobre el sistema
cromatografico se empled la concentracion de 0,8 pg/mL para los estandares de SDA y
SMX vy se consideraron 6 inyecciones [63]. Por otro lado, se calculd el promedio y
desviacidn estandar relativa (DSR) del area bajo la curva de las sefiales cromatograficas

y del tiempo de retencion (TR).

DSR(%) = (%) x 100 ..... N°2

x

N-2

.. N3

Donde

DSR: desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion
DS: Desviacion estandar

X: promedio del area bajo la curva o tiempo de retencién

N: ndmero de datos

X: valores obtenidos

5.12. Limite de cuantificacion y deteccién del método

El limite de cuantificacion (LC) es la minima concentracion de la sustancia de interés que
puede ser cuantificada a un nivel de precision y exactitud aceptable, en cambio, el limite
de deteccion (LD) es la minima concentracién de la sustancia de interés que es posible
demostrar su presencia en la muestra con certeza [69]. Por tanto, los valores de la
investigacion fueron calculados en base a la curva de recuperacion; obteniéndose

mediante la aplicacién de las siguientes formulas [63]:
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10 x DS
c=20xD)

..N°4
B
3x DS
LD=53%—l"mN%

DS =,/5?xy ....N°6

2y? —aly — BExy

e .N°7

Sixy =

Donde:

LC: limite de cuantificacion

LD: limite de deteccion

DS: desviacion estandar

B: pendiente de la curva de recuperacion
a: intercepto

S%xy= Varianza

5.13. Recuperacion

La recuperacién nos brinda informacidon sobre el rendimiento del método analitico, en lo
que respecta al proceso de extraccion y la cantidad de analito presente en la muestra [70].
Por consiguiente, para el presente analisis, se enriquecieron 2 muestras de huevo de
codorniz con concentraciones conocidas de 1,6 pg/mL, 0,8 ug/mL y 0,4 pg/mL para SDA
y SMX. Ademas, se realizaron 6 corridas para cada uno de los tres niveles de
concentracion, los cuales se encuentran dentro del rango de la curva de calibracion.
También, se empled un huevo de codorniz sin fortificar. Con los datos brindados se aplico
la siguiente formula de recuperacion:

C
Y%recuperacion = % x 100 .....N°8

Donde:

Ce: Concentracion encontrada
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Cd: Concentracion declarada o conocida

5.14. Cuantificacion en las muestras de huevos

Para la cuantificacion se realizaron 2 inyecciones por muestra. Asimismo, a partir de la

ecuacion de curva de calibracion se logro calcular las concentraciones de SMX y SDA

presentes en las muestras de huevos de codorniz con la presente formula:

Donde:

C=m(A)+b ....N°9

C: Concentracion de la muestra en pg/mL

m: Pendiente de la ecuacion lineal

A: Area del pico cromatografico

b: Intercepcion en el eje y

V1. RESULTADOS

6.1. Linealidad

Tabla 1. Diferentes niveles de concentracion de los estandares de Sulfadiazina

(SDA) y Sulfametoxazol (SMX) y sus areas de picos

Concentracidn practica (ug/mL) Area de picos (MAU*s)
SDA SMX SDA SMX
0,051647 0,05209325 25,8272100 23,8402100
0,051647 0,05209325 25,4130400 24,5152200
0,051647 0,05209325 25,2408100 23,9356000
0,103293 0,10418650 50,8651600 47,3006400
0,103293 0,10418650 50,8569300 47,6026000
0,103293 0,10418650 50,9505300 47,3635900
0,206586 0,20837300 101,808130 94,0225100
0,206586 0,20837300 101,742870 94,0047600
0,206586 0,20837300 101,783170 94,0261000
0,413172 0,41674600 202,807370 188,295330
0,413172 0,41674600 202,730160 188,224090
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0,413172 0,41674600 202,167050 188,625060
0,826344 0,83349200 404,087250 375,084440
0,826344 0,83349200 404,502810 375,347290
0,826344 0,83349200 404,007200 375,047240
1,652688 1,66698400 812,269040 749,760070
1,652688 1,66698400 811,630000 750,920470
1,652688 1,66698400 810,664790 750,708010
3,305376 3,33396800 1631,93164 1508,35840
3,305376 3,33396800 1633,05212 1511,76868
3,305376 3,33396800 1632,51404 1509,19958
1,600 -~
1,400
£ 1,200
o)}
é y=493,671x - 1,298
£ 1,000 R*=0,99999
3 R=0,99999 .-
& 800 @
g 600
< 400 o
200 ¥ ot
.
0
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5

Figura 5. Curva de calibracion del analisis de SDA mediante HPLC-DAD

Concentracion (pg/mL)

29



1,600

1,400
©' 1,200
= y = 452,477x - 0,600
£ 1,000 R2 = 0,99999
9 R=0,99999 .-
‘= 800
Q. .
) ,.-'.
< .
S 600
—
<
400 .-
200 e
'y
0
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0

Concentracion (pg/mL)

3.5

Figura 6. Curva de calibracion del analisis de SMX mediante HPLC-DAD

En la investigacion se evaluaron 7 niveles de concentracion tedricos: 0,05 pg/mL, 0,1

pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,4 pg/mL, 0,8 pg/mL, 1,6 pg/mL y 3,2 pg/mL. De lo anteriormente

sefialado se construyd la curva de calibracion, tal y como se observa en la figura 4 y figura

5. Por lo cual, para el antibidtico de sulfadiazina la ecuacion obtenida de la curva de

calibracion fue y = 493,671x - 1,298 con un coeficiente de correlacién (r) de 0,99999 y

un coeficiente de determinacion (r?) de 0,99999. Por otro lado, para el sulfametoxazol, la
ecuacion fue y = 452,477x - 0,600 con un r=0,99999 y r?=0,99999. A partir de estos

resultados se puede considerar que cumplen con el criterio de aceptacion para la linealidad

del método analitico el cual establece un valor de coeficiente de correlacion mayor a 0,98

y coeficiente de determinacion mayor a 0,99 [71].

6.2. Estabilidad

Tabla 2. Estabilidad para SDA y SMX a temperatura ambiente

. Tiempo | . Concentracion DS
Estandar (h) Area de pico (ng/mL) %) DS (%)
58,85860 0,12186
0 58,51275 0,12116 | 100,00 | 0,0000 | 0,0000
secasel | 01215
24 58.41894 0.12097 99,75 0,0003 | 0,2433
48 58,49281 0,12112 | 100,06 | 0,0006 | 0,5086
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58,92445 0,12199

55,56913 0,12414

0 54,57350 0,12194 | 100,00 | 0,0000 | 0,0000
54,40101 0,12156
SMX 24 25,0406 012297 100,67 | 0,0006 | 0,4496

55,39552 0,12375

54,18691 | 0,12108
* 56,11161 | 0,12534 100,54 | 0,0030 | 2,4412

Tabla 3. Estabilidad para SDA y SMX en refrigeracion

. Tiempo p . Concentracion DS
Estandar (h) Area de pico (ug/mL) %) DS (%)
58,85860 0,12186
0 58,51275 0,12116 100,00 0,0000 0,2903
58,65054 0,12143
SDA 59,20894 0,12257
24 58.66750 012147 100,44 | 0,00080 | 0,6356
58,60304 0,12134
48 5828265 0,12069 99,61 0,00050 | 0,3792
55,56913 0,12414
0 54,57350 0,12194 100,00 0,0000 1,1372
54,40101 0,12156
SMX 55,08935 0,12308
24 54.08503 0.12086 99,53 0,0016 1,2857
54,05657 0,12079
48 55.53444 0.12406 99,91 0,0023 1,8864

Los resultados del estudio de estabilidad mostraron que a temperatura ambiente y en
refrigeracion la concentracion de los estandares permanecio cerca del 100% como se
muestra en la Tabla 2, lo que asegura que continuaron estables durante el periodo de
tiempo estimado (24 hy 48 h).

31



6.3.

Precision

Tabla 4. Precision del sistema cromatografico para los estdndares de SDA y SMX

a 0,8 ug/mL
Inyecciones Tlemp(_J,de T|emp(_3,de Areas de picos | Areas de picos
0 Réplicas retencion retencion SDA SMX
SDA SMX

1 4,363000 11,573000 404,08725 375,08444

2 4,363000 11,580000 404,50281 375,34729

3 4,363000 11,568000 404,00720 375,04724

4 4,360000 11,572000 404,14496 373,74442

5 4,358000 11,571000 404,37051 375,37732

6 4,361000 11,569000 404,23062 376,47815

Promedio 4,361330 11,572167 404,22389 375,17981

DS 0,002066 0,0042620 0,1850370 0,8763290

RSD % 0,047361 0,0368320 0,0457760 0,2335760

Los resultados sugieren que el método es preciso ya que se obtuvieron porcentajes de

Desviacion Estandar Relativa (%DSR) inferiores al 2% como se aprecia en la Tabla 4

[70].

6.4.

Limite de deteccion y cuantificacion del método

Tabla 5. Limites de cuantificacion y deteccion para SDA y SMX

Estandar LD (ug/Kg) LC (ng/Kg)
SDA 2,69 8,97
SMX 1,30 4,32

La SDA presentd un limite de deteccién calculado de 2,69 pg/Kg y un limite de

cuantificacion de 8,97 ug/Kg. Mientras que los resultados del LD y LC para el SMX

fueron 1,30 pg/Kg y 4,32 pg/Kg, respectivamente, como se indica en la Tabla 5. Los

datos utilizados en el célculo del limite de cuantificacién y limite deteccion se muestran
en el ANEXO 3y ANEXO 4.
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6.5.

Recuperacion

Tabla 6. Anélisis de recuperacion de muestras enriquecidas con SDA

Concentracién| Areade |Concentracion ., | Promedio de
. Recuperacion .| DSR
declarada pico encontrada (%) recuperacion (%)
(MO/Kg) | (MAU*min)|  (pg/Kg) (%)
80,6384 260,1259 79,4328 98,50500
80,6384 261,0987 79,7284 98,87150
80,6384 261,1054 79,7304 98,87410 99.1114 0,4216
80,6384 262,6581 80,2022 99,45910 ’
80,6384 262,7036 80,2160 99,47630
80,6384 262,7189 80,2207 99,48210
40,3192 135,7536 41,6427 103,2827
40,3192 135,8808 41,6814 103,3785
40,3192 135,7548 41,6431 103,2835
40,3192 131,8508 40,4569 100,3415 101,7641 11,6716
40,3192 131,6724 40,4027 100,2071
40,3192 131,5186 40,3559 100,0911
20,1596 63,24430 19,6110 97,27880
20,1596 61,22390 18,9971 94,23360
20,1596 62,33610 19,3351 95,91000
20,1596 61,35960 19,0384 94,43830 956108 | 1,1768
20,1596 62,27020 19,3151 95,81070
20,1596 62,39130 19,3518 95,99310
Tabla 7. Analisis de recuperacién de muestras enriquecidas con SMX
Concentracion| Areade |Concentracion .. | Promedio de
. Recuperacion .. | DSR
declarada pico encontrada (%) recuperacion %)
(MQ/Kg) | (MAU*mIn) |  (ug/Kg) ’ (%) ’
82,9504 238,8916 79,3931 95,75940
82,9504 239,3693 79,5515 96,11580
82,9504 239,3693 79,5515 96,11820
82,9504 240,0490 79,7768 96,68700 96,3489 0,4216
82,9504 239,9193 79,7338 96,70370
82,9504 240,2601 79,8468 96,70930
41,4752 117,2415 39,0653 100,4040
41,4752 117,0398 38,9984 100,4972
41,4752 116,9655 38,9738 100,4048 989277 116716
41,4752 118,4238 39,4572 97,54480
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41,4752 117,8378 39,2630 97,41410
41,4752 118,5049 39,4841 97,30140
20,7376 60,84390 20,3691 94,56750
20,7376 60,54450 20,2699 91,60710
20,7376 60,41750 20,2278 93,23680
20,7376 57,77080 19,3504 91,80610 92,9459 | 1,1768
20,7376 58,17350 19,4839 93,14030
20,7376 58,67060 19,6487 93,31760

Los valores de recuperacion (% media + DS) obtenidos para 80 pg/Kg, 40 pg/Kg y 20
Hg/Kg SDA fueron 99,1%z0,4; 101,8%+1,7 y 95,6%z1,1, respectivamente. Asi como,
los valores de recuperacion para SMX fueron 96,3%+0,4; 98,9%+1,7 y 92,9%=1,1. El

criterio de aceptacion para la recuperacion cuando las concentraciones son mayores de

10 pg/kg es de 80-110% [67,72]. Por lo cual, los resultados siguen con satisfaccion el

criterio de aceptacion antes sefialado (Tabla 6 y Tabla 7).
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Figura 7. Cromatograma obtenido de la recuperacion 80 pg/Kg de SMX 'y SDA
mediante HPLC-DAD

Asi también, en el cromatograma para el huevo fortificado se obtuvo la presencia de picos

correspondiente a la concentracion 80 pg/Kg para el antibidtico de sulfadiazina y

sulfametoxazol (Figura 6).
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HPLC-DAD

Asimismo, en el cromatograma del huevo sin fortificar, es decir, libre de antibiéticos, no

se apreciaron picos correspondientes a sulfadiazina y sulfametoxazol (Figura 7).

6.6.

Cuantificacion en las muestras de huevos

Tabla 8. Concentraciones promedio de los residuos de SDA y SMX en muestras

de huevo de codorniz de cuatro pequefios productores de Lima Metropolitana del

mes de mayo
. Concentracion
Concentracion promedio DS Rango
Muestra | N° (Hg/Kg) (Lg/Ka) (M9/Kg)
SDA SMX SDA | SMX | SDA | SMX | SDA | SMX
1] 1,18336 | 1,95377
1| 0,76163 | 1,51737 075 | 0.67
2 | 1,17179 | 0,67369 : :
MVS ’ ’ 7 11 1 42 - -
2 | 0,74939 | 1,17844 0.9 33101910, 118 | 1,95
3| 0,91298 | 1,28588
3| 1,02917 | 1,39560
1| 1,02122 | 4,07943
1 | 0,84515 | 4,27906 0,64 | 0,90
MSM | 2 | 0,87420 | 1,24064 | 0,82 | 2,18 | 0,14 | 0,57 - -
2 | 0,68761 | 1,56575 1,02 | 4,28
3 | 0,83826 | 0,89868
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3| 0,64464 | 1,02192
1| 1,01426 | 1,92448
1| 1,10727 | 2,08912 080 | 115
2 | 0,84198 | 1,14698 ’ ’
MSJL : : - -
2 | 0,80788 | 1,33531 098 ) 1531020 040 128 | 2.09
3| 1,28445 | 1,52618
3| 0,80083 | 1,16729
1] 1,01117 | 0,00000
1| 1,30495 | 1,28467 051 | 0.00
2 | 0,69935 | 0,00000 ’ ’
MCOM : : 083 | 0,72 ] 0,29 | 0,79 - -
2 | 0,85524 | 0,00000 130 | 1,53
3| 0,50880 | 1,52527
3| 061936 | 1,50327

Tabla 9. Concentraciones promedio de los residuos de SDA y SMX en muestras

de huevo de codorniz de cuatro pequefios productores de Lima Metropolitana del

mes de julio
., Concentracién
Concentracion promedio DS Rango
Muestra | N° /K /K
SDA SMX SDA | SMX | SDA | SMX | SDA | SMX
1| 1,67902 | 1,86389
1| 1,71897 | 1,62709 168 | 138
2 | 2,75850 | 1,37632 ' '
MVS ’ ’ 226 | 1,80 | 0,45 | 0,35 - -
2 | 253612 | 1,55149 276 | 2.22
3 | 2,44084 | 2,22219
3| 2,43489 | 2,18355
1| 1,36807 | 1,54001
1| 1,41138 | 1,60698 137 | 132
2 | 153556 | 1,50638 ' '
MSM ’ ’ 211 | 1,47 | 1,02 | 0,10 - -
2 | 151152 | 1,45385 3.46 | 1,61
3| 3,39635 | 1,42358
3 | 3,46353 | 1,31723
1 |1,25873 3,02845
1| 1,23298 |3,03212 123 | 108
MSJL ; iggg;g ;g?ii? 2009 | 220 |2864| 055 | - | -
’ ’ 57,09 | 3,03
3 | 57,03585 | 1,53547
3 | 57,08903 | 1,08191
1| 1,66236 | 2,30222
MCOM 1| 161063 | 2.42645 343 | 208 | 1,41 | 0,31
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2 | 431989 | 2,14490
2 | 4,72640 | 2,20518
3| 4,22905 | 1,69072
3| 404954 | 1,71968

1,61 | 1,69

4,73 | 2,43

Se analizaron 6 muestras por pequefio productor procedentes de Villa el Salvador (MVS),
San Miguel (MSM), San Juan de Lurigancho (MJSL) y Comas (MCOM), asimismo,

ejecutandose 2 inyecciones para cada uno, los resultados se muestran en la Tabla 8 y

Tabla 9. Asi también, en la recoleccion de muestra del mes de mayo entre los cuatro

pequefios productores se obtuvieron concentraciones de SDA de 0,82 pg/Kg + 0,14 hasta

0,98 ng/Kg + 0,20 y para SMX se obtuvieron concentraciones de 0,72 pg/Kg + 0,79 hasta

2,18 ng/Kg + 0,57. Por otro lado, en el mes de julio se encontraron concentraciones de
SDA de 2,11 pg/Kg + 1,02 hasta 20,09 ug/Kg + 28,64 y para SMX 1,47 png/Kg + 0,10
hasta 2,20 g/Kg £ 0,55. Los cromatogramas de las muestras se aprecian en el ANEXO 5.

25.00
20.00
15.00
10.00

5.00
2.26
0.97

0.00 - .

Villa el Salvador

Concentraciéon promedio (ng/Kg)

0822'11
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3.43
0.83
|
Comas

Muestras de pequefios productores de huevos de codorniz

Figura 9. Concentracion promedio de SDA en huevos de codorniz recolectados de Lima

Metropolitana en el mes de mayo y julio
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Figura 10. Concentracion promedio de SMX en huevos de codorniz recolectados de

Lima Metropolitana durante el mes de mayo y julio

Las concentraciones promedio de residuos de sulfadiazina y sulfametoxazol presentaron
un incremento para el mes de julio (Figura 8 y Figura 9). Asi también, las muestras
compradas de San Juan de Lurigancho obtuvieron una concentracion promedio de

sulfadiazina de 20,09 pg/Kg, siendo la mas elevada en comparacion con los tres distritos.

VII. DISCUSION

El presente estudio tuvo como propoésito determinar si hay presencia de residuos de
sulfonamidas en el huevo de codorniz provenientes pequefios productores de Lima
Metropolitana, lo que supone un riesgo en la salud publica debido a las posibles
consecuencias que trae consigo como es la generacion de resistencia bacteriana,

reacciones alérgicas o toxicidad.

El presente estudio emple6é el HPLC-DAD, en donde el equipo de HPLC acoplado a
diferentes tipos de deteccion es una técnica considerada mas empleada para la
cuantificacion y confirmacion de residuos de sulfonamidas [73]. En contraste con el
estudio de Sarkar et al., que emplearon el kit ELISA competitivo, técnica de facil
operacion y bajo costo, sin embargo, esta ultima no es tan sensible como el método de
HPLC [17]; y como el estudio de Sineque et al., que emplearon el método de bioensayo

para determinar la presencia o ausencia de antibidticos o clase de antibioticos [16], asi
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como su aplicacién a gran escala, no obstante, su sensibilidad y especificadas son bajas
comparada con la técnica cromatogréfica, por lo que es necesario que los resultados
positivos se confirmen con técnicas analiticas méas sofisticadas como la cromatografia
liquida acoplada a un detector de arreglo de diodos, cromatografia en capa fina, entre
otros [74].

Se determinaron parametros de validacién como: linealidad, estabilidad, recuperacion,
precision, limite de cuantificacion y limite de deteccion para el método analitico. Es decir,
el método fue lineal en el rango de concentracion evaluado ya que los coeficientes de
determinacion para ambos antibi6ticos fueron de 0,99999; por lo cual, estuvieron dentro
de los criterios de aceptacion. Estos resultados, son similares al estudio publicado por
Summa et al., para determinar residuos de sulfonamidas en huevos, cuyos valores de

coeficiente de determinacion fue mayor a 0,9990 para ambas sulfonamidas [63].

Se evidencid la estabilidad, porque la concentracion de los estandares de sulfadiazina y
sulfametoxazol permanecieron cerca del 100 % (concentracion inicial), a condiciones de
temperatura ambiente se obtuvieron resultados de 99,75 %y 100,06 % a las 24 y 48 horas
para sulfadiazinay 100,67 %y 100,54 % para sulfametoxazol, respectivamente. De forma
similar con el estudio realizado por Huaman, la estabilidad a temperatura ambiente en el

dia 1y 2, obtuvo concentraciones de 100 % y 100,33 %, respectivamente [68].

Se demostrd que el método analitico fue preciso, porque proporciond coeficientes de
variacion inferiores al 2 %, los cuales fueron 0,047361 % y 0,045776 % para el tiempo
de retencion y el area de pico de sulfadiazina, respectivamente, por otro lado, para el
sulfametoxazol se obtuvieron resultados de 0,036832 % y 0,233576 % para el tiempo de
retencion y el area de pico. En comparacion con el parametro de precision realizado por
Huamén, para el estandar de triclabendazol a la concentracion de 1,14 pg/mL se
obtuvieron valores similares de DSR (%) 0,6198 para el tiempo de retencion y de 0,063

para el area de pico [68].

El limite de deteccion (LD) calculado fue de 2,69 ug/Kg y 1,30 pg/Kg para sulfadiazina
y sulfametoxazol, respectivamente; el limite de cuantificacion (LC) fue de 8,97 ug/Kg y
de 4,32 ug/Kg para el primer y segundo antibidticos previamente mencionado. Los
resultados de limite de deteccidon para los dos antibiéticos fueron similares a los obtenidos

por Summa et al., donde obtuvieron valores de 3,92 pg/kg para sulfadiazina y de 0,92
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ug/kg para sulfametoxazol. Los resultados de limite de cuantificacion obtenidos en el
estudio de Summa et al., fueron de 1,29 pg/kg para sulfadiazina y 0,30 ug/kg para
sulfametoxazol, los cuales fueron inferiores comparados con el presente estudio, debido

a que Summa et al. trabajaron con un rango de concentracion mas bajo [63].

Se constato que el método analitico fue exacto, porque se obtuvieron porcentajes de
recuperacion con un rango de 95,6 % + 1,1 a 101,8 % + 1,7 para sulfadiazina, asi como,
98,9 % £ 1,7 a 92,9 % % 1,1 para sulfametoxazol, por tanto, se encontraron dentro del
intervalo de 80 % a 110 % [72]. En contraste con el estudio realizado por Summa et al.,
donde describid recuperaciones de 72,9 %, 76,9 % y 82,3 % para las concentraciones de
20 pg/kg, 40 pg/kg y 60 pg/kg para sulfadiazina y para sulfametoxazol de 61,4 %, 65,6
% y 61,3 % para dichas concentraciones respectivamente [63]. Sin embargo, no son
mejores a los obtenidos en el estudio, los cuales presentan porcentajes de recuperacion
cercanos al 100 %.

El presente estudio demostrd la existencia de al menos una de las dos sulfonamidas
analizadas en el 100 % de los huevos de codorniz recolectados de los pequefios
productores de San Juan de Lurigancho, San Miguel, Villa el Salvador y Comas. Un total
del 100 % de las muestras (24 muestras) dieron positivo a sulfadiazina y 95,83 % de las
muestras (23 muestras) dieron positivo a sulfametoxazol. Los resultados muestran
similitud con el estudio publicado por Mingle et al., donde hubo presencia de residuos de
antibidticos en el que se incluyé sulfametoxazol en huevos, concluyendo que en el 100 %

de las muestras evaluadas contenian al menos un residuo de antibiotico [13].

En la investigacion se encontro que la concentracion media de residuos de sulfonamidas
fue de 2,80 ng/kg + 4,7 en el 100 % de las muestras, al compararlo con estudios, como el
realizado por Sarkar et al., quienes hallaron una concentracion media de residuos de
sulfonamida de 1,22 pg/kg en el 61,1 % (11/18) de los huevos analizados, el cual fue un
valor menor comparado con el presente estudio [17]. Por otro lado, los resultados indican
que la sulfonamida con la concentracion més alta en las muestras compradas fue la
sulfadiazina con 57,09 ng/Kg; este resultado se asemeja a lo publicado por Mingle et al.,
quienes reportaron que la muestra con la concentracion mas alta de sulfonamida fue el

sulfametoxazol, alcanzando los 103,98 pg/kg [13].

40



Asimismo, se contempl6 un incremento de las concentraciones promedio en los pequefios
productores en el mes de julio. Tal y como se menciona en el trabajo realizado por
Ampuero-Riega y Morales-Cauti, la presencia de residuos de antibidticos en huevos,
probablemente se deba a las malas précticas de manejo de medicamentos veterinarios
(dosis, incumplimiento del periodo de espera e inadecuada seleccion del farmaco) en la
intencion de emplearlas para el control o prevencion de enfermedades infecciosas [75].
En el Informe del Comité Cientifico de la AECOSAN se sefiala que otra posible causa es

por la contaminacion cruzada en la fabricacién de piensos [50].

Se registro en la segunda toma de muestra de San Juan de Lurigancho un valor elevado
de sulfadiazina (57,09 pg/Kg) comparado a las muestras de los otros 3 distritos. Para
evitar la presencia de residuos de sulfonamidas en huevos, es necesario, respetar el
periodo de espera posterior a la administracion del antibi6tico ya que, dependiendo de la
dosis, via de administracion y duracion del tratamiento, los residuos de antibi6ticos en
huevos se eliminan lentamente del producto avicola (llegando a tomar dias a semanas)
[50]. Se han realizado estudios en gallinas para ver la eliminacién del antibidtico en
huevos fue asi como en la publicacion realizada por Atta et al., posterior al retiro del
tratamiento con sulfadiazina por 5 dias consecutivos, estimaron un tiempo de espera no
menor a 3 dias para un tratamiento de 0,2 g/L de agua potable y de 4 dias para 0,4 g/L de
agua potable [76]. Otro estudio realizado por Oikawa et al., estudiaron el tratamiento de
sulfametoxazol, en dos vias, adicion de alimento al 0,2 0 0,4 % y via intramuscular 100
mg/Kkg, dos veces al dia por 5 dias consecutivos, y sugirieron un periodo de espera de 4 a

10 dias, correspondiente a dicho tratamiento [77].

Segln Ramirez-Villamizar et al., la presencia de estos residuos de antibidticos en
alimentos destinados al consumo humano genera efectos toxicos, los cuales no se hacen
visibles de forma aguda, todo lo contrario, las manifestaciones se presentan a largo plazo,
debido a la ingesta continua y prolongada de pequefias cantidades del antibiotico [78].
Publicaciones realizadas por de Widiasih et al. y Pérez registran que el empleo
generalizado e inapropiado de antibidticos en aves incrementa el potencial de presencia
de residuos de antibidticos en huevos y el desencadenamiento de resistencia al mismo
[79,80]. Por lo antes mencionado es probable que los residuos de sulfonamidas causen
resistencia en humanos por su ingesta en huevos a causa de la exposicion prolongada a

bajas dosis del antibidtico.
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Los estudios para evaluar la degradacion de residuos de antibidticos en huevos como el
realizado por Zhao et al., trabajaron con huevos que contenian residuos de sulfonamidas,
entre ellos se encontraban la sulfadiazina y el sulfametoxazol, los huevos fueron
sometidos a temperaturas de coccion simuladas, y encontraron que hubo una reduccion

de los residuos, pero no una eliminacion completa [81].

Los resultados en el mes de mayo y julio sugieren que las aves tuvieron un tratamiento
continuo con las sulfonamidas, sulfadiazina y sulfametoxazol. Se observo que la
sulfadiazina, fue una de las sulfonamidas méas empleadas, de manera continua, por los
cuatro pequefios productores. Asimismo, los pequefios productores de San Juan de
Lurigancho, Villa el Salvador y Comas también emplearon sulfametoxazol de forma
continua a excepcién del pequefio productor de San Miguel donde hubo una disminucién
en su uso para el mes de julio. Los hallazgos del presente estudio en huevos de codorniz

sugieren la importancia de un control de forma continua de residuos de antibidticos.

VIII. CONCLUSIONES

e Se determind la presencia de residuos de sulfonamidas en huevos de codorniz
provenientes de pequefios productores de cuatro distritos de Lima Metropolitana.

e El método analitico demostré ser lineal con un r>0,98 y r?>0,99; fue estable, la
concentracion de los estandares estuvo cerca del 100%; fue preciso, con un DSR<2%;
el limite de deteccion fue de 2,69 pg/Kg para sulfadiazina y de 1,30 pg/Kg para
sulfametoxazol; el limite cuantificacion fue de 8,97 ug/Kg para sulfadiazina y de 4,32
pg/Kg para sulfametoxazol; fue exacto, los porcentajes de recuperacion estuvieron
dentro 80% a 110%.

e Se identifico la presencia de residuos de sulfadiazina en el 100% de muestras y de
residuos de sulfametoxazol en el 95,83% de huevos de codorniz destinados al consumo
humano provenientes de los cuatro pequefios productores de Lima Metropolitana.

e La concentracion media de sulfonamidas obtenida por HPLC-DAD fue de 2,8 pg/Kg
* 4,7y la concentracion de sulfonamida maés alta fue de sulfadiazina con 57,09 pug/Kg
proveniente del distrito de San Juan de Lurigancho.
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IX. RECOMENDACIONES

Continuar con el proceso de formalizacion de los productores de huevos de codorniz
por parte del Ministerio de la Produccidn con la asistencia técnica de la municipalidad
distrital e impulsar a los avicultores a la obtencion del registro de autorizacion

sanitaria.

Realizar campafas de concientizacion lideradas por el Ministerio de Salud en conjunto
con autoridades municipales acerca del uso adecuado de antibidticos veterinarios en

aves que producen huevos para consumo humano.

Realizar este tipo de analisis en distintas localidades de la nacion en coordinacién con
las autoridades a nivel local por medio de las Direcciones Ejecutivas del SENASA, de

forma que se contribuya con la inocuidad del producto avicola.

Realizar estudios de la cinética de degradacién de sulfonamidas en huevos de codorniz
y exhortar a las universidades a apoyar a la Direccion Ejecutiva del SENASA en dichas

investigaciones.
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ANEXOS
ANEXO 1. Limites maximos de residuos (LMR) de sulfonamidas

PROYECTODENTS N° 120 -MINSADIGESA-Y.01

NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS LIMITES MAXIMOS DE RESIOUOS (LMR) CE MEDICAMENTOS VETERINARIOS

EN ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO
ESPECIE LMR
PRINCIPIO ACTIVO RESIDUO MARCADOR ANIMAL MATRIZ (pgikg)
Higado 1500
Bosikic Rifdn 1000
Misculo 100
Grasa 100
TILMICOSIN TILMICOSIN Musculo 0
Ovino Higado 1000
Grasa 100
Rifdn 300
Peces Mascula/Piel(") 50
MaGsculo 200
AVILAMYCIN AVILAMYCIN Porcinos Higado 300
Aves Grasa/Pie| 200
Rifi6n 200
SULFONAMIDAS
todas las Masculo 100
especies Grasa 100
SULFADIMIDINE SULFADIMIDINE productoras de Higado 100
alimentos Riflén 100
| __Bovinos Leche (/L) 26
~SULFONAMIDES . RS
(todas las sustancias que
pertenecen 8l grupo de fas SULFONAMIDES Peces Musculo/Piel() 100
Sulfonamidas)
TETRACICLINAS
Leche (L) 100
Bovino Mosculo 200
Higade 500
Rif6n 1200
CHLORTETRACYCLINE/ | CHLORTETRACYCLINE/ _Higado 500
OXYTETRACYCLINE/ OXYTETRACYCLINE/ Cerdo Rifién 1200
TETRACYCLINE TETRACYCLINE Mascdo 200
Masculo 200
Leche (/L) 100
a
Ove} Higado 600
Rifién 1200
15

Fuente: http://www.digesa.minsa.gob.pe/NormasLegales/Normas/RM 372-2016-

MINSA.pdf
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ANEXO 2. Pasos del procesamiento de las muestras de huevos: Muestra 1
(M1), Muestra 2 (M2) y Muestra 3 (M3)

: £ Py e
Se pesé 10 g de la muestra y se Se agregd SOO.uL de acido acético
coloco en el tubo de centrifuga al 10%; se dejo en reposo por 15

minutos y se anadio 30 mL de
cloroformo/acetona (50:50, v:v)

PASO 4

Se agitd la solucion con ayuda Se someti6 a un tratamiento
del vortex por 10 minutos ultrasénico por 20 minutos

Se adiciono 3,0 gde NaCly 3.0 g Se tomd 25 mL de la solucion obtenida
de Na2S04, se mezclo (se descartd el
vigorosamente y se centrifugod
(3500 RPM, 20 min, T=10°C)

sedimento), se
transfirio a una fiola donde y se anadi6
2,5 mL de acido acético glacial

Fuente: Elaboracion propia
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La mezcla resultante se agreg6 al
cartucho SCX bencenosulfonico
SPE (Phenomenex) previamente
acondicionado

[ PASO 9
Ty

La solucion se evapord hasta
sequedad a 45°C bajo una
atmosfera suave de nitrogeno

PASO 11

M -
i M2 M3

El extracto desengrasado (fase
inferior) se transfirié a un vial y
se inyect6 en el sistema de HPLC

Se anadio 13 mL de
metanol/amoniaco (97,5:2.5; v:iv) al
cartucho y el eluyente resultante
contuvo las sulfonamidas aisladas

PASO 10

Se reconstituy6 adicionando 1 mL de
fase movil y 0,5 mL de n-hexano y se
centrifugé6 a 3500 RPM durante 10
min a 20 °C n-hexano

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 3. Datos utilizados en el calculo del limite de cuantificacion y limite de

deteccion de residuos de sulfadiazina

Tabla 10. Datos para calcular el limite de deteccion y de cuantificacion de SDA

n=18 X Y y? X.y

1 80,6384 260,12588 67665,47345 20976,13476

2 80,6384 261,09865 68172,50503 21054,57738

3 80,6384 261,1054 68176,02991 21055,12169

4 80,6384 262,65805 68989,25123 21180,3249

5 80,6384 262,70362 69013,19196 21183,99959

6 80,6384 262,71893 69021,23618 21185,23416

1 40,3192 135,75361 18429,04263 5473,476952

2 40,3192 135,88084 18463,60268 5478,606764

3 40,3192 135,75473 18429,34672 5473,52211

4 40,3192 131,85082 17384,63873 5316,119582

5 40,3192 131,67243 17337,62882 5308,92704

6 40,3192 131,51856 17297,13162 5302,723124

1 20,1596 63,24429 3999,840218 1274,979589

2 20,1596 61,22385 3748,359809 1234,248326

3 20,1596 62,33612 3885,791857 1256,671245

4 20,1596 61,35963 3765,004194 1236,985597

5 20,1596 62,27024 3877,58279 1255,34313

6 20,1596 62,39126 3892,669324 1257,782845

SUMA 846,703200 2745,66691 541548,3272 166504,7788
A -1,860700
B 3,282300
S?xy 8,659635
DS 2,942726
LD 2,689632
LC 8,965438
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ANEXO 4. Datos utilizados en el calculo del limite de cuantificacion y limite de

deteccion de residuos de sulfametoxazol

Tabla 11. Datos para calcular el limite de deteccion y de cuantificacion de SMX

n=18 X Y y? X.y
1 82.9504 238.89162 57069.20611 19816.15544
2 82.9504 239.36933 57297.67614 19855.78167
3 82.9504 239.36932 57297.67136 19855.78084
4 82.9504 240.04898 57623.5128 19912.15891
5 82.9504 239.91925 57561.24652 19901.39776
6 82.9504 240.26014 57724.93487 19929.67472
1 41.4752 117.24146 13745.55994 4862.613002
2 41.4752 117.03976 13698.30542 4854.247454
3 41.4752 116.96552 13680.93287 4851.168335
4 41.4752 118.42377 14024.1893 4911.649546
5 41.4752 117.83777 13885.74004 4887.345078
6 41.4752 118.50490 14043.41132 4915.014428
1 20.7376 60.84391 3701.981384 1261.756668
2 20.7376 60.54446 3665.631637 1255.546794
3 20.7376 60.41753 3650.277931 1252.91457
4 20.7376 57.77077 3337.461866 1198.02712
5 20.7376 58.17351 3384.157266 1206.378981
6 20.7376 58.67057 3442.235784 1216.686812
SUMA 870.9792 2,500.29257 448834.1326 155944.2981
a -1.5837
B 2.9034
S?xy 1.573172
DS 1.254261
LD 1.295992
LC 4.319975
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ANEXO 5. Cromatogramas del estudio de estabilidad

] 0 13 I ] ] ] d i

Figura 11. Cromatograma estabilidad 24H

] 0 13 J /] i) ] d i

Figura 12. Cromatograma estabilidad 24H RF
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Figura 13. Cromatograma estabilidad OH

ANEXO 6. Cromatogramas de las muestras del mes de mayo

L

J ] 0 19 [ ] ) ] d i

Figura 14. Cromatograma de la muestra MVS1
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Figura 15. Cromatograma de la muestra MVS2
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Figura 16. Cromatograma de la muestra MVS3
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Figura 17. Cromatograma de la muestra MSM1
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Figura 18. Cromatograma de la muestra MSM2
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Figura 19. Cromatograma de la muestra MSM3
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Figura 20. Cromatograma de la muestra MSJL1
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Figura 21. Cromatograma de la muestra MSJL2
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Figura 22. Cromatograma de la muestra MSJL3
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Figura 23. Cromatograma de la muestra MCM1
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Figura 24. Cromatograma de la muestra MCM2
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Figura 25. Cromatograma de la muestra MCM3

ANEXO 7. Cromatogramas de las muestras del mes de julio

I ] 0 13 A /i il % ) i

Figura 26. Cromatograma de la muestra MVS1R
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Figura 27. Cromatograma de la muestra MVS2R
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Figura 28. Cromatograma de la muestra MVS3R
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Figura 29. Cromatograma de la muestra MSM1R
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Figura 30. Cromatograma de la muestra MSM2R
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Figura 31. Cromatograma de la muestra MSM3R
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Figura 32. Cromatograma de la muestra MSJL1R
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Figura 33. Cromatograma de la muestra MSJL2R
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Figura 34. Cromatograma de la muestra MSJL3R
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Figura 35. Cromatograma de la muestra MCM1R
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Figura 36. Cromatograma de la muestra MCM2R
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Figura 37. Cromatograma de la muestra MCM3R
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ANEXO 8. Certificado del estandar de sulfadiazina

6Y52

(f_—*'

www sigmaaldnch.com

Certificate of Analysis - Certified Reference Material

Product no.:

Lot no.:
Description of CRM:
Expiry date:
Storage:
Certificate version:

Chemical formula:
Molecular mass:
=~ CAS No.:

Analyte

SULFADIAZINE

SULFADIAZINE

PHR1343-500MG
LRAC3953

White Powder \x/c
30 September 2023

Room Temperature/Protect from Light

LRAC3953.2 (Note: Cortificates may be updated due to
Phavmacopenst (o8 Changes or the avaebiity of new data
Check our website al o Sema-Sdacncom for the most
current version, )

CiaH:1oN©O:S
250.3
68-35-9

LY

Certified Purity * associated uncertainty U, U=k - u (k=) (Mass Balance/
basis)

99.8% Ucrm = £0.1%, k = 2 (Assay Value/as is basis)

Metrological traceability:

Measurement method:

Intended use:
Minimum sample size:

,In!tm:ﬂons for handling
~ and correct use:

Health and safety
information:

Accreditation:

Certificate issue date:

IS0 17034
AR-1470

Traceable to the SI and higher order standards from NIST threugh an unbroken
chain of comparisons, Additional traceabllity to Primary Standards is established
through comparative assay determinations. See “Detadls on metrological
traceability” on page 2.

Where applicable, the certified value is based on a purity determination by mass
balance. See "Certification process details” on page 3

Intended for R&D and Analytical Use only, Not for drug, household or other uses
S0 mg

Do not dry, use on the as is basis. The intemal pressure of the container may be
slightly different from the atmospheric pressure at the user's location, Open
slowly and carefully to avoid dispersion of the matenal, Attachment of 3@ 20 mm
sluminum crimp seal recommended for unused portions.

All chemical reference matenals should be considered potentially hazardous and
should be usec only by gualified laboratory personnel, Please refer to the Safety
Data Shect for detalled Information about the nature of any hazard anag appropriate
precautions to be taken,

Sigma-Aldrich RTC s accredited by the US accreditation authority ANAB as a
registered reference material producer AR-1470 in accordance with 15O 17034,

03 September 2021

2 4 OCT 2022
Atian __

[Ardy Ommen; Quality Control) [Mark Pooler; Quality Assurance )

Sigrma-Aldrich RTC, 2931 Soidier Springs Re. Laramie, WY B2070, USA;
Tel, 1 307-742-5452; Fax 1 307-855-831-9211; wwa.sigmasidnch.com
Sigrea-Aldeich RTC Is 3 subsidiary of Mercy KGaA, Darmstaat, Germany,

Certficate Page 1 of 7

Certificata versan O
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ANEXO 9. Certificado del estandar de sulfametoxazol

Supelco.

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:

Batch Number:

CAS Number:

Formula:

Formula Weight:

Quality Release Date:

R ded Retest Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
7 ~SEARANCE (FORM)
FeRITY (HPLC AREA %)
SOLUBILITY (COLOR}
SOLUBILITY (TURBIDITY)
SOLUBILITY (METHOD)
CARBON CONTENT
NITROGEN CONTENT
INFRARED SPECTRUM

Sulfamethoxazole
analytical standard
S7507

BCCH359%4
723-46-6

C,H, N,O,S
253.28

18 MAR 2022
FEB 2025

SPECIFICATION

WHITE TO OFF WHITE
POWDER

=980 %

COLORLESS TO FAINT YELLOW
CLEAR TO SUIGHTLY HAZY
S50MG/ML ACETONE

463 -486%

163-162%

CONFORMS TO STRUCTURE

Dr. Rainhold Schwenninger !

Quality Assurance
Buchs, Switzerana

www sigmaaldrich.com

RESULT

OFF WHITE

POWDER

907 %

ALMOST COLORLESS
CLEAR

SOMGML ACETONE
46.7 %

164 %

CONFORMS

2 § OCT 2022

Sigma-Aldrich warrants that at the time of the qualty release or subsegquent retest date this product conformed o the information
contained in this publication. The curent specification shest may be avakabile at Sigma-Aldrich.com, For further inguiries, please

contact Technical Service. Purchaser must determine the sultablity of the product for its partcular use. See reverse side of invoice

or packing slip for addifonal terms and conditions of sale.

The vibrant M and Sigma-Aldnch are trademarks of Mecck KGaA, Darmstadt. Germany ar its affiliates

Detaded information an trademarks is avalable via pudlicly accassible resowces
© 2018 Marck KGaA, Darmstadt, Germany andor s affiliates. All Rights Reserved,

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
operates as MilliporeSigma in the US and Canada,

Page 1 of 1
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