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RESUMEN

Introduccion: En el Perd existen protocolos de vigilancia para los residuos antibiéticos en
el sector alimentario, pero hay rubros en continuo crecimiento que no cumplen con este
mismo énfasis de vigilancia como le ocurre a la acuicultura. Ya que a pesar de contar con
importantes productos de consumo humano como la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), su ente regulador no cuenta con ensayos validados y aceptados para determinar
residuos antibidticos en los productos acuicolas. El objetivo del presente estudio fue
desarrollar y validar una metodologia analitica para la determinacion de diez residuos de
antibioticos veterinarios en Oncorhynchus mykiss, utilizando cromatografia liquida de ultra
rendimiento acoplada a un detector de masas de triple cuadrupolo.

Método: Se desarroll6 y validé un método multiresiduo de 10 antibidticos que puede
identificar y cuantificar su concentracién mediante la técnica de cromatografia liquida de
ultra rendimiento acoplada a la espectrometria de masas de Triple Cuadrupolo (UHPLC-
MS/MS) en trucha arcoiris. Se determino los parametros de selectividad, linealidad,
sensibilidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, recuperacion, precision y rango,
basandose en los criterios de aceptabilidad de la guia de validacion de métodos quimicos
del Programa de Alimentos y Medicina Veterinaria de la Administracion de Alimentos y
Drogas de los Estados Unidos (FDA). Finalmente, con el método desarrollado y validado
se evalud la presencia de antibioticos en muestras de trucha arcoiris adquiridas en 6
diferentes mercados de Lima Metropolitana (Los Olivos, Independencia, Comas, Pte.
Piedra, San Martin).

Resultados: Se desarrollé exitosamente el método multiresiduo de antibidticos mediante
una técnica analitica de UHPLC-MS/MS, para la determinacion de los residuos de
antibidticos de interés. EI método cumplio con los parametros de selectividad, linealidad,
sensibilidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, recuperacion, precision y rango
de trabajo descritos en la guia de validacién utilizada. Las muestras de trucha arcoiris de
los puntos de venta evaluados, sus concentraciones de antibioticos no fueron detectables
con este método excepto la muestra obtenida de uno de los mercados (Comas), en las que
se detect0 trazas de oxitetraciclina.

Conclusiones: EI método multiresiduo de antibidticos estudiado es adecuado para la
deteccién de los analitos de interés y su cuantificacion en muestras de trucha arcoiris
provenientes de acuicultura. Se recomienda su implementacion por parte de las autoridades
regulatorias, para el monitoreo de la seguridad de los productos destinados para la
comercializacion en el mercado nacional e internacional.

Palabras clave: Trucha arcoiris, residuos antibioticos, cromatografia
liquida/espectrometria de masas, validacion



SUMMARY

Introduction: In Peru, there are surveillance protocols for antibiotic residues in the food
sector, but there are areas in continuous growth that do not comply with this same vigilance
emphasis, as is the case with aquaculture. Despite having important products for human
consumption such as rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), its regulatory entity does not
have validated and accepted methods to determine antibiotic residues in aquaculture
products. The objective of the current study was to develop and validate an analytical
methodology for the determination of ten residues of veterinary antibiotics in
Oncorhynchus mykiss, using ultra-performance liquid chromatography coupled to a triple
quadrupole mass detector.

Methodology: A multi-residue method of 10 antibiotics that can identify and quantify their
concentration in samples of rainbow trout was developed and validated, using the liquid
chromatography technique coupled to Triple Quadrupole Mass Spectrometry (UHPLC-
MS/MS). Selectivity, linearity, sensitivity, detection limit, quantification limit, recovery,
precision and range parameters were assessed, based on acceptability criteria of the
chemical methods validation guide of the Food and Veterinary Medicine Program of the
Food and Drug Administration of the United States. The method was additionally applied
to samples of rainbow trout purchased from 6 different sales locations in Lima

Results: The method was successfully developed and validated. It met the validation
criteria of selectivity, linearity, sensitivity, limit of detection, limit of quantification,
recovery, precision and working range described in the reference guidelines. Also,
veterinary drugs residues concentration of the trout samples from different local markets
were not detectable by the method, except for one of the evaluated markets (Comas) that
showed oxytetracycline traces.

Conclusions: The reported method is adequate for the detection and quantification of the
analytes of interest in aquaculture rainbow trout samples. Its implementation by the
national regulatory authorities is recommended to monitor the safety of the products to be
sold nationally and internationally.

Keywords: Rainbow trout, antibiotic residues, liquid chromatography/mass spectrometry,

validation



l. INTRODUCCION

Actualmente la sociedad se encuentra en la busqueda de recursos renovables y sostenibles,
no solo en el &rea energética sino también en el campo alimentario, lo que obedece a la
demanda que surge con el aumento de la poblacion global y la disminucion de diversos
recursos. En los Gltimos afios el sector alimentario, especificamente el area acuicola, ha
mostrado una tendencia al crecimiento en su produccion a nivel mundial, como se muestra
en la Figura 1 (1,2). Gran parte de ella es empleada en productos de consumo humano
directo, segin la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) (2). Segun la misma fuente, el porcentaje de productos acuicolas en
relacion al consumo total de pescado comestible alcanzé el 41% en el 2006, el 51% en el
2015y el 53% en el 2016. (2)
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Figura 1. Produccion anual mundial de productos de captura y acuicolas, 1980-
2018 [Ref. 1]
El crecimiento del sector acuicola exige nuevos retos, uno de los cuales es la prevencion y
el tratamiento de las enfermedades de los especimenes involucrados a lo largo del proceso
productivo, enfermedades que estan asociadas a diversas condiciones ambientales y a la
exposicion de los estanques a focos infecciosos que se difunden rapidamente por el medio
acuoso, siendo por tanto dificiles de controlar. (3,4) Esta situacién induce al uso de
medicamentos profilacticos y terapéuticos para mantener la sanidad de los especimenes
acuicolas. (5,6) Sin embargo, el uso de antibidticos en los procesos productivos acuicolas
plantea situaciones méas complicadas. Una de ellas es la generacion de resistencia a los

antimicrobianos por parte de la microbiota de los especimenes, que a su vez transmiten esta



caracteristica a otras bacterias, lo que contribuye a la epidemia global de microorganismos

resistentes que afecta a la poblacién humana consumidora de estos alimentos. (6,7)

Ante esta situacion, las instancias gubernamentales de diferentes paises han asumido la
responsabilidad de proteger al consumidor implementando diversas medidas. Una de las
estrategias de control es la exigencia de regimenes de monitoreo de los residuos
veterinarios. (8) Esta exigencia varia de acuerdo con la normativa de cada pais. (8,9) En
una evaluacion de las inspecciones realizadas en Estados Unidos, Canada y Japon, se
mostro que durante el periodo comprendido entre el afio 2000 y el 2009 hubo un incremento
de muestras que sobrepasaban los limites maximos (LMR) permitidos de los residuos en
productos acuicolas. (9) Una de las posibles explicaciones a dicho incremento seria el uso
de métodos de deteccion mas sensibles para la cuantificacion de las concentraciones de
residuos veterinarios. (9) La Unidn Europea por su parte, cuenta con estrategias mas
estrictas, que involucran el muestreo de por lo menos el 1% de los productos importados,
porcentaje que aumenta en caso de que haya sospecha de contaminacion. (8) De
confirmarse la presencia de los residuos de medicamentos como antibioticos, se activa un
sistema de Alerta Rapida para Alimentos y Piensos (RASFF) a toda la Union Europea. Esta
deteccidn produce, en algunos casos, la suspension de la importacion de los productos

involucrados por un determinado periodo. (8,9)

En Europa los antibidticos permitidos para uso en la acuicultura son oxitetraciclina,
florfenicol, sarafloxacino, eritromicina y sulfonamidas (potenciadas con trimetoprim u
ormetoprim) 'y en los Estados Unidos se permite el uso de
cloramina-T, formalina, peréxido de hidrogeno, clorhidrato de oxitetraciclina, florfenicol,

oxitetraciclina dihidratada y sulfadimetoxina/ormetroprim. (6,10)

En un estudio realizado en Vietnam, uno de los paises que mas exporta productos acuicolas
en el mundo, se evidencié que los antibidticos mas utilizados son los del grupo de las
tetraciclinas. (11) Otro grupo de antibioticos utilizados en diversos paises corresponde a
las fluoroquinolonas, prohibidas por la Food and Drug Administration de los Estados
Unidos (FDA) en animales productores de alimentos. Por otra parte, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda la vigilancia cuidadosa de medicamentos como
fluoroquinolonas, cefalosporinas y macrolidos en el contexto de su uso en animales.
(11,12)



Chile, nuestro pais vecino, ha incrementado el uso de antibioticos, practica que obedece al
crecimiento de la produccion acuicola, especificamente en lo que respecta al salmon. (13)
Evidencia de ello es el incremento en las cifras de importacion de antibi6ticos del grupo
fenicoles para uso veterinario. (13)

En el Per(, de acuerdo con las estadisticas oficiales, la produccién acuicola se ha
incrementado en 10,7% durante la Gltima década. (14) Las especies cultivadas mas
representativas en el 2017 fueron la trucha, la concha de abanico y los langostinos. (15) Al
igual que otros paises, Perd cuenta con sus propias regulaciones, que especifican los LMR
de los medicamentos veterinarios, asi como una lista de sustancias prohibidas, a fin de
garantizar la inocuidad de estos productos. (16) La entidad encargada de la fiscalizacion,
del control de calidad y de hacer cumplir las regulaciones, es el Organismo Nacional de
Sanidad Pesquera (SANIPES). Esta entidad realiza los analisis de control de calidad de los
productos hidrobiologicos, aunque algunos de los ensayos de laboratorio son derivados a
sus entidades de apoyo. (17) Actualmente, Inspectorate Services Peru S.A.C es la Unica
entidad de apoyo que dispone de un método de residuos veterinarios, el cual es especifico
para la determinacion de antihelminticos en crustaceos y peces, exceptuando los tunidos.
(18)

El impacto negativo de la presencia de residuos de antimicrobianos veterinarios en la salud
humana ha sido detectado hace ya un tiempo. Consiguientemente, se implementaron los
primeros ensayos para su deteccion. (19) Estos analisis se realizaban en placas de ensayo,
metodologia que consistia en enfrentar la matriz (muestra del producto que se desea
analizar) con un microorganismo especifico, con el proposito de evidenciar la presencia o
ausencia del antibidtico. (19) Esta metodologia era de utilidad para los andlisis cualitativos
preliminares que sirven de guia para los analisis cuantitativos, que requieren técnicas mas
especificas. (19,20)

La aparicion de nuevas tecnologias dio paso a andlisis cuantitativos mas exigentes para los
residuos veterinarios de antimicrobianos. El punto critico de estos analisis es el proceso de
separacion de los residuos veterinarios con los componentes de la muestra analizada
(proteinas, carbohidratos y lipidos), que dificultan la identificacion y cuantificacion del
residuo, si no son correctamente extraidos durante la preparacion de la muestra. (21,22) En

una muestra podrian encontrarse diferentes residuos de medicamentos y la técnica
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apropiada para su separacion seria una cromatografia liquida o gaseosa, aunque esta ultima
tiene como dificultad la derivacion hacia una molécula volétil, considerando que no todos
los compuestos son volatiles. (21,22) Por ello lo més aconsejable es el uso de cromatografia
liquida, que utiliza las polaridades de los analitos para lograr su separacion y no necesita
que los compuestos sean volatiles. (22)

La polaridad del compuesto esta directamente ligada a su solubilidad. Los medicamentos
son moléculas polares o se busca que sean polares, considerando que deben alcanzar una
concentracion en el torrente sanguineo suficiente para llegar al tejido diana y cumplir asi
con la efectividad deseada. (22,23) Conocer la polaridad de la molécula contribuye a
determinar el tipo de solventes, columnas y fases méviles mas indicados que se utilizaran

en la cromatografia liquida.

Otro aspecto importante a considerar es el tipo de detector al que se acoplard la
cromatografia liquida para detectar minimas cantidades de residuos y asi asegurar que se
trata de la molécula deseada. Para ello se requiere equipos suficientemente sensibles y
especificos. Existen diferentes tipos de equipos acoplados a la cromatografia liquida, con
sus propiedades como su rango de aplicabilidad o minimas cantidades detectables
dependiendo del compuesto. (24,25) Los detectores de mayor sensibilidad son los de
fluorescencia, electroquimicos y de masas, que se utilizan en compuestos fluorescentes,
compuestos oxidables y compuestos organicos, respectivamente. (24-26) En este contexto,
el espectrometro de masas seria el adecuado para el analisis de moléculas organicas tales
como los residuos veterinarios y aparte estan constantemente mejorando su alcance de

deteccidn a través de sus analizadores de masas. (24,26)

Actualmente, la espectrometria de masas cuenta con sofisticados analizadores de masa, con
alta especificidad y sensibilidad, por lo que se la considera como un método confirmatorio.
(26) Uno de los analizadores de masas es el de tiempo de vuelo (Q-TOF), muy preciso y
de alta resolucion. (27) Sin embargo, el analizador de masas mas utilizado en humerosos
estudios de analisis de residuos de medicamentos veterinarios es el analizador de
cuadrupolo, debido a que presenta una alta selectividad y sensibilidad. (27,28) En algunos
casos en los que no se puede discernir dos moléculas de interés por la similitud de sus
masas, la cromatografia liquida es de ayuda para diferenciarlas por su tiempo de retencion.
(27)



La cromatografia liquida acoplada a un detector de masas con triple cuadrupolo (LC-
MS/MS) es la metodologia actualmente més utilizada para el desarrollo de métodos de
andlisis de multiresiduos. (28,29) Ello se debe a que es capaz de realizar un monitoreo de
barrido completo, vale decir que logra ser selectiva en una mezcla de analitos e identifica
individualmente a cada uno de ellos. (29) La técnica se basa en la separacion de los analitos
mediante la cromatografia liquida. Posteriormente los analitos eluidos son llevados a una
fuente de iones, donde son ionizados para ser expuestos a un voltaje determinado. (28) Esto
les permite tener una trayectoria en particular para ser diferenciados e identificados por el
analizador, segun la masa/carga del analito ionizado. (28) Seguidamente, el analito
ionizado atraviesa una celda de colision, a partir de la cual se obtienen los fragmentos
(iones productos) detectados por el equipo, confirmando asi su presencia y la cantidad en
la que se encuentran. (28) Esta metodologia es la utilizada por instituciones como el
Instituto de Seguridad Alimentaria de los Estados Unidos (FSIS) e instituciones de paises

europeos en los que se investigan nuevos métodos multiresiduos. (30-33)

Por lo sefialado anteriormente, se considera importante desarrollar un método de deteccion
de multiresiduos veterinarios, especificamente residuos antibidticos, en un producto

acuicola de interés comercial como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).



II.  MARCO TEORICO
2.1. ACUICULTURA

La acuicultura se define como la cria de organismos acuéticos, incluidos peces, moluscos,
crustaceos y plantas acuéticas (33). La crianza implica que hay intervencion de un
individuo o corporativo que se encarga de la alimentacion, saneamiento, proteccion y de
todo lo que abarque la mejora de la produccién de los organismos involucrados. (34) La
acuicultura se desarrolla en diferentes ambientes o sistemas, tales como una base terrestre
que abarca estanques, arrozales y otras instalaciones construidas sobre tierra firme;
sistemas de aguas libres continentales incluyendo diques, embalses, lagos y rios; asi como
sistemas de aguas litorales y marinas que comprenden estuarios, alta mar, bahias y caletas.
(35)

La acuicultura continental tiene sus origenes en el siglo XX y su desarrollo ha sido
impulsado en buena medida por la disminucion en el rendimiento de la pesca extractiva,
que se ha visto afectada por la sobrepesca y por el cambio climatico. (34) En cambio, la
acuicultura costera tiene una historia que se remonta a un pasado remoto, pudiendo
encontrarse evidencia de la misma incluso desde los tiempos de la cultura egipcia. (34)
Ya en tiempos mas recientes y particularmente desde la decada de 1970, la produccion
proveniente de la acuicultura ha alcanzado un crecimiento mayor que cualquier otro
producto alimentario, lo que se ha debido sobre todo a su impulso por parte de los paises
asiaticos, en especial de China, pais que se ha constituido en una potencia en esta actividad.
(2,34)

En el Peru la acuicultura convencional tal como se la ha definido se inicié en 1934 y la
primera especie dulceacuicola cultivada fue la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), la
cual es cultivada en regiones de la sierra como Puno, siendo este maximo productor de esta
especie. (15,35) La acuicultura ha seguido una tendencia creciente y las especies cultivadas
mas relevantes aparte de la trucha son las conchas de abanico en Piura, Ancash e Ica; los
langostinos en Tumbes y Lima aunque estas especies son de la acuicultura maritima
mientras que de la acuicultura continental las especies representativas son el paco, la
gamitana, la tilapia y el paiche, las cuales suelen producirse en regiones de la selva del
Peru.(15,36).



2.1.1. Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

La trucha arcoiris es una especie de pez de aguas continentales, originaria de los rios y
lagos de Norte Ameérica al oeste de las Montafias Rocosas y pertenece a la familia
Salmonidae. Es de facil adaptacion debido que soporta temperaturas de hasta 25°C, aunque
su naturaleza es de aguas frias, y porque ademas tolera grandes rangos de salinidad. (37,38)
Es un pez carnivoro y se suele alimentar de moluscos, crustaceos, gusanos, renacuajos y
peces pequefios, por lo que cuando depende de alimento artificial requiere mayor
proporcion de proteinas. (38)

La adaptabilidad de la trucha ha facilitado su cultivo en diversos departamentos del pais,
tal como se puede apreciar en el ANEXO 1. (39) Y segln los datos de la FAO a través del
tiempo la trucha ha ido incrementando su produccién anual en el pais (ver Figura 2) y en
el anuario estadistico del Ministerio de la Produccion publicado en el 2018, la trucha es de
lejos la especie acuicola mas producida en el Peru (ver Figura 3). (15)
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Figura 2. Toneladas de extraccion de trucha arcoiris en el Pert desde 1981 al 2018
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Figura 3. Porcentaje de extraccion de recursos de la acuicultura de origen
continental del Pera en el 2017 [Ref. 15]



En el pais la crianza de la trucha se desarrolla en estanques de concreto, en pozas cerradas
0 en jaulas flotantes, siendo la Gltima modalidad muy usada en la region Puno. (40) Sin
embargo, mantener con éxito una biomasa de peces en determinado lugar exige disponer
de una adecuada infraestructura, buena calidad de agua circulante, realizar una limpieza
regular de los estanques o jaulas, asi como de otros factores que disminuyan la posibilidad
de que los peces contraigan una enfermedad. Entre las enfermedades que afectan a los
peces se puede mencionar las no infecciosas y las infecciosas. Las primeras incluyen a
aquellas relacionadas con situaciones de estrés y a factores nutricionales, mientras que en
las infecciosas se incluyen las enfermedades ocasionadas por patégenos diversos como
virus, bacterias, hongos y parasitos. (38,40) Las enfermedades infecciosas mas comunes en
truchas son las bacterianas, entre ellas la aeromoniasis, la enfermedad del agua fria, asi
como la enfermedad entérica de la boca roja. (38,40) Entre las virales se cuentan la necrosis
hematopoyética y la pancreéatica. Entre las que debe mencionarse a la saprolegniosis y la
ictiofoniasis. (38,40) SANIPES tiene registradas a las mencionadas causas infecciosas en
su programa oficial de vigilancia y control de enfermedades de la trucha. (38,40,41)

Estudios realizados en diversas regiones del pais muestran casos de enfermedad de aguas
frias en Puno y Huancayo, la cual es causada por Flavobacterium psychrophilum, asi como
la enfermedad entérica de la boca roja en Huaraz, ocasionada por Yersinia ruckeri. (42-44)
Por otra parte, un estudio reciente de evaluacion de 90 piscigranjas del Lago Titicaca
determind que la causa primaria de mortalidad de las truchas era estacional, pero que las
secundarias tenian relacién con enfermedades bacterianas, seguidas en menor medida por
enfermedades fungicas. (38) Las mencionadas enfermedades estdn muy probablemente
asociadas a deficientes condiciones sanitarias de los estanques o jaulas, pues se ha
verificado que en las jaulas hay crecimiento de biofilm, que constituye un reservorio para
microorganismos patogenos, los mismos que evitan el paso del agua, evitando asi una
adecuada oxigenacion de los peces y propiciando la acumulacién de desechos. (4) Para
combatir las situaciones asociadas a contaminaciones como las mencionadas, los
acuicultores utilizan productos medicamentosos o de desinfeccion que estan permitidos y
que se encuentran en la lista de SANIPES, institucion responsable de proporcionar el
registro sanitario. En nuestro pais hay en total 32 productos con registro sanitario vigente,
dentro de los cuales se encuentran antibidticos, antiparasitarios, acondicionadores de agua

y antisépticos. En la Tabla 1 se muestra los antibi6ticos con registro sanitario. (45)



Tabla 1. Medicamentos con registro sanitario en SANIPES

TM-700 PV-PHI004115TM70-SANIPES
Terrivet 80% Oxitetraciclina RSPVO0006ITR
Oxi-Blend 50 RSPV000110I
PV-VETO005115DFOA.-
Duflosan 50%
SANIPES
Florfenicol
Flor-Blend aqua RSPV00041FO
Aquaflor 50 % RSPVO0009IAU
Enro-blend aqua Enrofloxacino RSPV0003IER

Magnam mix aqua Fosfomicina RSPVO0005IMG

Fuente: SANIPES, 2020 [Ref. 45]

2.1.2. Residuos veterinarios

En 1956 se conformo el Comité de Aditivos de los Alimentos, un comité conjunto de la
FAOQO y la OMS, conocido por sus siglas en inglés como JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives), cuyos miembros son los encargados de evaluar la
seguridad de los aditivos, toxinas y residuos veterinarios que pueden contaminar los
productos alimentarios. Este Comité también tiene a su cargo la determinacion de los
niveles de ingesta diaria admisible de dichos componentes. Para determinar los limites, el
Comité evalGa primero las caracteristicas detalladas del aditivo, tales como sus
caracteristicas fisicoquimicas, farmacologicas, metabolicas, toxicoldgicas, su ingesta diaria
normal, entre otras variables. Al final del proceso el Comité genera reportes que luego de
su aprobacion son publicados por el Codex Alimentarius, con recomendaciones a los
gobiernos para el seguimiento de las pautas establecidas. (46)

Los productos de la acuicultura también son controlados, a fin de determinar la presencia
de los residuos veterinarios que quedan como remanentes después de su uso. Los
antibidticos utilizados a menudo de manera profilactica para disminuir la mortalidad de los
peces, suelen ser administrados en los alimentos, en bafios e inyecciones. Los antibidticos
residuales que quedan en el sedimento ejercen una presion selectiva, cambiando la
microflora del ambiente. (7,47) Esta microflora se vuelve mas resistente a los antibioticos
y los genes de resistencia pueden ser transmitidos a otras bacterias. (47,48) Ademas se ha

detectado que algunas bacterias patdégenas de los peces tienen resistencia antibiotica a
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medicamentos comUnmente usados en la acuicultura como el florfenicol y la tetraciclina.
(7) En este caso, las bacterias de los sedimentos han llegado a transmitir sus genes
resistentes a bacterias propias de los peces. (7) Actualmente se promueve el uso de
probidticos en un intento por disminuir el uso de antibidticos, pero estos microorganismos
no estan exentos de adquirir también genes de resistencia provenientes de las bacterias de
los sedimentos. (48)

Por otra parte, los antibidticos al ingresar al organismo humano pueden alterar la microflora
humana, incrementando la susceptibilidad a infecciones por gérmenes diversos y también
al desarrollo de alergias o de problemas de toxicidad, especialmente en el personal de las

empresas acuicolas. (7)

2.1.3. Normativas sobre residuos veterinarios en productos acuicolas

Todos los paises disponen de criterios sobre los limites maximos de residuos (LMR) de
diversos compuestos, incluidos los residuos veterinarios. Los limites maximos son
relativamente homogeéneos entre las diferentes normativas internacionales en el caso de la
Comunidad Europea considera que LMR permitido es en musculo y piel mientras que en
el Codex Alimentarius se refiere que es solo en musculo de pescado.(49-51) En el caso del
Peru, en lo que respecta a los antibidticos, también sigue ese patrén en su lista publicada el
2008 sobre los limites maximos de residuos de diversas de sustancias controladas pero no
describe exactamente el tejido al que corresponde los LMR (ver Tabla 2). (16,50-52)

En el 2016, la Direccion General de Salud ambiental (DIGESA), encargada del control de
calidad de los productos alimentarios, publico su lista de limites de residuos de
medicamentos en musculo y piel en proporciones naturales del pez. (52) Un afio después,
SANIPES publicé nuevamente una lista de sustancias controladas, pero esta vez agregando
la clortetraciclina, tetraciclina, griseina y bacitracina en la seccion de antibioticos, aunque
sin especificar los LMR, lo que hace suponer que se mantenia los pardmetros del 2008.
(53)
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Tabla 2. Limite de residuos veterinarios segun la Union Europea, el Codex

Residuos

medicamentosos

*Acido oxolinico

Alimentarius y SANIPES
Limites maximos de residuos - LMR (pg/Kg)

Comunidad Codex DIGESA SANIPES

Europea Alimentarius
(2009) (2018) (2016) (2008)

*Amoxicilina

Ampicilina

Bencilpenicilina

Benzoato de
Emamectina

*Ciprofloxacino

*Clortetraciclina

Cloxacilina

Colistina

Deltametrina

Dicloxacilina

Difloxacino

*Enrofloxacino

Eritromicina

Espectinomicina

*Florfenicol

Flumequina

Lincomicina

*Qxitetraciclina

Paromomicina

*Sulfonamidas

*Tetraciclina

Teflubenzuron

Tianfenicol

Tilmicosina

Tilosina

Trimetoprima

*Antibidticos usados en el presente estudio.

Fuente: [Ref. 16,50-53]
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2.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

La cromatografia liquida es una técnica analitica que permite separar las moléculas a traves
de diferentes modos como la adsorcion, la particién, el intercambio idnico, el tamafio de
particula y la afinidad. (54) Para ello, la muestra en cuestién debe estar disuelta en algin
liquido soluble, de modo que se la pueda aplicar en una placa o columna, que contiene la
fase estacionaria y a la que se le aplica un disolvente Ilamado fase mdvil, que fluye y
arrastra las moléculas a traves de la fase estacionaria, pudiéndose entonces separar,
identificar y cuantificar los compuestos de la muestra solubles en disolventes. (55) La
técnica se basa en caracteristicas del analito como su polaridad, su carga y su tamafio, para
determinar la fase mavil y la fase estacionaria que sean adecuadas para una buena
separacion. (54,55) Para separarlas por su polaridad, las dos fases mencionadas deben ser
de diferente polaridad. Si la fase movil es apolar, la fase estacionaria debera ser polar y a
esta situacion se la llama fase normal, mientras que si la fase estacionaria fuera apolar, se
la llamaria fase reversa. (55)

En el caso de las cargas, la separacion se basa en el principio de que cargas diferentes seran
atraidas y por ello la fase estacionaria es intercambiador ionico débil y de carga opuesta al
analito. Esta union no debe ser fuerte, puesto que requeriria mayor fase movil para competir
y separar los analitos, o que normalmente es usado en la separacion de proteinas. (54,55)
La separacion por exclusion de tamario se basa en el principio de que la fase estacionaria
estd compuesta por particulas con poros, los cuales presentan un tamafio determinado. Al
ingresar los analitos son retenidos en funcién de su tamafio por estas particulas y los demas

compuestos son liberados a través de la columna. (54,55)

Anteriormente se lograba pasar el flujo de la fase mdvil por las columnas utilizando la
gravedad y el vacio. (55) Las nuevas columnas son llamadas cartuchos, que son pequefias
columnas de material de acero, plastico y vidrio compuestas de una fase estacionaria
denominada fase de extraccién solida (SPE), que pueden ser de tamafios menores a 10
micras y por ende requieren soportar altas presiones para hacer fluir la fase mévil y no
obstruir el cartucho. (55) Este tipo de columnas requieren presiones altas de 6000 psi (400
bar), razon por la cual se denomind a la técnica relacionada con ellas cromatografia liquida
de alta presion (HPLC), aunque actualmente se la conoce como cromatografia liquida de

alto rendimiento. (55)
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Los equipos actuales que utilizan el sistema de cromatografia liquida tienen como
componentes basicos un depdsito con disolvente (la fase mévil), una o varias bombas de
alta presion que sirven para suministrar el disolvente hasta la columna con un flujo
especifico (mL/min), un inyector de muestra que introduce la muestra al flujo de la fase
movil, una columna o cartucho cromatografico que tiene el SPE, indispensable para separar
los analitos y un detector que da sefiales electrénicas para graficar el cromatograma, que es
una grafica bidimensional donde se visualiza la intensidad de la sefial y el tiempo de
retencién de los analitos y va graficandose segun el orden en que salen los analitos con el
disolvente de la columna (ver Figura 4). (55) Hay diversos detectores, que se seleccionan
de acuerdo con las caracteristicas de las moléculas y con el limite de deteccién que se
requiera. Si la molécula puede absorber luz ultravioleta (UV), entonces se usara un detector
de absorbancia de luz UV. Si puede emanar fluorescencia, entonces se usara un detector de
fluorescencia. (55) Entre los diversos detectores, el detector de espectrometria de masas es
el mas util, porque puede distinguir las moléculas por su masa, caracteristica invariable y
porque ademas tiene un buen limite de deteccion, (27,55) aunque lo mejor seria disponer

de detectores multiples que brinden la mayor informacion posible acerca de la molécula.

Fase mavil
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Figura 4. Componentes basicos de un sistema de cromatografia liquida. [Ref. 55]

En el 2004 surgieron nuevas columnas con particulas mas pequefias, de unas 1.7 micras de
relleno, mejorando asi la resolucién, la velocidad y la sensibilidad, pero con el
requerimiento de una presion de 15000 psi (1000 bar), dando paso de este modo a la

cromatografia liquida de ultra rendimiento (UHPLC). La técnica experimenta cada vez mas

13



mejoras con el tiempo y de hecho se ha constituido en una de las alternativas més utiles en

las investigaciones de quimica analitica. (55)

2.2.1. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas identifica la masa molecular a través de la medicion de los
fragmentos, para poder determinar las moléculas. (56) Esta técnica analitica consiste en
ionizar la molécula y formar un flujo de corriente que pasa por una abertura estrecha a un
tubo de vuelo de alto vacio que tiene un iman. (56) Cuando el haz de iones ingresa al campo
magnético creado por el iman, los iones modifican su trayectoria, la misma que dependera
de su relacion masa-carga (m/z). (56) Los iones con una masa particular logran pasar el
tubo de vuelo y son registrados por un detector. (56) La sefial eléctrica de los iones que
capta el detector es proporcional al nimero de iones que ingresan y se representa en un
espectro de masas, el cual grafica la masa del fragmento ionizado del analito en el eje x y
la abundancia de los iones en el eje y, denominandose al pico mas abundante el pico base.
En la actualidad los componentes béasicos de la espectrometria de masa son el inyector de
la muestra, la fuente de ionizacion, el analizador de masas y el detector de iones. (28)

De ellos, la fuente de iones y el analizador de masas son los que mejoran la selectividad y
sensibilidad de esta técnica. (28) La ionizacion de las moléculas es esencial, puesto que
solo asi se puede detectar la masa del analito mediante este método. Existen diversas
formas de ionizar las moléculas y en caso esta técnica analitica esté acoplada a una

cromatografia liquida, las mejores formas de ionizar serian las siguientes:

lonizacién por electrospray (ESI): Es un proceso eficiente de ionizacion de moléculas
por presion atmosférica. La muestra se encuentra disuelta en solvente polar y pasa a través
de un capilar que puede tener un voltaje de 2000 a 4000 V. (57) El liquido se atomiza a
medida que sale del capilar a presidén atmosférica, las gotas se desolvatan y se liberan iones
que fluyen hacia el espectrometro de masas. (57) Esto es denominado fision de Coulomb
y ocurre hasta que quedan gotitas que contienen un solo ion analito, mientras que el

disolvente se evapora, de modo que al final s6lo quedan iones en fase gaseosa. (57)

lonizacién quimica a presién atmosférica (APCI): Esta forma de ionizacion sirve para
los analitos que resisten la ionizacion por ESI, que son normalmente analitos menos polares
y mas volatiles. (57) La ionizacion quimica se basa en la transferencia de carga de una
especie reactiva a un analito neutro, para producir un ion analito mientras la fase movil se

transforma en fase gaseosa. (57)
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El analizador de masa sirve para separar o diferenciar los iones y existe una gran variedad
de ellos, de los cuales el méas utilizado para detectar residuos o contaminantes de alimentos
es el triple cuadrupolo debido a su robustez y relativo bajo costo, comparado con otros
analizadores como la trampa de iones o de tiempo de vuelo. (28) El triple cuadrupolo o
tdndem (MS/MS) no es mas que la adicién de un cuadrupolo adicional, es decir, dos
cuadrupolos y en medio de estos dos cuadrupolos se encuentra la celda de colision que
fragmentara los iones moleculares con un gas como el argon, para obtener los fragmentos
del ion molecular. (57) Un cuadrupolo se compone de 4 barras metélicas conectadas
eléctricamente, a las que se les aplica un voltaje. A voltajes particulares sélo los iones con
cierta masa presentaran una trayectoria especifica que les permitira ser detectados, mientras
que los demaés son expulsados de la celda. (28,57) Al finalizar se puede obtener el espectro

de masas en una computadora.

2.2.2. Efecto matriz

Es un efecto conocido en la cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas y
se refiere a la influencia de los componentes de la matriz, que pueden interaccionar con los
analitos, logrando el aumento o la disminucion de la sefial de éstos al momento de la
medicion, en comparacion con la sefial de los analitos en solucion, lo que puede deberse a
las moléculas de la matriz que también se pueden ionizar y pueden competir con los
analitos. (58) La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) recomienda
hacer una prueba del efecto de matriz realizando una curva de calibracion en matriz
enriquecida con la concentracion de los analitos y compararla con una curva de calibracion
de los analitos en solucion, para determinar si hay una diferencia significativa. (59) Si se
determina la presencia de un efecto matriz significativo, la guia de validacion del Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura de Chile (SERNAPESCA) recomienda el uso de la

calibracion en matriz para minimizar sus efectos. (60)

2.3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para poder utilizarlo en la
implementacion de los analisis, ya que con ello se asegura que los resultados de dichos
ensayos sean mas fiables. La validacidn busca determinar que el método sea adecuado para
los fines que se le va dar, para lo cual se evalla su desempefio y su consistencia a través de
los datos experimentales. (61,62) Un laboratorio debe validar un método siempre y cuando

el procedimiento haya sido disefiado por el propio laboratorio, este no se encuentre
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normalizado o sea normalizado, pero se le haya realizado modificaciones relevantes.
(61,62) En caso que el método fuera normalizado, solo requeriria una verificacion, para
corroborar si el laboratorio domina el método, para lo cual se debe realizar trabajos
experimentales. (61,62) También ha de tenerse en cuenta que la validacion debe tener un
orden de trabajo y debe incluir el método para realizar dicho plan de validacion. (62) En la
Figura 5 se muestra un diagrama bésico del proceso de validacion o verificacion en un

laboratorio.

Definir el tipo de
método a validar

v ' i
I:'- Mormalizado ::l
MNormalizado modificado No normalizado

'

modificacion
significativa?

Werificacion

Walidacidn
prospectiva o -t
retrospectiva

Li

Establecer pardmetros
| a evaluar y las pruebas
experimentales

Y

Establecer criterios de
aceptabilidad

Y

Desarraollo experimental

Y
Evalluar resultados

v

Informe de validacian

Figura 5. Diagrama del proceso de validacion de un método analitico. [Ref. 62]
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La validacion de métodos requiere una serie de pardmetros que son los mismos en casi
todas las validaciones. Estas pequefias diferencias varian segun la guia que se utilice. Esta
puede orientarse a un &rea en particular, como la guia del Consejo Internacional de
Armonizacién de Requisitos Técnicos para Farmacos (ICH), que esta orientada a métodos
bionaliticos para medicamentos de uso humano. (63) La guia europea SANTE/12682/2019
en tanto, se enfoca en métodos para la determinacion de pesticidas en alimentos, la guia de
SERNAPESCA de Chile se centra en la validacién de productos hidrobiol6gicos. (60,64)
La FDA y el Codex Alimentarius tienen también una guia para alimentos. (58,65) Resulta
claro entonces que puede haber varias guias para un area en especifico. También hay guias
mas generales como la guia de la IUPAC, que valida métodos quimicos analiticos en
general. (59)

Los parametros que se utilizan dependen del tipo de aplicacion del método, como por
ejemplo la identificacion del analito a traves de un método cualitativo o de uno cuantitativo.
Dichos parametros dependen también de si el ensayo es un método microbioldgico, un
método de ligandos que se utiliza en ensayos inmunologicos o0 un ensayo quimico con
métodos cromatograficos. Las guias correspondientes describen las diferencias que se
deben determinar, dependiendo del tipo de ensayo a validar. En la Tabla 3 se muestra los
parametros de validacion para métodos cromatogréaficos, segun la guia de la FDA y la

aplicabilidad cuantitativa o cualitativa del ensayo.

Tabla 3. Parametros de validacion segun la guia de validacion de métodos quimicos
del Programa de Alimentos de Medicina Veterinaria de la Agencia Federal de
Alimentos y Drogas (FDA).

Meétodo Cuantitativo Método Cualitativo

Confirmacion de identidad del analito Confirmacion de identidad del analito

Selectividad
Linealidad Sensibilidad
Sensibilidad
Limite de deteccion Selectividad
Limite de cuantificacion
Veracidad .
- Falso positivo
Recuperacion
Precision Falso negativo
Rango
Incertidumbre Concentracion minima detectable y
Robustez robustez

Fuente: FDA, 2019 [Ref. 58]
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Los parametros de validacion evaltan los resultados de las pruebas realizadas al método

para asegurar que dicho método es confiable para su uso en muestras y sus definiciones

generales se muestras a continuacion:

Selectividad/Especificidad: Se describe como el grado en que el método determina
analitos especificos en una mezcla o en la matriz, a pesar de la presencia de
interferentes con comportamiento similar a los analitos, considerandose un metodo
como buen método analitico si logra discernir los interferentes. (58,59) En quimica
analitica la selectividad se denomina generalmente especificidad. (58)

Linealidad: Describe la capacidad de un método para brindar resultados
proporcionales a la cantidad del analito que se encuentra en la muestra y debe cumplir
con la exigencia de estar en el rango que se prueba. (58) El criterio de aceptacion son
el coeficiente de correlacion ry el coeficiente de determinacion r2. Los valores limites
que puede alcanzar el coeficiente de correlacion son -1y 1. (62,66) El valor maximo
de 1 indica una correlacion positiva perfecta (entre X e Y) con una pendiente positiva.
(62,66) Cuando r=0, no existe correlacion alguna y hay independencia total de los
valores X e Y. (62,66)

Sensibilidad: Es la variacion de la respuesta del instrumento segun las diferentes
cantidades medidas (por ejemplo, diferentes concentraciones de analito). (58)

El limite de deteccion (LOD): Es la menor cantidad o concentracion de analito en la
matriz que se puede distinguir confiablemente. (58)

El limite de cuantificacion (LOQ): Es la menor cantidad o concentracién de analito
en la matriz que se puede cuantificar con precision aceptable. (58) Este valor debe ser
mayor que la menor cantidad detectable y suele definirse arbitrariamente como diez
veces la desviacion estandar que se utilizo en el limite de detecciéon. (59,60)
Veracidad: Es la cercania entre el valor medio de una serie de mediciones con el valor
verdadero o el valor de referencia, el mismo que se puede hallar a través del sesgo o
la recuperacion. En el estudio se utilizo el criterio de recuperacion, ya que es el mas
usado para validar métodos en LC-MS/MS. (58,62)

Precision: Es la cercania entre los resultados de diversas pruebas independientes
obtenidos bajo las mismas condiciones. (58) La precision se suele describir mediante
la desviacion estandar o un limite de confianza de los resultados. (58) La precision
también se puede clasificar entre diferentes pruebas como la repetibilidad, la precision

intermedia y la reproducibilidad. (58) La repetibilidad es obtenida bajo condiciones

18



controladas para analizar los resultados de pruebas independientes que se obtienen con
el mismo método, la misma instalacion, el mismo operador y mas factores, es decir,
tratando de reproducir las mismas circunstancias para todos los ensayos (58,62).
Mientras que la precision intermedia debe tener al menos una variacion de estas
circunstancias que puede referirse a diferentes analistas, equipos, reactivos, intervalos
de tiempo u otros cambios. Y la reproducibilidad es mantener el ensayo analitico, pero
en otras instalaciones.

e Rango: Es el intervalo de concentracion donde el método proporciona mayor exactitud

y precision. (58)

2.4. METODOLOGIA DE METODO MULTIRESIDUOS

En efecto las drogas veterinarias se pueden encontrar en diversos productos alimentarios
de origen animal como las carnes, los pescados, la leche, los huevos y mas productos de
derivados carnicos. Y los residuos de estas drogas veterinarias pueden ser sus metabolitos,
sus metabolitos conjugados y hasta las mismas drogas sin metabolizarse, aunque por lo

regular se trata de detectar las drogas de origen. (29)

Para detectar estos residuos es muy comun utilizar métodos de cromatografia liquida
acoplada a espectrometro de masas (LC-MS) debido a que se puede realizar una
exploracion mas amplia de residuos comparada a otras técnicas, por ello, el Instituto de
Seguridad Alimentaria de los Estados Unidos (FSIS) tiene una lista de métodos basadas en
LC-MS y hay diversos estudios que agrupan una variedad de medicamentos para su

deteccidn en distintos productos alimentarios. (28,29,31)

El método realizado por la FSIS para residuos veterinarios es de acceso publico comparado
a otros métodos de organizaciones reconocidas y su desarrollado ha sido publicado en
investigaciones cientificas en la cual compararon cinco procedimientos de extraccion y
evaluaron la recuperacion de diversos analitos. (20) También han logrado ampliar su
numero de analitos hasta 99 medicamentos entre ellos antibidticos, antihelminticos,
antiinflamatorios, entre otros. (31,33) Pero se debe remarcar que este método se enfoca en
productos carnicos como la mayoria de investigaciones mientras que para productos

acuicolas no se encuentran una gran variedad de publicaciones. (27,29)

Estos métodos multiresiduos difieren en la forma de extraccion de los residuos, pero se
encuentra ciertas similitudes entre sus parametros de cromatograficos y espectrométricas

en diversas investigaciones.
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2.5. JUSTIFICACION

En el Peru el consumo y exportacion de los productos acuicolas y en especial de la trucha
arcoiris han aumentado a lo largo del tiempo y como cualquier producto de consumo
humano, requiere pasar por diversos controles de calidad para asegurar su inocuidad y
poder llegar asi al mercado de destino cumpliendo con las regulaciones sanitarias
correspondientes. Entre los diversos controles de calidad que se realiza a los productos
acuicolas se encuentran los ensayos para detectar el nivel de residuos de medicamentos, lo
que esta descrito en el procedimiento del Programa de Control de Sustancias y Residuos
(PCSR). (53) El PCSR no especifica el cronograma de recoleccion de muestras para el
andlisis de estas sustancias, pero explica que extrae s6lo el 1% de la produccién anual para
tal proposito. (53) Este aspecto es algo que se debe resaltar, ya que no se realiza el analisis
por empresa productora, sino mas bien por la produccion anual de un tipo de pez, lo cual
resulta muy probablemente en lotes de productos no analizados. (53) Cabe mencionar
ademas que SANIPES solo cuenta con un método validado y aceptado, el cual es exclusivo
para medicamentos antihelminticos y se basa en la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masa tandem cuadrupolar, por lo que el resto de sustancias controladas
deben ser analizadas por laboratorios extranjeros. (18) SANIPES también especifica que
las enfermedades mas comunes que padecen los peces en el pais son producidas por
bacterias, al igual que algunos casos estudiados sobre patologias en truchas arcoiris, que

coinciden con dicha conclusion. (37-40)

En el mundo ya se considera como técnica analitica tradicional al LC-MS/MS, por ser un
método sensible y selectivo con el que se puede realizar todo tipo de analisis de residuos
antimicrobianos. (67,68) La seguridad alimentaria y servicio de inspeccion (FSIS) de los
EE. UU. tiene un procedimiento oficial con esta técnica analitica para mas de 90
antimicrobianos. (31) Esta técnica es utilizada incluso en productos acuicolas como el
salmén, la trucha, el bagre, la corvina, la tilapia y mas, habiendo sido desarrollados
métodos para determinar grupos de analitos de 14 hasta 75 antibioticos diferentes en un
solo analisis. (69-72) De lo anteriormente mencionado, queda clara la necesidad de contar
en el pais con un método confiable de cuantificacion de residuos de antibidticos en
productos de acuicultura como la trucha arcoiris, para contribuir a un mejor control de este
producto hidrobioldgico antes de que llegue a los consumidores finales dentro el pais y

afuera en el extranjero.
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I11. HIPOTESIS

La metodologia desarrollada en el Laboratorio de Control de Calidad y Seguridad
Alimentaria (LaCCSA) para la determinacion de diez residuos antibiéticos en trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) mediante la técnica de cromatografia liquida acoplada a la
espectrometria de masas de Triple Cuadrupolo (UHPLC-MS/MS), cumple con los
parametros de validacion exigidos por la guia de validacion de métodos quimicos del
Programa de Alimentos y Medicina Veterinaria de la FDA de los Estados Unidos del afio
2019.

IV. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar un método analitico para la identificacion y cuantificacion de diez
residuos antibioticos en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), mediante la técnica de
cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada a la espectrometria de masas de Triple
Cuadrupolo (UHPLC-MS/MS).

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

_ Desarrollar el método analitico multiresiduos para detectar residuos de enrofloxacino,
ciprofloxacino, acido oxolinico, amoxicilina, oxitetraciclina, clortetraciclina, hidrocloruro
de tetraciclina, sulfadoxina, sulfadimetoxina y florfenicol en matriz de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss)

_ Validar el método analitico bajo los parametros y criterios de aceptacion de la guia de
validacién de métodos quimicos del Programa de Alimentos y Medicina Veterinaria de la
FDA de los Estados Unidos del 2019.

_ Aplicar el método de ensayo validado en seis muestras de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) provenientes de mercados de Lima Metropolitana, verificando que cumplan con lo
establecido por las normas internacionales, es decir, que su presencia sea menor a los

limites maximos permitidos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES Y EQUIPOS
5.1.1. Lugar de trabajo

El presente estudio fue ejecutado en el Laboratorio de Control de Calidad y Seguridad
Alimentaria (LaCCSA) del Centro de Innovacion Productiva y Transferencia Tecnoldgica
Privado Acuicola de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (CITEacuicola UPCH).
5.1.2. Muestras bioldgicas

Matriz para la validacion: La matriz (muestra libre de antibioticos) que se analiz6 es el
producto acuicola més extraido de la acuicultura continental, es decir, Oncorhynchus
mykiss (hnombre comdn: trucha arcoiris).

La trucha matriz fue adquirida como producto fresco refrigerado, proveniente de la
empresa productora acuicola Inversiones Rogue Hermanos y se almaceno a -18°C, en la
congeladora del LaCCSA.

Muestras de mercado: Se obtuvo muestra de los siguientes distritos de Lima
Metropolitana:

_ Los Olivos (M1)

_ Independencia (M2, M3)

_ Comas (M4)

_ Puente Piedra (M5)

_ San Martin de Porres (M6)

Se visito solo a un mercado de cada distrito excepto por Independencia que se fue a dos
mercados de la zona. De cada mercado se compré una muestra de tres truchas, con una
masa de alrededor de un 1 kg y también se almacend a -18°C, en la congeladora del
LaCCSA.

5.1.3. Material de laboratorio

_ Tubos de centrifuga de 50 mL con tapa enroscable

_ Tubos de 5 mL

_ Viales de 2 mL

_Jeringas de 5 mL

_ Filtro de jeringa de 0.2 um de polifluoruro de vinilideno (PVDF)

_ Materiales de vidrio de clase A verificados (con mayor exactitud): beakers, probetas,

fiolas y pipetas.
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5.1.4. Reactivos

_ Agua destilada y desionizada con resistividad de 18.2 MQ.cm

_ Hexano - grado HPLC (Merck)

_ Acetonitrilo o ACN - grado LC-MS/MS (Merck)

_ Acido férmico (Honeywell Fluka)

_ Hidroxido de sodio (EMSURE)

_ Metanol- grado LC-MS/MS (Sigma Aldrich)

_ EDTA sal disédica o Na2EDTA (Merck)

_ Estandares de medicamentos de los siguientes antibi6ticos: enrofloxacino (99.8%, Sigma
Aldrich), hidrato de hidrocloruro de ciprofloxacino (99.7%, Sigma Aldrich), &cido
oxolinico (99%, Sigma Aldrich), amoxicilina trihidratada (98.74%, Dr. Ehrenstorfer),
oxitetraciclina dihidratada (99.9%, Sigma Aldrich), hidrocloruro de clortetraciclina
(93.3%, Sigma Aldrich), hidrocloruro de tetraciclina (97.5%, Sigma Aldrich), sulfadoxina
(98.9%, Sigma Aldrich), sulfadimetoxina (99.6%, Sigma Aldrich) y florfenicol (99%,
Sigma Aldrich). Los datos para obtener el certificado de los reactivos de la pagina web de
los proveedores se encuentran en el ANEXO 3.

5.1.5. Equipos

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida rapida de alta eficacia con detector de
espectrometria de masas de triple cuadrupolo Xevo TQ-XS Triple Quadrupole Mass
Spectrometry (Waters®), con una columna de fase reversa HSS T3, 100 mm largo*2.1 mm
diametro, 1.8 um tamafio de particulas (Waters®), un equipo condensador de gas de

nitrégeno, un sonicador, una centrifugadora y un homogenizador de alimentos.

5.2. DESARROLLO DEL METODO DE MULTIRESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
EN TRUCHA ARCOIRIS

Se desarrollo el método de multiresiduos basado en una técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas proveniente de la Seguridad Alimentaria y Servicio de
Inspeccion (FSIS) de los EE. UU para la deteccion de antibi6ticos en bovino, aves,

porcinos, caprinos, ovinos y en el pez bagre. (31)

La metodologia consiste en obtener una curva de calibracion valida a partir de la cual se
obtiene los valores de la muestra, sin embargo, dicha curva de calibracion es realizada en
matriz (muestra de trucha libre de antibidticos), por lo que cada concentracion de la curva

debe ser extraida igual que la muestra. El presente estudio tuvo como objetivo estandarizar
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y optimizar la extraccion del método original debido a que no mostré resultados
satisfactorios. (33) Asimismo, se optimizo otras condiciones del método oficial de la FSIS
se encuentra en el siguiente link: https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/b9d45c8b-
74d4-4e99-8eda-5453812eb237/CLG-MRM1.pdf?MOD=AJPERES

A continuacion, se describe las modificaciones realizadas a cada fase del método:

e Sintonizacion: Se optimiza el voltaje de cono y el voltaje de colision de cada
antibidtico donde se obtuvieran un pico mayor.

e Preparacion de Soluciones: Se modifico la preparacion de las soluciones de
sintonizacion y la solucion de la extraccion de la muestra.

e Curva de calibracion de estandares que incluye la matriz: Se modifico las
concentraciones para la fortificacion de la curva de calibracion.

e Extraccion de la muestra a ensayar: Se modifico el proceso de extraccion.

e Corridas cromatograficas de las muestras extraidas y de la curva de calibracion:
Se establece una secuencia para realizar los ensayos y determinar los antibioticos de
interes.

5.2.1. Sintonizacion

La sintonizacion se refiere a la optimizacién de las condiciones especificas para la
medicion de cierto analito (incluye parametros para la formacion y deteccion de los iones,
como voltaje de cono y voltaje de colision respectivamente).

Para la sintonizacion se mantuvieron las condiciones espectrométricas de la técnica original
(detalladas abajo) y se optimizo el voltaje de cono y el voltaje de colision de cada
antibidtico para adquirir los mayores picos del precursor y de sus fragmentos.

Los valores obtenidos en la sintonizacion serviran como patrones para ser empleados en

los cromatogramas de las muestras a ensayar, por lo que a fin de evaluar los adecuados

voltajes de cono y de colision, se siguen los siguientes criterios:

a) Se determina el voltaje de cono donde se obtenga mayor cantidad de sefial cercana
al ratio de la masa molecular sobre la carga (m/z) del precursor y también se
determina el voltaje de colision donde se pueda obtener fragmentos con mayor
sefial.

b) Se evaluo si con los voltajes de cono y colisién determinados en el item anterior
para los estandares era también adecuado para las muestras fortificadas, es decir, si

era capaz de detectar y reconocer (match) a los precursores y a los fragmentos.
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Condiciones espectrométricas antes de inyectar cada estandar:
e Capilaridad: 3.0 kV
e Temperatura de la fuente: 150 °C
e Temperatura de solvatacion: 500 °C
e Flujo de gas cono (N2): 20 L/h
e Flujo de gas de desolvatacion (N2): 1000 L/h
e Flujo de gas de colision: 0.10 mL/min
e Modo lon: ES+
e Volumen de inyeccion: 10 puL

5.2.2. Preparacion de las Soluciones

% Solucion Madre: Se pesa 10 mg de estandar y se diluye en una fiola de 10 mL del
disolvente que se indica en la Tabla 4 para obtener una concentracion de 1000 ppm,
A cada una de estas soluciones se les denomina solucion madre.

Tabla 4. Diluyente de cada estandar de Antibidtico

Clase o Familia Antibidtico Disolvente de la solucion madre
Enrofloxacino Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
Quinolonas Ciprofloxacino 0.03 M NaOH (40 g/mol)
Acido Oxolinico Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
Betalactamico Amoxicilina Agua destilada ultra pura (tipo I)
Oxitetraciclina Metanol para LC-MS, Pureza >99.9%
Tetraciclinas Clortetraciclina Metanol para LC-MS, Pureza >99.9%
Tetraciclina Metanol para LC-MS, Pureza >99.9%
. Sulfadoxina Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
Sulfamidas : . S
Sulfadimetoxina Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
Fenicol Florfenicol Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%

% Solucion diluyente A: Se prepara una solucion de &cido férmico y acetonitrilo en una

proporcioén de (0.1:99.9) respectivamente.

% Solucion de estdndares para la sintonizacion (SS):

El método original indicaba que las diluciones de los estandares se realicen en acetonitrilo
helado y en agua en caso de betalactamico. Sin embargo, se decidié modificar agregando
acido formico al acetonitrilo a fin de asemejarlo con la fase movil que se emplea para las

corridas cromatograficas y se procedié de la siguiente manera.
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Cada solucion madre del estandar de un antibi6tico se Ileva 0.1 ppm mediante 2 diluciones

e Primeradilucion: 0.1 mL solucion madre de un antibidtico se completa con 10 ml
solucion diluyente A.

e Segunda dilucién: 0.1 mL de la primera dilucion y se completa con 10 ml de la
solucion diluyente A. A esta Ultima solucion se le denomina solucién de estandar
de sintonizacion de antibidtico SS.

Cada una de estas soluciones SS se inyecta (10 pL) directamente al detector.

0,

% Solucion mezcla de estandares (SME):

En una fiola de 10 mL se agrega 100 pL de solucion madre de cada estandar y se enraza a
10 mL con la Solucién diluyente A. Se toma 0.1 mL de la solucién previa y se completa
a 10 mL con la Solucion diluyente A. A esta Ultima se le denomina soluciéon mezcla de
estandares (SME), la cual se coloca en un vial se inyecta 2 pL y se realiza una lectura en
el UHPLC-MS/MS para obtener el tiempo de retencion de la mezcla de estandares.

% Solucion para la extraccion de la muestra (denominada B):
e Solucién B1: Preparar una solucion de Acetonitrilo + EDTA 0.1M en la proporcién
de 4:1 respectivamente.
e Solucién B2: Preparar la solucién B1 + Ac. Formico en la proporcion de 99.9 :0.1

respectivamente.

% Solucion de reconstitucion del extracto C:
e Solucién C1: Preparar una solucion de Ac. Formico + Agua ultrapura tipo I en la
proporcion de 0.1:99.9 respectivamente.
e Solucién C2: Preparar una solucion de Acetonitrilo + la solucién C1, en la

proporcién de 1: 9 respectivamente.

5.2.3. Preparacion de la Curva de Calibracion en la matriz de trucha

Se prepara a partir la Solucion mezcla de Estandares (SME) la cual se considera que cada
antibidtico estd a 10 ppm. De aquella mezcla se prepara una solucién de 2 ppm y se procede
segun la siguiente Tabla 5, para preparar el blanco y las cinco concentraciones de
estandares. Previamente se procesa la matriz libre de antibidticos tal como la muestra (item
5.2.4) y se obtiene seis matrices de trucha de 2g. A cada matriz se le fortifica con un
estandar (Sto, St1. Sto. Sta. Sta. Sts) y estos estandares se extraen de la misma manera como

se extrae la muestra (ver Figura 6). La curva es valida si se obtiene r? > 0.99.

26



Tabla 5. Volumen de cada solucion mezcla para realizar la curva de calibracion

Concentracion
) Volumen (uL) )
Matriz obtenida
) Volumen
Mezcla de |(Homogenizado| Mezcla | Mezcla N
ota
Estandares | de trucha libre | SME SME L) (ppmo | (ppbo
de antibidticos) | de 10 de 2 a Mg/ mL) | ng/ mL)
ppm ppm
St0 29 -- -- 1000 Blanco | Blanco
St1 29 - 5 1000 0.01 10
St2 29 - 25 1000 0.05 50
St 3 29 - 50 1000 0.1 100
St4 29 20 -- 1000 0.2 200
St5 29 30 -- 1000 0.3 300

De cada estandar (luego de extraido y reconstituido segun la Figura 6) se inyecta 2 uL al
UHPLC-MS/MS.

5.2.4. Método de extraccion de la muestra

% Procesamiento de la muestra y homogenizacion:

Los residuos de antibidticos no se encuentran en solucion si no en una muestra (musculo
de trucha), por ende, se deben extraer los antibioticos de la muestra o matriz fortificada. En
el caso de los productos relacionados a los pescados, los limites establecidos para residuos
de antibioticos (LMR) para la Unién Europea y DIGESA conciernen al conjunto de

musculo y piel propia del pescado. (50,52)

Por ello se procede retirar las visceras, la cabeza y otras partes innecesarias de la trucha
hasta quedar el musculo y la piel. Luego el musculo de la trucha se pica y se homogeniza
hasta obtener una textura uniforme posteriormente se pesa 2 gramos y se coloca en un tubo
de 50 mL y se procede a la extraccion. Pero si fuera para un ensayo en matriz en esta tltima

parte se realizaria la fortificacion.

% Extraccion de la Muestra:
El procedimiento de extraccién es uno de los pasos mas relevantes del desarrollo del
método ya que se determina si los residuos pueden ser extraidos de forma Optima para su

identificacion. La técnica original indicaba una solucién de extraccion de acetonitrilo y
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agua en proporcion de 4:1. (31) Sin embargo, dicha técnica obtiene una recuperacion muy
baja para las Tetraciclinas, por ende, se optimizo al agregar EDTA [0.1 M] y &cido férmico
al 0.1% en base a otras investigaciones.

El proceso de extraccion de la muestra y del estandar se indican en la siguiente Figura 6,

mostrandose resaltados las variaciones de la extraccion comparado al método original:

Técnica de extraccion original Técnica de extraccion modificada

(@) M (b) Estandar con matriz
fortificada o Muestra (2g)

Se le agrega 10 mL de 4/1 *
(viv) acetonitrilo/agua y se Se le agrega 10 mL una solucion de 4/1
agita por 5 minutos (v/v) acetonitrilo:EDTA [0.1 M] con 0.1%
7 acido férmico y se agita por 5 minutos
Se centrifuga a >3000 *
RCF por 5 minutos Se centrifuga a 25°C por
* 10 min a 5000 RPM
Transferir el extracto a *
otro :.U bo ZESSOJié‘lL: Se transfiere el extracto a otro
contiene 0,5 g de tubo de 50 mL que contiene
] 0,5gdeC18
Se adiciona 10 mL de hexano, se +
agita por 1 minuto y se centrifuga Se adiciona 10 mL de hexano, se agita
a>3000 RFC por 5 minutos. por 30 segundos y se centrifuga a
25°C por 10 min a 5000 RPM

1 !
Se retira el hexano. Y se

transfiere 5 mL de extracto
aun tubo de 15 mL

Se elimina el hexano. Y se
transfiere 5 mL del extracto a un
tubo de 10 mL

Se evapora el extracto hasta < 0.5 mLen Se evapora el extracto hasta sequedad
TurboVap a 45 + 2°C (Tiempo aprox. 45 a 60 min) con el evaporador de nitrégeno a 50°C

!

Se recaonstituye el extracto seco

diluir hasta 1 mL con solucién con 1 mL de acetonitrilo: 0.1% de
0.1% acido férmico en agua. acido férmico (1/9) (v)

] v

Extraer 500 pL del extracto y filtrar con PVDF 0.2 pm
hacia los viales. Y colocar los viales en el inyector del
UHPLC-MS / MS

I Agregar 140 pL de acetonitrilo y |

Fltrar con PVDF 0.2 um hacia los viales. Se
inyecta 2 pL del vial al UHPLC-MS | MS

Figura 6. Diagramas del proceso de extraccion del método del FSIS (a) y del método
propuesto en el presente estudio (b). [Ref. 31, 33]

Para evaluar si la extraccion era adecuada se evaluo la recuperacion en matrices fortificadas
a dos concentraciones (10 y 50 ppb) para todos los analitos y la recuperacion obtenida de
la investigacion del FSIS aunque ellos realizaron su recuperacidén con una concentracion

diferente por cada analito. (33)
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5.2.5. Evaluacién de las condiciones espectrométricas y cromatograficas

Para evaluar las condiciones espectrométricas y cromatogréaficas del método se realizé la

lectura en muestra fortificada a 100 ppb empleando el patron de la sintonizacion, las

mismas condiciones espectrométricas descritas en la sintonizacién, la curva de calibracion

y las condiciones cromatograficas basadas en el método de FSIS (Tabla 6). Por ende, se

siguid la secuencia de la Tabla 7 (Sintonizacion) y la Tabla 8 para seguir el proceso del

método y obtener el cromatograma de la muestra analizada.

Tabla 6. Condiciones de la cromatografia liquida basadas en el método del FSIS

Acquity HSS T3; 1.8 um; 2.1 mm de diametro * 100 mm

Columna ~ .
de largo con un 1.8 um de tamario de particulas.
Temperatura de la columna 40 °C
VVolumen de inyeccion 2 uL
Fase movil A: Concentracién de 0.1% de acido formico en agua.
Fase movil B: Concentracién 0.1% de &cido férmico en acetonitrilo
- Solucion de Acetonitrilo + Agua ultrapura tipo | en la
Lavado débil: g P P

proporcion de (5:95) respectivamente.
Solucién de Acetonitrilo+ Agua ultrapura tipo | en la

Lavado fuerte: proporcion de (95:5) respectivamente.

Tiempo % Fase % Fase Flujo
(min) movil A movil B (mL/min)
Inicial 100 0 0.5
. 0.1 100 0 0.5
Gradiente 80 0 100 05
9.5 0 100 0.5
9.6 100 0 0.5
13.0 100 0 0.5

Tabla 7. Secuencia de Inyecciones en el Detector de Masas de Triple Cuadrupolo
(Sintonizacion)

Nume_ro de Muestra (Volumen)
corrida
1 SS de Enrofloxacino 10 pL
2 SS de Ciprofloxacino 10 pL
3 SS de Acido Oxolinico 10 pL
4 SS de Amoxicilina 10 pL
5 SS de Oxitetraciclina 10 pL
6 SS de Clortetraciclina 10 pL
7 SS de Tetraciclina 10 pL
8 SS de Sulfadoxina 10 pL
9 SS de Sulfadimetoxina 10 pL
10 SS de Florfenicol 10 pL
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Tabla 8. Secuencia de las corridas cromatogréfica del UHPLC-MS/MS

NUmero de

. Muestra (Volumen)
corrida
1 St0 2 uL
2 St1 2 uL
3 St 2 2 uL
4 St3 2 uL
5 St 4 2 uL
6 St5 2 uL
8 Blanco: Solucion C2 (Solucion de 2 uL
reconstitucion del extracto)
9 Extracto de la Muestra M1 (replica 1) 2 uL
10 Extracto de la Muestra M1 (replica2) 2 uL
10 Lavado débil 1200 pL
11 Lavado fuerte 400 pL

Con el cromatograma de la muestra obtenido se evaluara lo siguiente:

e La resolucion de los picos y si el metodo logra detectar todos los picos de
antibioticos.

e Tambien posible interferencia entre los estandares de la mezcla a fin de evaluar si
el método es apto para la identificacion de los diferentes antibioticos que forman la
mezcla de estandares.

e Asimismo, se verifica un blanco (matriz sin fortificar) para observar si hay sefial de

algun interferente proveniente de la matriz o del proceso de extraccion.

5.2.6. Determinacion de la concentracion de antibidticos en la muestra

Se determina la ecuacion de la recta para cada uno de los antibioticos en base a la curva de
calibracion de la Tabla 5. Luego con la ecuacion obtenida (Ecuacion 1) se reemplaza la
Absorbancia (A) para determinar la concentracion de cada antibiético (Co) en la muestra
en ng/ml, luego empleando la Ecuacion 2 se obtiene la concentracion de cada antibidtico

expresado en ng/g,

Ecuacién 1

[ C,=m(A)*b ]

Donde:

Co = Concentracion en ng/mL del estandar la calibracion.
m = Pendiente de la ecuacion lineal.

A = Area del pico cromatografico

b = Intercepcion en el eje y.
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Ecuacion 2 [ . CoxV, Y }

Donde:

C = Concentracion en muestra en ng/g = pg/Kg = ppb

Co = Concentracion en ng/mL obtenida por interpolacion en la curva de calibracion

Ve = Volumen del extracto en mL (10 mL)

Vi = Volumen tomado para evaporar con el gas nitrogeno (5 mL)

Vf = Volumen del vial que se analiz6 en el equipo (1 mL)

W = Peso de la muestra en g

Las concentraciones obtenidas se comparan con los limites de aceptacion méximos

permisibles de antibidticos de cada norma.

5.3. VALIDACION DE LA TECNICA PROPUESTA

Luego de obtener resultados satisfactorios de la técnica propuesta se procede a la validacion
de la misma. Para validar el presente método se utilizd prioritariamente los criterios de
aceptabilidad de la guia de métodos quimicos del Programa de Alimentos y Medicina
Veterinaria de la FDA de los Estados Unidos del 2019 y se estudiaron los siguientes

parametros:

e Selectividad

e Sensibilidad

e Limite de deteccion

e Limite de cuantificacion

e Desviacion estandar relativa (RSDr)

e Reproducibilidad intralaboratorio (PRSDr)
e Recuperacion

e Rango minimo aplicable

Se utilizaron también otras guias de apoyo como la guia de la IUPAC, el manual del Codex
Alimentarius, la guia de residuos de pesticidas en alimentos SANTE, la guia de
SERNAPESCA vy la guia de validacion de métodos del Instituto Nacional de Salud de
Chile. (59,60,62,64,65) Todos los parametros analizados fueron realizados en matrices
fortificadas para minimizar el efecto matriz que pudiera existir, para asegurar que las

muestras tengan antibiotico.
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Tabla 9. Resumen de los parametros de validacion y sus criterios de aceptacion
dependiendo de la guia de validacion

Criterios de aceptacion (LM)

0.001
Parametro de Guia de mg/Kg 0.01mg/Kg| 0.1 mg/Kg 1 mg/Kg
validacion validacion 1 ppb 10 ppb 100 ppb 1 ppm

Al comparar una matriz blanco y una matriz
fortificada de menor concentracion, las sefiales o

Selectividad SANTE ruido que aparecen en la matriz blanco no deben ser
superiores al 30% comparadas con las sefiales de la
matriz fortificada (64)

Aspectos
- generales sobre | Se determina la sensibilidad a través de la grafica de
seeloieee la validacion de calibracion.
metodo (Chile)
<0.0002 <0.002

. FDA - - <0.01 mg/kg | <0.1 mg/k

Limite de mg/kg mg/kg |~ 0.01 mg/kg | <01 mgkg
ion
deteccio IUPAC 3*RSD

FDA =0.0004 | <0004 1 _ 05 ok | < 0.2 mg/kg

Limite de mg/kg mg/kg
cuantificacion

IUPAC 10*RSD
Desviacion FDA <22% <22% <11% <8%
estandar relativa
(RSDr) SANTE <20 %
Reproducibilidad FDA <22% <22% <22% <16%
intralaboratorio
(PRSDr) SANTE <20 %
40% -
FDA 120% 60% - 115%  80% - 110% | 80% - 110%
Recuperacion
SANTE 70-120 %
0.0006 a 0.0006 a
FDA 0.0014 | 0.0014 O'O?If’gz;‘}géO” 0'0:]2 /"’:<1g'48
Rango minimo mg/Kg mg/Kg
aplicable Codex LM<107,LM+2 |LM*2Sg<1ppm<LM+
Alimentarius | (0,22*LM) 3 Sr

Fuente: [Ref. 58,59,62,64,65]
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5.3.1. Selectividad/Especificidad

Se prepard muestra fortificadas con 10 ppb de una mezcla de 10 antibidticos y se compard
con una matriz blanco (libre de antibioticos). Luego se compararon de forma porcentual
las areas obtenidas a fin de verificar si las sefiales o ruido que aparecen en la matriz blanco
no sean superiores al 30% y confirmar que cumple el criterio de la guia de la SANTE

mostrada en la Tabla 9.

5.3.2. Linealidad

Se preparé muestras fortificadas empleando una matriz (libre de antibi6ticos) de la misma
manera en la que se detalla en la Tabla 5 cuyas concentraciones fueron 10, 50, 100, 200 y
300 ppb, ya que la guia de la IUPAC pide como minimo 5 puntos. (58) Ademas se incluye
una matriz blanco. Luego se determind el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de
determinacion (r?). El criterio de aceptacion para la linealidad fue un valor mayor a 0.98 y
0.99 respectivamente. (73,74)

Para evaluar si la correlacion lineal encontrada es significativa se emplea el método de t de
Student, el cual considera como hipotesis nula (linealidad no significativa) y alterna
(linealidad significativa). Si el valor calculado (Tr) es mayor que el valor critico (Tcritico),
entonces, se rechaza la hipotesis nula Ho. (62) En el ANEXO 8 se encuentra una tabla con
los valores de la prueba t de Student para calcular el Tcritico, con los grados de libertad y

el nivel de significancia. El Tr se calcula de la siguiente manera:

Donde:

Tr = Valor del estimador t Student obtenido para el coeficiente de correlacion
[r| = Valor absoluto del coeficiente de correlacion

n — 2 = Numero de grados de libertad

r? = Valor del coeficiente de determinacion

5.3.3. Sensibilidad

Como la sensibilidad es la variacion de la respuesta del instrumento segun la cantidad que
se mida. A partir de los datos obtenidos de la curva de calibracion de los estandares
mostradas en la Tabla 5, se establecié una gréfica lineal y se determiné la pendiente con la

cual se evalua lo siguiente:
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e Si la pendiente es més horizontal no habra gran variacion en la concentracion, aunque
aumente o disminuya el area de la concentracion, lo que indica menor sensibilidad.

e En cambio, cuando la pendiente es mas vertical los cambios son méas evidentes y se
reflejan en la concentracion, es decir, hay una mayor sensibilidad del método.

Esto se observa una vez realizado el grafico de la curva de calibracion, aunque también se

puede realizar su calculo numérico este no muestra la tendencia visible del gréfico. El

calculo numérico se muestra a continuacion:

Donde:

m = Pendiente

y1, y2= Valores del eje Y

x1, x2 = Valores del eje X

Con las gréficas y valores obtenidos para la pendiente se comparo la sensibilidad de la
técnica para cada antibiotico.

5.3.4. Limite de deteccién y cuantificacion

Se empleod la guia de validacion de SERNAPESCA, la cual considera que es posible
realizar el limite deteccion y cuantificacion con matriz blanco o matrices fortificadas a

concentraciones minimas. Para el presente estudio se emple6 muestras fortificadas a 10
ppb. (60)

Se prepard 10 matrices fortificadas a 10 ppb de la solucién mezcla de estandares de la
forma mostrada en la Tabla 5. Se obtuvo la concentracién de cada antibiético y se calculé la
desviacion estandar para cada caso. Se considera que el limite de deteccion tedrico es igual a
tres veces la desviacion estandar y el limite de cuantificacion teorico es igual a diez veces
a la desviacion estandar segun lo especifica la IUPAC. (59) Con los resultados obtenidos

se corroboré si se cumplia el criterio de aceptabilidad de la FDA mostrada en la Tabla 9.

5.3.5. Recuperacion

Para este parametro se prepar6 10 matrices fortificadas de cada concentracién de 10, 50 y
200 ppb de la forma mostrada en la Tabla 5, estas preparaciones también se duplicaron por
otro analista. Se realiz6 las lecturas en el equipo y se determiné la recuperacion en base a la
concentracion fortificada. (58) La recuperacion se expresé como porcentaje para cada

antibidtico y se calcula de la siguiente forma: (58)
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[ %R = (Cexp/CRef) *100 ]

Siendo:
Cexp = Concentracién experimental detectada del analito

Cref = Concentracion tedrica del analito que es la fortificacion en la matriz

Con los resultados obtenidos se corroboro si se cumplia el criterio de aceptabilidad de la

FDA que se encuentra en un intervalo de recuperacién de 60 % a 115 %. (58)

5.3.6. Precision

Se determind la precision en términos de repetibilidad y precision intermedia.

e Repetibilidad:

Se determind la desviacion estandar de los valores obtenidos para 10, 50 y 200 ppb (datos
obtenidos de la recuperacion). La precision se expres6 como desviacion estandar relativa.

La desviacion estandar relativa se calculo de la siguiente manera:

[ %RSDr = 100 * (s/X) ]

Siendo:
%RSDr = Porcentaje de la desviacion estandar relativa

s = Desviacion estandar

X = Promedio de valores

Con los resultados obtenidos se corroboré que el %RSDr cumplan con el criterio de

aceptabilidad de la FDA que es una desviacion estandar relativa menor e igual al 22%.

e Precision intermedia:
La precision intermedia se obtuvo a partir de dos grupos de resultados, el primer grupo
corresponde a los datos obtenidos de la repetibilidad y el segundo grupo corresponde a los
ensayos efectuados por un segundo analista el cual repitié las concentraciones de 10, 50 y
200 ppb en forma similar a lo indicado al primer grupo. Se le determind la desviacion
estandar relativa de los datos en conjunto para cada antibiotico.
El criterio de aceptacidn para la precision intermedia fue el siguiente:

e Comparar que la desviacién estandar obtenida entre el primer y segundo grupo

cumpla con los limites establecidos para la FDA (para 10 y 50 ppb debe ser menor

a 22% y para 200 ppb debe ser menor de 11%).

35



e Para la concentracion de 200 ppb ademéas de cumplir con el criterio anterior se
determino el HorRat; este estadistico evalUa si los datos obtenidos del grupo A son
homogéneos con respecto al grupo B (58,65)

Para la relacion de HorRat: se calcula previamente la desviacion estandar relativa de
Horwitz (PRSD Horwitz): (65,75)

[ PRSD Homwitz = 2( -05109C) = o -0.1505 ]

C = Concentracion del analito expresado en potencia de 10, es decir, 1ppm seria 10 =
0.000001.

[ HorRat = — 2 }
PRSD (Horwitz)

El criterio de aceptacion es que la razon de HorRat se encuentre entre 0.5y 2 (0.5 < HorRatr
< 2). Si larazon es mayor de 2, puede indicar que los resultados no son homogéneos y se

necesita optimizar el método, y que el método no es satisfactorio. (65,75)

5.3.7. Rango minimo teorico

Para evaluar este parametro se emple0 la teoria de Horwitz Thompson, la cual consiste en
determinar la desviacion estandar relativa pronosticada. Para calcular este parametro se
utiliza el ejemplo del manual de procedimiento para laboratorios del Codex Alimentarius.
La formula de la desviacion estandar relativa pronosticada (PRSD) se iguala con la
ecuacion de la desviacion estandar de Horwitz para obtener la desviacion estandar
pronosticada (Sr). Luego este valor es multiplicado por un factor que puede ser 3 0 2,
dependiendo de la concentracion (LM). (65)

En resumen, se calcula de la siguiente manera:

_ LM > 1 ppm, entonces, el rango es LM + 3 Sg

_ LM <1 ppm, entonces, el rango es LM + 2 Sg

[ PRSD = 100 * (Sg /x) =2*C 01505 ] [ Sr= (x*2*C 0-1505) /100 ]

Donde:

PRSD = Desviacidn estandar relativa pronosticada

Sr = Desviacion estandar pronosticada

X = La concentracidn de interés, en este caso, la menor concentracion del método (LM)
C = Concentracion del analito (LM) expresado en potencia de 10.
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En caso que la ratio de concentracién minima del analito sea <107, se aplica la teoria de
Horwitz Thompson, donde el PRSDr = 22%, es decir, Sr= 0,22*LM. EI célculo se
realizaria de esta forma:

_ LM <1 ppm, entonces, LM £ 2 (0,22*LM)

54. EVALUACION DE MUESTRAS OBTENIDAS DE DIFERENTES
MERCADOQOS

Con el método desarrollado y validado en el presente estudio, el cual se encuentra descrito
en el ANEXO 5, se evalud la posible presencia de antibi6ticos en muestras obtenidas de
diferentes mercados de Lima Norte (Los Olivos, Independencia, Comas, Pte. Piedra, San
Martin). El proceso de aplicacion del método abarcd desde el procesamiento de las

muestras hasta la identificacion de los analitos encontrados.

La obtencidon de las muestras fue llevada a cabo segln el procedimiento de toma de
muestras para el control de sustancias prohibidas por SANIPES. (53) Este procedimiento
describe que las muestras deben tener un peso de entre 600 g a 1 kg, pudiendo ser de uno
0 varios especimenes. (53) Por ello, se comprd muestras (trucha arcoiris) de 1 Kg a seis

mercados para su respectivo analisis como se aprecia en el ANEXO 15 .

Como criterio adicional se considero que la sefial detectaba debe ser mayor a tres veces del
blanco y que el tiempo de retencion no debe oscilar mas del 5% comparado con el estandar
segun la guia para la confirmacion de residuos veterinarios en analisis de muestras de la
FDA para ensayos en LC-MS/MS. (76)

5.5. ANALISIS ESTADISTICO
Para realizar los analisis estadisticos se empleo el software de analisis estadistico STATA
16.0 (StataCorp LP, College Station, TX, USA), con licencia de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

Para evaluar la curva de calibracion de la validacion y de las muestras de mercados, se
determinaron las gréaficas de la curva de calibracion, se ejecuto la prueba de Shapiro Wilk
que determind si los datos seguian una distribucién normal, se corrieron regresiones
lineales para obtener la ecuacion y el coeficiente de determinacion y se obtuvo el

coeficiente de correlacidn para constatar la linealidad de la curva.
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Se realiz6 los andlisis estadisticos correspondientes para el parametro de recuperacion y
para el de precision. En el caso de la recuperacion se verifico si los resultados de las lecturas
de las muestras eran similares 0 no a las concentraciones de referencia que debian
recuperarse. Para ello se utilizd la prueba de t de Student para una sola muestra. Para el
caso de la precision se compard los resultados obtenidos por el analista 1 y el analista 2,
utilizando la prueba de t de Student para los datos con distribucion normal y la prueba U
de Mann-Whitney para los datos sin distribucion normal. Todos los resultados obtenidos
del analisis estadistico en STATA se pueden observar en la seccion de ANEXOS.
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6. RESULTADOS

6.1. DESARROLLO DEL METODO DE MULTIRESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

EN TRUCHA ARCOIRIS

El método desarrollado en el presente estudio se encuentra descrita de forma detalla en el

Anexo 5. A continuacion, se detalla los resultados obtenidos para cada modificacion

efectuada en las diferentes fases del método.

6.1.1. Sintonizacion

Se observo que los voltajes de cono y de colision determinados a través de los estandares

son adecuados para la deteccion de los picos de precursores y fragmentos en matriz

fortificada con los diez antibiéticos.

En la Tabla 10 se detalla los voltajes de cono y de colisién 6ptimos encontrados para cada

antibidtico. Asimismo, se muestra el tiempo de retencion que se obtuvo de la solucion

mezcla de los 10 residuos inyectada al UHPLC. Los valores determinados en esta etapa

son considerados los patrones para las muestras a evaluar.

Tabla 10. Datos obtenidos de la sintonizacion de los antibidticos utilizados para el
patrén de identificacion del método

Clase de Estandar/  Precursor Producto Modo de
antibidtico Analito (m/2) (m/z)  ionizacidn
Enrofloxacino | 360.168 :23411461332 Eg:::;g

Quinolonas | Ciprofloxacino | 332.196 ;igii Eg::::g
i, | oo | 205 | P

Penicilina Amoxicilina | 366.196 iig;gi Eg::::g
Tetraciclina 445.27 411%55 Eg::::g

Tetraciclinas | Clortetraciclina | 479.332 444642l.125 Eg::::g
Oxitetraciclina | 461.24 444236?'32017 ﬁg::::g
Sulfadoxina 311.07 195.922 Posit?vo

Sulfamidas 19515998893 ﬁﬁim
Sulfadimetoxin | 311.132 91:98 Pos?t?vo

Anfenicol Florfenicol 358.2 224005'?86 Eg::::g

Voltaje
Cono
V)
40
40
40
40
40
40
40
40
20
20
40
40
40
40
30
30
30
30
25
25

Colision
(eV)
20
10
25
15
15
25
32
10
18
25
15
18
18
12
30
15
25
16
16
26

Tiempo de
retencién
(min)

2.55

2.39

3.45

1.68

2.52

2.99

2.38

3.18

3.62

3.24
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Se encontr6 que los voltajes de cono y de colision determinados también fueron 6ptimos
en muestras fortificadas por cuanto la sefial de precursores y fragmentos se visualizan en
los cromatogramas pudiéndose establecer el match para cada caso. Los iones fragmento de
cada molécula precursora son lo mas importantes del patrén debido a que las moléculas no
tienden a fragmentarse igual y con ello se logra su identificacion. En el Figura 7 se
muestran el cromatograma de una matriz fortificada con la solucién mezcla de 0.1ppm o

100 ppb y se muestran los picos de los precursores con una adecuada sefial.
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Figura 7. Cromatograma de monitoreo de los picos de antibidticos en una matriz
fortificada.
También en la Figura 7 se observa que la matriz no interfiere con la identificacion de cada
analito y por ello se puede obtener el cromatograma para cada residuo, este cromatograma
individual ayuda a observar mejor los tiempos de retencion y ademas estan indicados en la
parte superior de los picos cromatograficos correspondientes. Se puede verificar que los
analitos tienen un pico definido en sus respectivos cromatogramas, aunque para el
florfenicol y la amoxicilina se constata la presencia de dos picos, lo que se logra discernir
por los criterios de identificacion del patrén de la sintonizacién. Ademas, en el ANEXO 7 se

muestra la grafica de los fragmentos de los precursores de este mismo patrén.
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6.1.2. Curva de calibracion en matriz de trucha

La curva de calibracion obtenida para los 10 antibiéticos ensayados fue valida (r2> 0.99)

por lo que las concentraciones empleadas en dichas curvas son consideradas adecuadas

para el método definitivo.
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Figura 8. Curva de calibracion de los 10 antibidticos
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6.1.3. Extraccion de la muestra

Luego de realizar el ensayo de la extraccion de la muestra en matriz fortificada a dos
concentraciones de 10 y 50 ppb, las recuperaciones obtenidas fueron mayores al 91%
mientras que las del método del FSIS fueron menores del 84% como se aprecia en las
siguientes tablas. También se puede comprobar que tiene mejores recuperaciones que otros
métodos como se muestra en el ANEXO 4.

Tabla 11. Recuperacién del método multiresiduo para trucha arcoiris

Porcentaje de Porcentaje de
Analitos recuperacion recuperacion
(10 ppb) (50 ppb)

Enrofloxacino 101.6 96.3
Ciprofloxacino 112.9 93.6
Acido oxolinico 106.2 99.4
Amoxicilina 112.9 97.1
Tetraciclina 101.2 101.3
Clortetraciclina 111.8 99.2
Oxitetraciclina 115.0 92.0
Sulfadoxina 110.7 94.6
Sulfadimetoxina 109.8 91.6
Florfenicol 109.3 97.3

Tabla 12. Recuperacion del método de residuos veterinarios de la FSIS

Concentracion =~ Porcentaje de

Analitos \
ppb recuperacion

Enrofloxacino 50 62
Ciprofloxacino 1000 69
Amoxicilina 10 66
Tetraciclina 1000 46
Clortetraciclina 2000 40
Oxitetraciclina 50 41
Sulfadoxina 100 82
Sulfadimetoxina 100 79
Florfenicol 200 84

Extraccion de residuos en muasculo bovino.

6.1.4. Evaluacion de las condiciones espectrométricas y cromatograficas

En la Figura 9 se puede observar el cromatograma de una matriz fortificada a 100 ppb y
se muestra a los analitos 2 y 3 con tiempos de retencién similares lo mismo sucede con los
analitos 4 y 5, pero a pesar de ello el equipo logra discernirlos con el patron de la
sintonizacion mostrandonos el pico de cada antibiotico con un color diferente por

consiguiente se aprecia a los picos cromatograficos con una buena resolucion.
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Figura 9. Cromatograma del método en matriz fortificada.
Por otra parte, en la Figura 10 se muestra la lectura de una matriz blanco para determinar
si existe algiin componente de la matriz o del proceso de extraccion que puedan ocasionar
alguna interferencia y como se observar las sefiales son minimas excepto por un pico al
inicio del cromatograma, el cual no se localiza cerca a los tiempos de retencion de los
analitos, por lo que no deberia afectar al método.
(B)

Tiempo de retencién (min)

Figura 10. Cromatograma del método en matriz blanco

Después haber obtenido el patrén de identificacion y de algunos ensayos, se tuvo listo el
método multiresiduos para 10 residuos antibioticos, aunque todavia no se considerd un
método fiable. Por ende, se realizd un proceso de validacién que requiere de una guia de
validacion que describe los pardametros y los criterios de aceptabilidad de cada parametro.
Una vez validado el método se puede afirmar que es un método confiable y que puede ser

utilizado en ensayos de laboratorio.
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6.2. RESULTADOS DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

6.2.1. Prueba de selectividad o especificidad

En la Tabla 13 se muestran las areas de los picos cromatograficos de una matriz blanco y
las lecturas de una matriz fortificada con una solucion mezcla de 10 ppb, realizadas por dos
analistas. Ademas, se muestra el porcentaje equivalente de las sefiales de la matriz blanco
con respecto a las lecturas en la matriz fortificada, que se consideran como el 100%. Se
puede apreciar que los porcentajes de la matriz blanco no superan el 30 %, por lo que se
cumple con el parametro de selectividad bajo el criterio de la guia SANTE. (64)

Tabla 13. Porcentaje del area del pico cromatogréafico en la matriz blanco respecto
al &rea del pico en la matriz fortificada del analista 1 (Al) y del analista 2 (A2)

Areadela @ ; : < .
_ T Area del pico Area del pico
Analitos blanco cromatografico % MB cromatografico % MB
(MB) 10 ppb (Al) 10 ppb (A2)

Enrofloxacino 40030.41 289700.072 13.818 292976.741 13.663
Ciprofloxacino 6078.979 96260.664 6.315 96944.0047 6.271
Acido oxolinico | 18983.387 612786.513 3.098 634306.538 2.993

Amoxicilina 70.239 14384.302 0.488 14366.9994 0.489
Tetraciclina 449.111 61627.4557 0.729 62053.4102 0.724
Clortetraciclina 54.527 14784.016 0.369 14396.8384 0.379
Oxitetraciclina 3132.725 67280.5858 4.656 68176.0651 4.595
Sulfadoxina 1328.583 168330.087 0.789 161129.138 0.825
Sulfadimetoxina 2742.832 162807.939 1.685 161115.866 1.702
Florfenicol 303.211 42245143 7.177 3741.7327 8.103
Criterio de aceptacion % MB < 30%

6.2.2. Prueba de linealidad y sensibilidad

La Tabla 14 muestra el coeficiente de correlacion, el coeficiente de determinacion, el valor
critico (Tcri) y el valor calculado (Tr), los cuales se calcularon en Excel para determinar si
la curva de calibracion era lineal. El coeficiente de determinacion y el coeficiente de
correlacion son mayores a 0.98 y 0.99, lo que indica que la curva de calibracién es aceptable
debido una correlacién lineal entre las variables x e y para cada analito. (66,74) Las areas
de los picos cromatograficos con las cuales se realizaron las curvas de calibraciones se

pueden observar en el ANEXO 7.

44



Las hipotesis planteadas para analizar la correlacion mediante la prueba t de Student fueron
las siguientes:

Ho = Coeficiente de correlacion es igual a 0 (no hay correlacion)

H:= Coeficiente de correlacion es diferente de O (si hay correlacion)

Como se observa en la Tabla 14, se rechaza la hipétesis nula para la curva de calibracion
de cada analito y se corrobora que la correlacion es significativa para la curva de calibracion
de cada analito. Se realizd también el analisis de linealidad, el mismo que se puede observar
en el ANEXO 9.

Tabla 14. Resultados de la curva de calibracion: pendiente, coeficiente de correlacion
(r), coeficiente de determinacion (r?), valor critico (Tcri), valor calculado (Tr) y
comparacion entre el valor critico y el calculado
Analito Pendiente r r2 Tcri Tr Tr>Tcri

Enrofloxacino | 17981.60 | 0.9999 | 0.9997 | 3.182 | 101.007 | Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 6762.07 | 0.9993 | 0.9986 | 3.182 | 46.097 | Se rechaza Ho
Ac. oxolinico | 41601.90 | 1.0000 | 1.0000 | 3.182 | 435.073 | Se rechaza Ho
Amoxicilina 1238.11 | 0.9989 | 0.9979 | 3.182 | 37.519 | Se rechaza Ho
Tetraciclina 4582.79 | 0.9988 | 0.9976 | 3.182 | 35.141 | Se rechaza Ho
Clortetraciclina | 1129.97 | 0.9987 | 0.9975 | 3.182 | 34.597 | Se rechaza Ho
Oxitetraciclina | 4942.64 | 0.9977 | 0.9953 | 3.182 | 25.226 | Se rechaza Ho
Sulfadoxina 11882.31 | 0.9973 | 0.9947 | 3.182 | 23.638 | Se rechaza Ho
Sulfadimetoxina | 10906.21 | 0.9983 | 0.9967 | 3.182 | 30.062 | Se rechaza Ho
Florfenicol 212.91 0.9976 | 0.9952 | 3.182 | 24.896 | Se rechaza Ho
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En la Tabla 14 se muestra los valores de las pendientes obtenidas de las curvas de calibracion con concentraciones de 50 ng/mL y 200 ng/mL para
cada analito. Las pendientes calculadas ilustran comparativamente a una gréfica, en la que la tendencia de la pendiente es mas visible en términos
de si es mas horizontal o vertical. Como se observa en la Figura 11, las pendientes de los analitos tienen una tendencia mas vertical, es decir, son

sensibles a la variacion de las concentraciones, siendo las menos sensibles de la curva de calibracion el enrofloxacino y el acido oxolinico.

350

300 ?

250

200 #

150

100

Concentracién (ng/mL)
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0 2000000 4000000 6000000 8000000 10000000 12000000 14000000

Area de la concentracién (mAU*min)

—#— Enrofloxacino —@— Ciprofloxacino Acido oxolinico ~—#— Amoxicilina Tetraciclina
Clortetraciclina === Oxitetraciclina Sulfadoxina —@— Sulfadimetoxina —@=— Florfenicol

Figura 11. Gréfica de comparacion de las curvas de calibracion de los 10 estandares.
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6.2.3. Prueba de limite de deteccion y cuantificacion

En la Tabla 15 se muestra la desviacion estandar, el limite de deteccion (LOD) y el limite
de cuantificacion (LOQ). Se considerd la desviacion estandar de la matriz con fortificacion
minima de 10 ppb debido que era imposible en blanco. (60) El tnico analito que no cumplio
con el limite de cuantificacion fue la clortetraciclina, que excedio la cantidad que indica el
criterio de aceptacion de la guia de la FDA. Todos los analitos cumplieron con el limite de
deteccion.

Tabla 15. Resultados del limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ)

del método
v Ao BRSNS e e
1 | Enrofloxacino 0.375 1.124 3.748
2 | Ciprofloxacino 0.228 0.685 2.283
3 | Ac. Oxolinico 0.377 1.130 3.765
4 Amoxicilina 0.303 0.910 3.035
5 | Oxitetraciclina 0.290 0.869 2.898
6 | Clortetraciclina 0.665 1.994 6.647
7 Tetraciclina 0.267 0.801 2.671
8 Sulfadoxina 0.221 0.664 2.214
9 | Sulfadimetoxina 0.333 0.998 3.327
10 Florfenicol 0.302 0.906 3.020

LOD <0.002 mg/Kg | LOQ < 0.004 mg/Kg

Criterio de aceptacion 0 2 ug/Kg 0 4 ng/Kg

6.2.4. Recuperacion

En la Tabla 16 se puede observar la recuperacion de cada analito por cada analista y la
recuperacion promedio de ambos. Todos los analitos tuvieron un buen porcentaje de
recuperacion, excepto el residuo de florfenicol procesado por el analista 2, que excedié los

limites de la recuperacion. Sin embargo, al promediarse las lecturas de ambos analistas se

logro cumplir el rango de aceptacion de la guia de la FDA.
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Tabla 16. Resultados de la recuperacion de los analitos a diferentes concentraciones, para cada analista.

Analito

Enrofloxacino
Ciprofloxacino
Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina
Sulfadoxina
Sulfadimetoxina

Florfenicol

Rango de
aceptacion

Promedio de porcentaje (%) de recuperacion

Fortificado a 10 pg/kg

Analista Analista

1
(n=10)
101.6
112.9
106.2
112.9
101.2
111.8
115.0
110.7
109.8
109.3

2
(n=10)
106.8
114.9
108.8
104.7
107.6
97.4
109.2
110.9
110.9
118.4

60 % - 115%

Promedio

104.2
113.9
107.5
108.8
104.4
104.6
1121
110.8
110.4
113.9

Fortificado a 50 pg/kg
Analista  Analista
1 2 Promedio
(n=10) (n=10)
96.3 101.5 98.9
93.6 98.0 95.8
99.4 103.2 101.3
97.1 92.4 94.7
101.3 100.9 101.1
99.2 99.3 99.3
92.0 91.7 91.8
94.6 94.2 94.4
91.6 94.4 93.0
97.3 91.7 94.5

80% - 110%

Fortificado a 200 pg/kg
Analist  Analista
al 2 Promedio
(n=10) (n=10)
95.2 103.0 99.1
95.3 101.1 98.2
96.9 101.6 99.2
101.4 95.1 98.2
96.0 95.3 95.7
92.9 96.4 94.6
93.5 94.8 94.1
97.0 95.9 96.5
93.1 94.8 93.9
102.8 92.5 97.7

80% - 110%
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6.2.5. Precision

e Repetibilidad

En la Tabla 17 se tiene los resultados de la desviacion estdndar relativa de cada analito a
diferentes concentraciones y segun el analista que realizd los ensayos. Todos los analitos
cumplen el criterio de aceptabilidad de la FDA. Las desviaciones estandar relativas mas
altas correspondieron a la concentracion mas baja y viceversa, lo que puede explicarse
porque a minimas concentraciones las variaciones producen mayores cambios en la

deteccidn que en concentraciones mayores.

Tabla 17. Resultados de la repetibilidad del método segun el analito

Porcentaje de la desviacion estandar relativa (RSDr)

Fortificado a 10 Fortificado a 50 Fortificado a 200
N° Analito . Ho/kg . ) Ho/kg . . Ha/kg
Analista Analista Analista Analista Analista .
1 5 1 5 1 Analista 2
(n=10) (n=10)  (n=10) (n=10) (n=10)  ("=10)
1  Enrofloxacino 3.69 3.05 0.89 1.79 0.97 1.27
2 | Ciprofloxacino 2.02 2.34 1.28 1.90 2.06 2.01
3 | Ac. oxolinico 3.55 2.16 1.59 1.46 1.12 1.86
4 ' Amoxicilina 2.69 3.82 1.40 1.57 1.50 0.78
5 Tetraciclina 2.86 2.24 1.31 1.22 1.37 1.76
6 | Clortetraciclina 5.95 5.50 2.69 2.03 1.38 1.44
7 | Oxitetraciclina 2.32 2.86 1.46 1.45 1.36 1.93
8 Sulfadoxina 2.00 4.34 1.53 1.09 1.21 1.43
9 | Sulfadimetoxina| 3.03 2.35 1.15 1.81 0.90 1.03
10 Florfenicol 2.76 3.71 3.36 4.16 1.92 2.60
FENED 92 <22% <11% <6%
aceptacion

e Precision intermedia

En la Tabla 18 se muestra los resultados de la desviacion estandar relativa de las lecturas
de ambos analistas, agrupados segun las concentraciones de 10, 50 y 200 ppb, para
determinar si su desviacion es menor a 22%. Se evidencio que la desviacion no se apartd
del rango del criterio de aceptabilidad, aunque aumento6 al compararse con los resultados
individuales de cada analista, como se ve en la Tabla 17. También se analizo6 el HorRat a
200 ppb, ya que es la Gnica concentracion con una ratio mayor de 107, habiéndose
observado que el HorRat; obtenido es menor a 2, lo que indica que el método es

reproducible por los dos analistas.
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Tabla 18. Resultados de la precision intermedia del método entre analistas

Porcentaje de desviacion estandar relativa (PRSDr)

Fortificado  Fortificado Fortificado

N® Analito 10 pg/kg 50 pg/kg 200 pg/kg
Analistaly?2 Analistaly?2 Analistaly?2
(n=20) ¢ (n=20) ’ (n=20) Y< HorRat:

1 Enrofloxacino 4.16 3.04 4.14 0.20
2 Ciprofloxacino 2.31 2.84 3.65 0.18
3 | Acido oxolinico 3.10 2.43 2.86 0.14
4 Amoxicilina 5.00 2.93 3.48 0.17
5 Tetraciclina 4.01 1.25 1.58 0.08
6 Clortetraciclina 9.02 2.32 2.36 0.12
7 Oxitetraciclina 3.65 1.42 1.78 0.09
8 Sulfadoxina 3.29 1.31 1.43 0.07
9 | Sulfadimetoxina 2.68 2.14 1.33 0.07
10 Florfenicol 5.22 4.76 5.84 0.29
Rango de aceptacion <22% <22% <11% <2

6.2.6. Rango minimo tedrico

En el presente método multiresiduo desarrollado para 10 antibioticos, la concentracion
minima que se pudo determinar fue de 10 pg/Kg = 10 ppb = 108, Por ello, se uso el criterio
que describe el Codex Alimentarius para encontrar el rango minimo aplicable para ratios
de concentraciones menores a 10”. Entonces, nuestro rango se calculd de la siguiente
manera:

Sr=10.22 * 10 pg/Kg = 2.2 pg/Kg

10 — 2*(2.2) < rango minimo < 10 + 2*(2.2)

Es decir, nuestro rango minimo debia ser de 5.6 pg/Kg a 14.4 pg/Kg, que seria un rango
minimo tedrico de trabajo, aungue el rango de trabajo cuantitativo se distribuiria desde la
minima concentracion hasta la maxima de la curva de calibracion, es decir, de 10 ppb a
300 ppb, puesto que el parametro de linealidad permite la confiabilidad de los datos
obtenidos mientras éstos se encuentren dentro de la curva de calibracion. Al final se resume
los resultados de la validacion en la Tabla 19 donde se muestras los criterios de

aceptabilidad y los valores obtenidos de cada parametro.
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Tabla 19. Resultados de los pardmetros de la validacion y sus criterios de
aceptabilidad.

Parametro de

Guia de

Criterios de

validacion validacion aceptabilidad el el
o s .
Selectividad SANTE <30 % (nivel minimo <13.82 %
del méetodo)
. . Mass Spectrometry 2 2

Linealidad Handbook (S. Lee) r<>0.99 r<>0.994

Limite de

detecoion FDA <2 pg/Kg <1.994

Limite de <3.765 nug/Kg

cuantificacion FDA <4 Hg/Kg C*=6.647 pg/Kg
FDA 60%- 115% (10 ppbl)) 97.4 -118.4 % (10 ppb)
. y 80% - 110% (100 ppb) | 91 6. 103.2 % (50
ecuperacion opb)
SANTE 70-120 % 92.5 - 103 % (100 ppb)
FDA <22% (10 ppb)

Desviacion < 11% (100 ppb) 2-5.9% (10 ppb)
estandar relativa 0.9 - 4.2 % (50 ppb)
Reproducibilidad FDA <22%(10-100ppb) | 5 399 (10 pph)
intralaboratorio 1.3-4.8% (50 ppb)

REMD AT FDA 6 - 14 pg/Kg 5.6 - 14.4 ug/Kg,

aplicable

C* (Clortetraciclina)
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6.3. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS DE MERCADO

El &rea de los picos cromatograficos de la nueva curva de calibracion se muestra en el

ANEXO 15. Con dichos datos se obtuvo la grafica de la curva, la ecuacion y los

coeficientes de determinacion. Como se observa en la Figura 12, las curvas muestran

linealidad y los valores de r? fueron mayores de 0.997, lo que indica una buena correlacion

entre las variables.
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Figura 12. Curvas de calibracion de muestras de mercado (a) Enrofloxacino, (b)
Ciprofloxacino, (c) Acido oxolinico, (d) Amoxicilina, (e) Tetraciclina, (f)
Clortetraciclina, (g) Oxitetraciclina, (h) Sulfadoxina, (i) Sulfadimetoxina, (j)
Florfenicol

6.3.1. Andlisis de las muestras de mercado

Las areas de los picos cromatograficos del analisis de las muestras se muestran en el
ANEXO 17. En la Tabla 20 se muestra las ecuaciones obtenidas de las curvas de
calibracion y el promedio de areas de los picos cromatograficos de cada mercado. Tal como
se observa en las regiones sombreadas, algunos resultados no mostraron sefiales por ende
no contaban con area de pico cromatografico y otros presentaron areas muy pequefias. Estas
areas no se acercan a las areas de nuestras curvas de calibracion (ANEXO 15) y, en

consecuencia, no fueron cuantificadas por el método.

En la Tabla 21 se confirma que tampoco se pudo detectar la concentracion de varios
analitos en las muestras, aunque no se puede asegurar si hay o no presencia de dichos
analitos en las muestras. Pero se puede mencionar que si hubiera presencia de estos analitos
en las muestras, estos deben encontrarse a concentraciones menores del rango de nuestro

método. Por ende, no pudieron ser detectados ni cuantificadas.
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Tabla 20. Ecuacion de la curva de calibracion y el promedio de las areas de las

Analitos

Enrofloxacino
Ciprofloxacino
Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina
Sulfadoxina
Sulfadimetoxina

Florfenicol

Ecuacion

y = 0.00006x -
9.1359

y =0.0001x -
9.1656

y =0.00002x -
7.2569

y = 0.0009x +
0.4817

y =0.0002x -
1.1567

y =0.0007x -
0.0767

y =0.0002x -
3.2376

y =0.00007x -
0.627

y = 0.00006x -
5.1568

y =0.0022x -
2.7164

M1

muestras de mercado

Area del pico cromatogréafico (mAU*min)

M2

M3

435.893 | 382.428 | 416.451

147.788

399.315

20.06635

57.1215

1.747

1648.653

56.242

47.1125

24.8985

148.1505 | 166.7275

389.506

53.8245

1690.722 | 1705.724

5

164.695

2.6665

384.35

48.8535

5

1160.427 | 507.417

250.717 | 552.7505

93.47

15.5735

M4
401.8165

161.601

426.565

4.1275

396.034

22983.360
5

538.2165

432.209

116.3855

M5
392.0605

166.3945

122.215

255.5735

2.6665

1878.998

439.5465

553.863

77.97

Los antibidticos que si pudieron ser detectados son la amoxicilina y la oxitetraciclina,

aunque el Gnico cuya concentracion estuvo por encima del limite de deteccion del método

fue la oxitetraciclina (ver Tabla 15).

Tabla 21. Resultados de las muestras de mercado respecto a cada analito

Concentracién de las muestras de mercado (ng/g) o (ppb)

Analitos
M1
Enrofloxacino ND
Ciprofloxacino ND
Acido oxolinico ND
Amoxicilina 0.500
Tetraciclina ND
Clortetraciclina ND
Oxitetraciclina ND
Sulfadoxina ND
Sulfadimetoxina ND
Florfenicol ND

M2

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

M3
ND
ND
ND
0.484
ND
ND
ND
ND
ND
ND

M4

ND
ND
ND
0.485
ND
ND
1.359
ND
ND
ND

M5

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

M6

ND
ND
ND
0.499
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Leyenda de mercado M1 (Los Olivos), M2 (Independencia), M3(Independencia),
M4(Comas), M5(Pte. Piedra), M6(San Martin de Porres)

54

M6

411.121

168.342

231.46

18.946

278.601

60.431

1260.09

444.946

286.903



6.3.2. Criterios de identificacion de los residuos de las muestras de mercado

Las muestras de mercado, tal como se observé en la Tabla 21, no mostraron sefiales

detectables por el presente método, excepto la oxitetraciclina. Para corroborar la

identificacion del analito se corrobord el precursor, sus fragmentos y su tiempo de retencion

(patron de identificacion), ademas se verifico que su sefial sea mayor al blanco.

En la Figura 13 y Figura 14 se muestra el pico cromatogréafico de los fragmentos de la

sefial de oxitetraciclina de las dos lecturas que se realizaron a las muestras del mercado 4

(Comas). Ambas lecturas coinciden con el patron de identificacion de la oxitetraciclina,

mostrada en la Tabla 10.

mp1-4 F39:MRM of 2 channels ES+
Onytetracycline _ 461.241 = 426.25
100+ 4.387e+005
o4
0 T T T T T T T T T T T T T T T min
mp1-4 F39:MRM of 2 channels ES+
4671.241 = 443.307
100 4.387e+005
Oxytetracycline
238
. 6796.48
1.98
! T
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
2.000 2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750

Figura 13. Cromatograma de los fragmentos de la oxitetraciclina de la muestra 1 del

mp 2- 4 F39:MRM of 2 channels ES+
Ouytetracycline 461.241 = 426.25
1004 7 4533e+005
1369717
0.44
o5}
0 T T T T T T T T T T T T T T min
mp 2-4 F39:MRM of 2 channels ES+
461.241 > 443307
100+ 4.533e+005
Oxytetracycline
%] 7010.47
1.98
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
2000 2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750

Figura 14. Cromatograma de los fragmentos de la oxitetraciclina de la muestra 2 del

mercado 4

55



Ademas, la sefial del analito (S) debe ser mayor de 3 veces o igual a la sefial de ruido del
blanco (N). La Tabla 22 muestra el &rea de la matriz blanco, asi como las areas del mercado
4y se comparo si el area de la sefial es mayor al blanco.

Tabla 22. Criterio de identificacion de los analitos respecto al ruido del
cromatograma (S/N>3)

Area de la matriz

Analito blanco (MB) Areade M4 M4/MB >3
Enrofloxacino 437.301 401.8165 0.919
Ciprofloxacino 156.779 161.601 1.031

Acido oxolinico 390.64 426.565 1.092
Amoxicilina 20.178 4.1275 0.205
Tetraciclina 58.297 396.034 6.793

Clortetraciclina 1.621 - -

Oxitetraciclina 92.072 22983.3605 249.624
Sulfadoxina 58.498 538.2165 9.201

Sulfadimetoxina 54.238 432.209 7.969
Florfenicol 20.573 116.3855 5.657

Después de corroborar el patron de identificacion y mostrar una sefial mayor al blanco se
evidencia la deteccidn de la oxitetraciclina en la muestra 4 con el presente método para

trucha arcoiris.
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VII. DISCUSION

El presente estudio permitio desarrollar y validar exitosamente el método de multiresiduos
de antibidticos en muestras de trucha arcoiris provenientes de la acuicultura, mediante la
técnica de cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas de Triple
Cuadrupolo (UHPLC-MS/MS). El método desarrollado y validado puede ser utilizado para
identificar diez residuos de antibioticos y cuantificar nueve de ellos a una concentracion

minima de 10 ppb.

El proceso de desarrollo del método se inicié con la seleccion de los antibidticos de interés
en el area acuicola segin lo visto en la Tabla 1, los mismos que incluyeron a la
oxitetraciclina, el florfenicol y el enrofloxacino. Se incluy6 ademas otros antimicrobianos
pertenecientes a familias de antibidticos usualmente presentes en los productos

alimentarios, como quinolonas, tetraciclinas, sulfamidas y penicilinas. (30,31,68-72)

Una vez elegidos los antibioticos de interés (enrofloxacino, ciprofloxacino, &cido
oxolinico, amoxicilina, oxitetraciclina, clortetraciclina, tetraciclina, sulfadoxina,
sulfadimetoxina y florfenicol), se realizé la sintonizacién correspondiente, con el fin de
adquirir un patrén de identificacion de cada analito. Se debe remarcar que las masas del
ion precursor de los analitos en el presente estudio son parecidas a otras investigaciones
previas con métodos similares, debido a que la masa del ion es propia del analito y no
depende del método. (31,32,68,71) Sin embargo, algunas condiciones espectrometricas del
equipo pueden variar como la energia de colision, el voltaje de cono y el modo de
ionizacion, estos condicionan los fragmentos que se generan del ion precursor. Los
fragmentos formados son similares al método de la FSIS de los EEUU y a otros estudios
como el de Kanda y el de Dubreil, aunque existan pequefias diferencias debido a la eleccion
de otros valores para el volataje de colisidn y el voltaje de cono. (31,71,72) Respecto a los
fragmentos, la guia SANTE/12682/2019 requiere 2 iones fragmento para considerar al
método como un método confirmatorio, puesto que cuantos mas fragmentos se adquiera es

mas facil distinguirlos entre distintas moléculas. (64)

El método desarrollado en el laboratorio es una optimizacion del método realizado por el
FSIS, ya que este mostrd una baja recuperacion para los residuos antibi6ticos que se desea
determinar con el presente método. La diferencia mas sustancial fue el proceso de

extraccion de los analitos, para lo cual se compar6 el porcentaje de recuperacion de otros
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métodos multiresiduos que tuvieran incluido la mayoria de estos 10 residuos, con el fin de
determinar qué tan eficientes eran sus procesos de extraccion con estos antibioticos. Dos
estudios de multiresiduos muestran la menor variacion de recuperacion entre sus residuos,
con la casualidad de que ambos estudios mostraron utilizar EDTA en su extraccion aparte
de otros compuestos. (32,70) En la bibliografia se encuentra que el EDTA es recomendado
para extracciones de residuos de tetraciclinas debido a que las tetraciclinas son quelantes y
quelan rapidamente a los metales catidnicos, por ende, compite con las tetraciclinas y
permite que estas puedan estar libres para su extraccion lo que genera una mejoria en los
métodos multiresiduos para la extraccion de tetraciclinas (ver ANEXO 4). (20,31,71)
Como el uso de tetraciclinas esta permitido en el pais, estos residuos son relevantes para el
estudio, por lo tanto, se considero realizar ensayos con EDTA y se elabor6 el proceso de

extraccion mostrado en la Figura 6.

Una vez desarrollado el método en el LaCCSA del CITEacuicola UPCH, se procedié a su
validacion, bajo los pardmetros de ensayos cuantitativos de la guia de la FDA para
productos alimentarios, aunque se utilizo tambien criterios de otras guias importantes como
las de SANTE, IUPAC, Codex Alimentarius y guias chilenas, lo que le agregé exigenciay
consistencia a nuestro proceso de validacion (58-60,62,64,65) Se analizaron como
parametros de validacion la selectividad, la linealidad, la sensibilidad, el limite de

deteccidn, el limite de cuantificacion, la recuperacion, la precision y el rango de trabajo.

En lo que respecta a la selectividad, se determino que el método es selectivo, pues cumplio
con el patron de identificacion exigidos a los métodos basados en esta técnica, (28,29) asi
como con el criterio de la guia de la SANTE, que establece la exigencia de que el método
a evaluar tenga sefiales de interferencia menores al criterio de aceptabilidad SANTE. (64)
Debe remarcarse que la mayoria de estudios previos solo hacen referencia a sus propios
patrones de identificacion para corroborar la selectividad de su método multiresiduos

particular basados en espectrometria de masas. (29)

Con relacién al parametro de linealidad, fue analizado determinando el coeficiente de
determinacion y el de correlacion, obtenidos de su curva de calibracion. En general, la
exigencia es gque los resultados se acerquen a 1, pero en ensayos analiticos la exigencia
minima es que el coeficiente de determinacion sea mayor a 0.98 y el coeficiente de

correlacion mayor a 0.99. (73,74). En el caso de nuestro método, tanto el coeficiente de
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determinacion como el de correlacion cumplieron con dichos criterios, siendo los
resultados similares a investigaciones previas de residuos para productos acuicolas y para
productos porcinos. (32,70)

El criterio de sensibilidad de nuestro método fue evaluado a través de la exploracién visual
de la curva de calibracion, en concordancia con las guias de la FDA y la IUPAC. Con este
criterio, el método mostré una buena sensibilidad para los analitos. Otros estudios evallan
la sensibilidad a través del porcentaje de falsos positivos en los ensayos en matriz blanco,
determinando asi si el método detecta el analito o un falso analito y qué tan sensible es para
diferenciarlo. (68,72)

En cuanto al limite de deteccién y al limite de cuantificacion, nuestros resultados mostraron
que el método cumple con los parametros de la FDA, excepto por la clortetraciclina para
el limite de cuantificacion. Cabe recalcar que no se us6 una matriz blanco para obtener
estos limites, sino una concentracion de 10 ppb. Es posible que, si hubiéramos utilizado la
desviacion estandar de una concentracion menor a 10 ppb, la clortetraciclina hubiera
cumplido con el criterio de cuantificacion. Sin embargo, nuestros resultados se encuentran
dentro del rango de otros estudios realizados también en productos acuicolas. Por ejemplo,
Dubreil y col. (66) obtuvieron un limite de deteccion menor de 1 pg/kg, en tanto Guidi y
col. (68) obtuvieron LODs concentraciones menores de 1.24 pg/kg para las quinolonas y
sulfamidas, pero para la clortetraciclina fue menor a 34.76 pg/kg, el afio siguiente Guidi y
col. publicé otro estudio de multiresiduos especifico para quinolonas y tetraciclinas en el
cual el limite de cuantificacion para tetraciclinas fue menor de 25 pg/kg y quinolonas
menor 12.5 pg/kg y los LOQs de Pereira y col muestra concentraciones para las
tetraciclinas de 50 y 25 pg/kg. (70,77) Aunque las validaciones de los estudios
mencionados siguen la Decision de la Comision Europea 2002/657/CE que a diferencia de
la guia de la FDA, no incluye un criterio de aceptabilidad para el limite de deteccion ni

para el limite de cuantificacion. (68,72,78)

Por otra parte, los pardmetros de recuperacion y precision se centraron en la constancia de
los resultados de las lecturas. En cuanto a la recuperacion, el método cumplid con el criterio
de aceptacion de la FDA en todos los casos, excepto por el residuo de florfenicol del
analista 2, pero este cumplio con el criterio de la guia SANTE, que establece un rango de

recuperacion de 70-120%. (58,64) El rango de SANTE es constante sin importar las
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concentraciones, mientras que segun la guia de FDA este rango varia de acuerdo a la
concentracion. (58,64) Una explicacion posible del resultado obtenido para el florfenicol
es la manipulacion del proceso de fortificacion, pues justamente no cumple con el criterio
establecido a una concentracion inferior de 10 ppb, donde cualquier variacion del método
es mas susceptible. En lo que se refiere a estudios previos en productos acuicolas que
también realizaron sus recuperaciones a concentraciones semejantes a las nuestras, Pereira
y col. obtuvieron una recuperacion de 76-125% para las tetraciclinas, las quinolonas y la
sulfadimetoxina a 50 ppb, en tanto Fedorova y col. obtuvieron recuperaciones entre 70-
116% para las tetraciclinas, las quinolonas, la sulfadimetoxina y un 120% para el
florfenicol a 10 ppb, pero también se mostré poco eficiente para amoxicilina recuperando
menos de 50%. (69,77) Por otra parte, Kanda y col. obtuvieron una recuperaciéon muy
variable entre 25-118% para 37 antibioticos de diversos grupos a 10 ppb, pero aumenta a
75%-103% para el grupo de antibidticos en comdn con nuestro método y cabe recalcar que
es un método con una extraccion de EDTA. (71) En tal contexto, el método desarrollado
en el presente estudio tiene mejores recuperaciones comparado con los estudios
mencionados y no se encuentra en los limites inferiores del rango aceptable de
recuperacion. Debe mencionarse ademas que no hay estudios recientes en productos
acuicolas que detallen este parametro, pero hay un estudio realizado en las plumas de aves
que también mostro buenas recuperaciones usando EDTA, aunque también las
recuperaciones suelen ser variables cuando el método determina un mayor nimero de
analitos. (20,29,32)

Las pruebas de repetibilidad y de precision intermedia llevadas a cabo para evaluar el
parametro de precision, cumplieron con el criterio de aceptacion de la FDA e incluso con
el de la guia SANTE, puesto que la precision obtenida fue menor a 20% de desviacién
estandar relativa. (58,64) Pereyra y col. obtuvieron para todos los antibiéticos evaluados
una desviacion estandar relativa menor de 20%, al igual que Fedorova y col., mientras que
Kanda y col. obtuvieron una repetibilidad menores de 7%, y Gajda y col. menores de 8.9%
(32,69,71,77) Es necesario mencionar que los valores reportados en los estudios revisados
cumplieron con el parametro de la guia de la FDA, al igual que nuestro presente método,

pero los valores fueron mayores en comparacion con nuestros resultados.

Finalmente, en lo que respecta al rango minimo, se usé como referencia la guia de la FDA

y el manual del Codex Alimentarius, este Ultimo desarrolla el parametro en funcion de un
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calculo que depende de una concentracion de referencia, la cual en este estudio
correspondid a la menor concentracion de la curvay dio como resultado un rango de 5.6 a
14.4 ng/Kg, muy ligeramente diferente al del criterio de la FDA, que es de 6 a 14 pg/Kg.
(58,65) La interpretacion de este resultado es que, si detectamos concentraciones minimas,
ese es el rango minimo tedrico en el que los resultados aun son considerados precisos. Pero
el rango de trabajo abarcaria el intervalo al que pertenecen las concentraciones de la curva
de calibracion. Ademas, se debe puntualizar que en la guia de la FDA sélo se menciona la
definicién del parametro, sin describirse su procedimiento. (58)

Culminado el proceso de validacién, se corrobord que nuestro método tenia una mejor
recuperacion, repetibilidad y reproducibilidad que el método del FSIS en el que nos
basamos. Esto puede ser debido a los cambios realizados al método en base a otros estudios

gue mostraron mejores resultados como se puede ver en el ANEXO 4.

Por ultimo, se procedid a aplicar el método en muestras de trucha arcoiris adquiridas en
mercados de la zona de Lima Norte. De estas muestras solo se pudo detectar trazas de
oxitetraciclina (concentracion menor de 10 pg/kg) en muestras del mercado 4 (Comas),
mientras que para los demas residuos de antibidticos mostro areas inferiores a la curva de
calibracion, es decir, no fueron detectables para el presente método por lo que se puede
inferir que ninguna muestra de mercado infringe los niveles maximos permitidos segun las
normas del Codex Alimentarius, la Union Europea, SANIPES y DIGESA.

Estudios de bioacumulacion o farmacocinética de los analitos en productos acuicolas han
mostrado que ciertos antibidticos tienen un tiempo de depuracion determinado antes de
alcanzar niveles permitidos. Como en el caso de Nunes y col., que estudiaron la excrecion
de una sulfamida y demostraron que toma 10 dias para llegar obtener una concentracion de
100 pg/kg en musculo de tilapia, luego de la ultima dosis del medicamento. (79) Por otra
parte, una revision de varios medicamentos usados en acuicultura concluye que la
depuracion de medicamentos depende no solo del espécimen, sino ademas de las
condiciones del habitat como la temperatura y la salinidad (80). La revision refiere una
vida media de eliminacion de 4.8 dias a 16 °C y 8.9 dias a 5 °C para el grupo de las
tetraciclinas. Presumiblemente el tiempo de depuracién pueda haber contribuido en parte a
gue en nuestro estudio no se hubiese detectado ni siquiera trazas de los antibidticos

evaluados, excepto la Oxitetraciclina. Pero por lo descrito hace suponer que las muestras
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analizadas habian estado en contacto reciente con este medicamento veterinario debido a
su corto tiempo de eliminacion. A parte en pruebas de metabolizacion en perros y ratas, las
tetraciclinas han demostrado que no sufren biotransformacion ya que se encontré en la
orina de estos animales la molécula en su forma base por lo que la concentracion encontrada
en la trucha seria una guia para extrapolar el tiempo de su Gltima dosis en el animal. (81)
Aungue no es muy comun el estudio de metabolitos debido a que los mismos limites de
residuos no especifican o no incluyen los limites méaximos para los metabolitos de drogas

veterinarias.

El método de multiresiduos de antibi6ticos desarrollado y validado en este estudio, que
utilizé la técnica de cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas de Triple
Cuadrupolo (UHPLC-MS/MS) en muestras de trucha arcoiris provenientes de acuicultura,
demostro ser optimo, de acuerdo a los resultados obtenidos en el procedimiento de
validacion. El estudio siguié un método de desarrollo y un procedimiento de validacion
que pueden ser replicados, los que constituyen fortalezas adicionales. El presente trabajo
de investigacion constituye el primer estudio que realiza el analisis instrumental de residuos
de medicamentos en productos acuicolas (trucha) en nuestro pais utilizando una tecnologia

de punta como el equipo de LC-MS/MS.

Cabe sefialar que una limitacion del estudio fue trabajar con una matriz tan compleja como
la trucha arcoiris, que contiene altas cantidades de interferentes como lipidos y grasas, entre
otras biomoléculas y que podrian interferir en la cuantificacion de los analitos o deteriorar
el equipo de LC-MS/MS. Por ello, se requiere de adsorbentes costosos como el C18 para

remover dichos interferentes.

La exitosa validacion del método lograda con este estudio, abre el camino para su
aplicacion en el monitoreo de los residuos de medicamentos veterinarios en productos
acuicolas como la trucha que se comercializan en nuestro pais o que se desean exportar, a
concentraciones que estén por debajo de los limites maximos permitidos (100 ppb). Se
espera que el método se extienda otros productos acuicolas de interés comercial.
Esperamos que con ello se contribuird de manera decisiva en la mejora de la calidad y la
seguridad de los productos acuicolas y por ende la eficiencia de su comercializacion, tanto

en el mercado interno como en el externo.
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VIIl. CONCLUSION

1)

2)

3)

Se desarroll6 exitosamente el método multiresiduo de antibidticos mediante una
técnica analitica de UHPLC-MS/MS, para la determinacion de diez residuos de
antibioticos (enrofloxacino, ciprofloxacino, é&cido oxolinico, amoxicilina,
oxitetraciclina, clortetraciclina, hidrocloruro de tetraciclina, sulfadoxina,
sulfadimetoxina y florfenicol) en muestras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

provenientes de acuicultura.

Se validé exitosamente el método, que cumpli6 con los parametros de selectividad,
linealidad (r > 0.997, r> > 0.994), sensibilidad, limite de deteccion (valores < 1.994
Hg/KQg), limite de cuantificacion (valores < 6.647 ug/Kg), recuperacion (90% -
118%), precision (< 6%), precision intermedia (< 9%) y rango minimo de trabajo
(5.6 po/Kg a 14.4 pg/Kg) bajo los criterios descritos en la guia de validacion del
Programa de Alimentos y Medicina Veterinaria de la FDA.

Las muestras de trucha arcoiris de seis puntos de venta (Los Olivos, Independencia,
Comas, Pte. Piedra, San Martin) dieron resultados indetectables con este método,
excepto las muestras del mercado 4 (Comas), en las que se detectd trazas de

oxitetraciclina.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios posteriores determinando una curva de calibracion a
concentraciones menores que las del presente estudio, ya que hay una diferencia
sustancial entre las sefiales del blanco y las sefiales de los analitos a 10 ppb, de

modo que el método pueda discernir entre ambas sefiales.

Implementar el método para un rango expandido de antibiéticos y para un espectro

mayor de medicamentos o sustancias utilizados cominmente en acuicultura.

Ampliar la aplicacion del método a través de ensayos en muestras de trucha arcoiris

provenientes de diferentes lugares del pais.
Recomendar a las autoridades regulatorias la implementacion del método para el

monitoreo de la seguridad de los productos acuicolas que se comercializan en el

mercado interno y aquellos destinados a la exportacion.
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XIl.  ANEXOS
ANEXO 1. CATASTRO ACUICOLA NACIONAL

S Quito

ECUADOR
Guayaquil 4

dh

A M

B Trucha

B Langostinos

B Concha de abanico
Tilapia

B Paiche

Fuente: http://catastroacuicola.produce.gob.pe/web/



ANEXO 2. EQUIPO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A UN
DETECTOR DE MASAS DE TRIPLE CUADRUPOL

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad y Seguridad Alimentaria (LaCCSA) del Centro
de Innovacién Productiva y Transferencia Tecnoldgica Privado Acuicola de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (CITEacuicola UPCH)

ANEXO 3. PROCEDENCIA DE LOS ESTANDARES DE MEDICAMENTOS

Estandar Marca Numero de Lote
Producto

Enrofloxacin Sigma- Aldrich 33699 BCBZ6597

Ciprofloxacin
hydrochloride hydrate

Acido Oxolinico Sigma- Aldrich 67126 BCBV6265

Amoxicillin trihydrate = Dr. Ehrenstorfer DRE-C10242500 (G138081
Tetracycline

Sigma- Aldrich 32982 BCBW6810

. Sigma- Aldrich 31741 BCBW2124
hydrochloride
Chlortetracycline oo Aldrich 46133 BCBT9837
hydrochloride
Oxytetracycline Sigma- Aldrich 04636 088MA4074V
dihydrate
Sulfadoxin Sigma- Aldrich 31736 BCBS4285V
Sulfadimethoxine Sigma- Aldrich 46794 BCBX1159
Florfenicol Sigma- Aldrich F1427 MKCJ0616
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ANEXO 4. OTROS METODOS MULTIRESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
REALIZADOS EN UHPLC-MS/MS.

Método multiresiduo para mas de 100 residuos veterinarios de la FSIS (Lucia Geis-
Asteggiante, 2012)

Concentracion Porcentaje de Porcentaje de  Porcentaje de

AENieE ppb recuperacion  repetibilidad = reproducibilidad
Enrofloxacino 50 62 30 26
Ciprofloxacino 1000 69 29 27
Amoxicilina 10 66 52 49
Tetraciclina 1000 46 25 21
Clortetraciclina 2000 40 12 12
Oxitetraciclina 50 41 20 19
Sulfadoxina 100 82 11 10
Sulfadimetoxina 100 79 9 9
Florfenicol 200 84 15 15

Extraccion de residuos en rifién bovino.

Metodo multiresiduo para 32 residuos veterinarios (Renata Pereira, 2012)

Analitos % Recuperacion % Precision LOD LOQ
10 ug/Kg 50 pg/Kg 10 pg/Kg 50 pg/Kg | (M9/Kg) | (Mg/Kg)

Enrofloxacino 112 109 17 12 3 10
Acido oxolinico NQ 109 NQ 15 7.5 25
Tetraciclina NQ 95 NQ 11 15 50
Clortetraciclina NQ 125 NQ 17 7.5 25
Oxitetraciclina NQ 111 NQ 20 15 50
Sulfadimetoxina NQ 76 NQ 17 7.5 25

NQ: No cuantificable.
Extraccion de residuos en productos acuicolas.

Meétodo multiresiduo para 32 residuos veterinarios (Ganna Fedorova, 2013)

Analitos % Recuperacion LOQ
10 pg/Kg 50 pg/Kg (H9/K9)
Enrofloxacino 107 103 0.52
Ciprofloxacino 88 113 0.37
Acido oxolinico 116 118 0.52
Amoxicilina 42 52 1

Tetraciclina 88 80 0.39
Oxitetraciclina 70 78 0.06
Sulfadimetoxina 100 81 0.1
Florfenicol 120 111 2.1

Extraccion de residuos en productos acuicolas.
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Método multiresiduo para 37 residuos veterinarios (Maki kanda, 2015)

% % % LOO
Analitos Recuperacion Repetibilidad Reproducibilidad (Lg/Kg)
(10 pg/Kag) (10 pg/Kag) (10 pg/Kag)

Enrofloxacino 89 5 7 1
Ciprofloxacino 75 7 9 5

Acido oxolinico 92 4 8 0.5
Tetraciclina 77 7 8 1
Clortetraciclina 103 3 5 2
Oxitetraciclina 76 7 9 1

Sulfadimetoxina 82 5 5 0.2

Extraccion de residuos con EDTA en productos acuicolas.

Método multiresiduo para 14 residuos de quinolonas y tetraciclinas (L. Guidi, 2017)

% % %

Analitos Recuperacion = Repetibilidad = Reproducibilidad L(/)IS
(50 pg/Kg) (50 Mg/Ko) (50 Hg/Kg) (g’kg)

Enrofloxacino 91.8 8.7 11.5 12.5

Ciprofloxacino 100.5 6.9 1.9 12.5
*Acido oxolinico 101.3 5.7 3.5 5
Tetraciclina 100.2 5.1 5.1 25
Clortetraciclina 101.8 8.3 4.4 25
Oxitetraciclina 100.4 7 5.6 25

*Los parametros se realizaron a una concentracion de 10 pg/Kg.
Extraccion de residuos en productos acuicolas

Metodo multiresiduo para 53 residuos veterinarios (A. Gajda, 2019)

Analitos e ., %. . %. -
Recuperacion = Repetibilidad Reproducibilidad
2Enrofloxacino 102 6.1 11.4
Ciprofloxacino 104 6.5 10.9
aAcido oxolinico 102 6.3 13.2
bAmoxicilina 95 8.9 13.5
‘Tetraciclina 103 5.3 10.9
Clortetraciclina 99 6.8 12.5
“Oxitetraciclina 102 5.9 12.8
‘Sulfadoxina 107 5.5 13.4
‘Sulfadimetoxina 106 8.7 15.1

& Los parametros se realizaron a una concentracion de 5 pg/Kag.

b LLos parametros se realizaron a una concentracion de 25 pg/Kg.

¢ Los parametros se realizaron a una concentracion de 10 pg/Kg.

Extraccion de residuos con EDTA en plumas de aves de corral para control de
tratamientos.
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ANEXO 5. METODO MULTIRESIDUO DESARROLLADO, ESTANDARIZADO
Y VALIDADO PARA TRUCHA ARCOIRIS (Oncorhynchus mykiss)

®,

% Reactivos

e Agua destilada (tipo I)

e Acetonitrilo o ACN - grado LC- MS, Pureza > 99.9%
e Hexano - grado LC- MS, Pureza > 99%

e Acido férmico ACS, Pureza > 98%

e Hidrdxido de sodio (40.00 g/mol)

e Metanol- grado LC-MS, Pureza > 99.9%

e EDTA sal disédica 0 Na2EDTA (372.24 g/mol)

e Fase solida de extraccion C- 18 en polvo.

0,

% Muestras bioldgicas
e Musculo de trucha arcoiris libre de antibidticos (se emplea para realizar la curva
de calibracion con la matriz).

% Equipos
e Equipo: Sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Alta Presion (UHPLC),
acoplado a un detector de espectrometria de masas con triple cuadrupolo
e Columna: Acquity HSS T3; 1.8 um; 2.1 mm de diametro * 100 mm de largo con
un 1.8 um de tamario de particulas.
e Evaporador: Evaporador de muestras con nitrogeno de 45 posiciones con

regulador de presion, un contador de tiempo, y a un regulador de temperatura digital
para el bafio de agua.

% Preparacion de las Soluciones

Solucion Madre: Se pesa 10 mg de estandar y se diluye en una fiola de 10 mL del
disolvente que se indica en la siguiente tabla para obtener una concentracion de 1000 ppm,
a cada una de estas soluciones se les denomina solucion madre.

Tabla de diluyentes de cada estdndar de Antibidtico

Clase o Familia Antibidtico Disolvente de la solucién madre

Enrofloxacino Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
Quinolonas Ciprofloxacino 0.03 M NaOH (40 g/mol)

Acido Oxolinico Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%

Betalactamico Amoxicilina Agua destilada ultra pura (tipo I)
Oxitetraciclina Metanol para LC-Masas Pureza >99.9%
Tetraciclinas Clortetraciclina Metanol para LC-Masas Pureza >99.9%
Tetraciclina Metanol para LC-Masas Pureza >99.9%
Sulfamidas Sulfadoxina Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
Sulfadimetoxina Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
Fenicol Florfenicol Acetonitrilo para LC-MS, Pureza >99.9%
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Solucioén diluyente A: Se prepara una solucion de &cido férmico y acetonitrilo en una
proporcion de (0.1:99.9) respectivamente.

Solucioén de estdndares para la sintonizacion (SS): Cada solucion madre del estandar de
un antibidtico se lleva a una concentracion de 0.1 ppm mediante 2 diluciones
e Primera dilucion: 0.1 mL solucién madre de un antibidtico se completa con 10
mL de solucién diluyente A
e Segunda dilucion: 0.1 mL de la primera dilucién y se completa con 10 mL de la
solucion diluyente A. A esta Ultima solucion se le denomina solucién de estandar
de sintonizacion de antibidtico SS.
Cada una de estas ultimas soluciones se inyectan directamente al detector (10 pL).

Solucion mezcla de estandares (SME): En una fiola de 10 ml se agrega 100 pL de
solucion madre de cada estandar y se enraza a 10 mL con la Solucion diluyente A. Se toma
0.1 mL de la solucion previa y se completa a 10 mL con la Solucién diluyente A. A esta
ultima se le denomina solucion mezcla de estandares (SME), la cual considera que cada
antibidtico estd a 10 ppm y esta se coloca en un vial se inyecta 2 L y se realiza una lectura
en el UHPLC-MS/MS para obtener el tiempo de retencion de la mezcla de estandares.

Solucion para la extraccion de la muestra (B):
e Solucién B1: Preparar una solucion de Acetonitrilo + EDTA 0.1M en la proporcién
de 4:1 respectivamente.
e Solucién B2: Preparar la solucién B1 + Ac. Formico en la proporcion de 99.9 :0.1
respectivamente

Solucion de reconstitucion del extracto (C):
e Solucién C1: Preparar una solucion de Ac. Formico + Agua ultrapura tipo I en la
proporcion de 0.1:99.9 respectivamente.
e Solucién C2: Preparar una solucion de Acetonitrilo + la solucion C1, en la
proporcion de 1: 9 respectivamente.

Solucién de fase movil A: Preparar una solucion de Ac. Férmico + Agua ultrapura tipo |
en la proporcién de 0.1:99.9 respectivamente. (Igual a la solucion C1)

Solucion de fase movil B: Prepara una solucion de Ac. Férmico + acetonitrilo en la
proporcién de 0.1:99.9 respectivamente. (Igual a la solucion diluyente A)

Solucién de lavado débil: Preparar una solucion de Ac. Formico + Agua ultrapura tipo |
en la proporcién de 5:95 respectivamente.
Solucién de lavado fuerte: Preparar una solucion de Ac. Férmico + Agua ultrapura tipo |
en la proporcién de 95:5 respectivamente.
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% Preparacion de la Curva de Calibracion en la matriz de trucha: Se prepara a
partir de la SME otra solucion mezcla a 2 ppmy se procede segun la tabla mostrada
a continuacion para preparar el blanco y las cinco concentraciones de estandares.
Cada estandar (Sto, Sti1. St2. Sts. Sts. Sts) es adicionado a una matriz de trucha (29),
luego se debe extraer de la misma manera como se extrae los residuos en muestra

(ver item Extraccion de muestra). La curva es valida si se obtiene r>>0.99.

Tabla de volumen de cada solucién mezcla para realizar la curva de calibracion

) Concentracion
Matriz Volumen (uL) _
) Volumen obtenida
Mezcla de | (musculo
’ Mezcla | Mezcla total
Estandares |de trucha 2 (ppm o (ppb o
de 10 de 2 (uL)
9) Mg/ mL) | ng/ mL)
ppm ppm
St0 29 -- -- 1000 Blanco Blanco
St1 29 - 5 1000 0.01 10
St2 29 - 25 1000 0.05 50
St3 29 - 50 1000 0.1 100
St4 29 20 - 1000 0.2 200
St5 29 30 - 1000 0.3 300

De cada estandar (luego de extraido y reconstituido segun el item de Extraccion de
muestra) se inyecta 2 uL UHPLC-MS/MS.

Extraccion de la Muestra

Se pesa 2 g del homogenizado en un tubo de 50 mL y se agreg6 10 mL de la solucién
B2 y se lleva al agitar por 5 minutos y. Se centrifuga a 25°C por 10 min a 5000 RPM
y se separa el sobrenadante que contiene a los posibles antibioticos.

El sobrenadante (aprox.10 ml) se transfiere el extracto a un tubo de centrifuga de 50
ml que contiene 0.5 g de la fase solida de extraccion C-18, luego se adiciona 10 mL
de hexano helado y se agita suavemente los tubos por 30 segundos. Se centrifuga a
25°C por 10 min a 5000 RPM. Se forman 3 fases: la superior corresponde al Hexano,
la intermedia contiene los residuos antibidticos y la inferior corresponde a la fase
solida C18 con impurezas.

Se elimina superior que es el hexano.

Se transfiere 5 ml del extracto (fase intermedia) a un tubo de ensayo de 10 mL y se
evapora hasta sequedad con el evaporador de nitrdgeno con un bafio de agua de 50°C.
Se reconstituye al extracto seco con 1 mL de la solucion C2.

Por ultimo, se filtra en un vial el extracto con una jeringa de PVDF (0.2 um) y se
inyecta 2 uL al UHPLC-MS/MS.
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% Proceso del ensayo en muestra con el método multiresiduo:

Sintonizacién de los estdndares: Se inyecta en forma secuencial 10 pL de solucion SS de
cada uno de los estandares. El detector de espectrometro de masas y se determina el voltaje
de cono, el voltaje de colisidn, el ion precursor, los iones fragmento y el tipo de ionizacion,
esto se repite con cada uno de los estandares para obtener el patron de cada uno.

Condiciones espectrométricas antes de inyectar cada estandar:

e Capilaridad: 3.0 kV

e Temperatura de la fuente: 150 °C

e Temperatura de solvatacion: 500 °C

e Flujode gas cono (N2): 20 L/h

e Flujo de gas de desolvataciéon (N2): 1000 L/h
e Flujo de gas de colision: 0.10 mL/min

e Modo lon: ES+

e Volumen de inyeccion: 10 pL

Condiciones cromatograficas para inyectar al UHPLC-MS/MS:

e Temperatura de columna: 40 °C
e Flujo de la gradiente constante: 0.5 mL/min
e Gradiente de la fase movil:

Inicial — 8.0: Fase movil A (100%)

8.0 — 9.5: Fase movil B (100%)

9.5 —13.0: Fase movil A (100%)

Tabla de secuencia de Inyecciones en el Detector de Masas de triple cuadrupolo
para la sintonizacion

NUmero de

. Muestra (Volumen)
corrida
1 SS de enrofloxacino 10 puL
2 SS de Ciprofloxacino 10 puL
3 SS de Acido Oxolinico 10 pL
4 SS de Amoxicilina 10 puL
5 SS de Oxitetraciclina 10 puL
6 SS de Clortetraciclina 10 L
7 SS de Tetraciclina 10 puL
8 SS de Sulfadoxina 10 puL
9 SS de Sulfadimetoxina 10 L
10 SS de Florfenicol 10 puL

Tabla de secuencia de las corridas cromatografica del UHPLC-MS/MS

Numel_ro de Muestra (Volumen)
corrida
1 St0 2 uL
2 St1l 2 uL
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3 St2 2 uL
4 St3 2 uL
5 St4 2 uL
6 StS 2 uL
8 Blanco: Solucién C2 (Solucién de 2 uL
reconstitucion del extracto)
9 Extracto de la Muestra M1 (replica 1) 2 UL
10 Extracto de la Muestra M1 (replica2) 2 UL
10 Lavado débil 1200 pL
11 Lavado fuerte 400 pL

«» Determinacion de la concentracion

Se determina la ecuacion de la recta para cada uno de los antibi6ticos en base a la curva de
calibracién elaborada anteriormente. Luego con la ecuacion obtenida (Ecuacién 1) se
reemplaza la Absorbancia (A) para determinar la concentracion de cada antibiético (Co)
en la muestra (ng/ml), luego empleando la Ecuacion 2 se obtiene la concentracion de cada

antibiotico expresado en ng/g.

Ecuacion 1

[ C, =m(A) +b ]

Donde:

Co = Concentracion en ng/mL del estandar la calibracion.
m = Pendiente de la ecuacion lineal.

A = Area del pico cromatografico

b = Intercepcion en el eje y.

Ecuacion 2

Donde:

C = Concentracion en muestra en ng/g = pg/Kg=ppb

Co = Concentracion en ng/mL, obtenida por interpolacion en la curva de calibracion

Ve = Volumen del extracto en mL (10 mL)

Vi = Volumen tomado para evaporar con el gas nitrogeno (5 mL)

Vf = Volumen del vial que se analiz6 en el equipo (1 mL)

W = Peso de la muestra en g

Las concentraciones obtenidas se comparan con los limites de aceptacion maximos

permisibles de antibidticos de cada norma.
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ANEXO 6. CROMATOGRAMA DE LOS FRAGMENTOS DE CADA ESTANDAR
DE ANTIBIOTICO (CUANTIFICACION Y CONFIRMACION)

Fragmentos ionizados de enrofloxacino

std 1-3t F35:MRM of 2 channels ES+
_Enrofloxacin 360168 = 316.2
100 255 7.839e+006
25434973
9.33
%_
- SrrrrrTT  TT T min
std 1-3t F35:MRM of 2 channels ES+
360.168 = 245
100+ 7.830e+005
Enrofloxacin
255
134454 48
%_
| | .
- e e e e e e e e e e e e e e e e min
2150 2200 2250 2300 2350 2.400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2.900
Fragmentos ionizados de ciprofloxacino
std1-3t F32:MRM of 2 channels ES+
Cyprofloxacin_ 332.3=2881
100 2139 3.503e+006
10826277
932
%_
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e min
std1-3t F32:MRM of 2 channels ES+
332.3=24400
1007 3.593e+006
Cyprofloxacin
2.39
6692027
%_
| | .
0 L R B B L L L I L L I I L R I L R R L R B N L R RN A R e ey na s nnn na el 1 0114]
2000 2050 2100 2450 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750

81



Fragmentos ionizados de &cido oxolinico

std1-3t F13:MREM of 2 channels ES+
Oxolinic acid;3.46;612435.94;9.40 262=243.95
100 1.643e+007
%_
] } ]
(- T e e e e e e e e e e e e min
std1-3t F13:MREM of 2 channels ES+
2621507
100+ 1.643e+007
%_
Oxolinic acid
3.46
84061.52
O T T T T T T T T T T Min
3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800
Fragmentos ionizados de amoxicilina
std 1-3t F36:MRM of 2 channels ES+
366.25 > 349.15
100 Amoxicillin_ 4.899e+005
1.68
12428.20
10.32
%_
1.34
L s ma e L e L R L e R s e L s s e e e e s Y]
std 1-3t F36:MRM of 2 channels ES+
Amaoxicillin_ 366.25= 1135
100+ 168 4.899+005
1208057
1.44
%_
1.3
0

T T T T T T T T T T e T T T R T e e e min

1300 4350 1400 1450 1500 1550 4600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2080
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Fragmentos ionizados de tetraciclina

std 1-3t F38:MRM of 2 channels ES+
Tetracycline _ 445341025
1007 253 2.202e+006
T0636.25
10.00

%_
0- T T T T T T T T Min
std 1-3t F38:MRM of 2 channels ES+
4453 = 1537
100 2.202e+006
Tetracycline
253
4591245
%_
0 | .
L L B B B L B B B B O B i I B L B L B O s B L s R RN RR AR Ra s nann s naan s annsnanssnnnny ({111
2180 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 28300 2850 2
Fragmentos ionizados de clortetraciclina
std1-3t F40:MRM of 2 channels ES+
Chlortetracycline_ 4794 = 4442
1009 3.00 4.1346+005
15173.60
10.22
%_
! .
0 R T T T T T T T T T R T R R T A P T Min
std1-3t F40:MRM of 2 channels ES+
479.4 = 4622
100+ 4.134e+005
Chlortetracycline
3.00
10243.81
%_
277
269
260
7
0

2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900 2850 3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350
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Fragmentos ionizados de oxitetraciclina

std1-3t F39:MRM of 2 channels ES+
Ouytetracycline 461.241 = 42625
100+ 238 f 2.133e+006
T0536.73
992
%_
| } ]
L AL EREa R w s s s s o sy L) L AR SRS Ry e s nanas snnns 1)
std1-3t F39:MRM of 2 channels ES+
461.241 = 443 307
100 2.133e+006
Oxytetracycline
238
. 3284289
U L Ly LA L L L LA B LAY Ly L S in
2000 2080 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750
Fragmentos ionizados de sulfadoxina
std1-3t F26:MRM of 2 channels ES+
Sulfadoxine 3M.077=1557
100 119 f 4.488e+006
159252 44
10.21
%_
R Laaa s L L R NE LA ey e an s il 1111))
std1-3t F26:MRM of 2 channels ES+
INM077T=915
1007 4.488e+006
Sulfadoxine
319
79513.81
%_
L |
L L L L L L L L L L B L L L

T T T T T T T T T Min

N w
2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550
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Fragmentos ionizados de sulfadimetoxina

std1-3t F27:MRM of 2 channels ES+
Sulfadimethoxine;2.63;203069.47,9.70 311.1=155.7
100+ 5.066e+006
%_
0 I""I""I""I""I""I""I""I'"'I""I""I""I""I""I""I"I"I S RRA LARan Laa LAARN RN ARES Laaanansy nasasnnnny nannnnanll i)}
std1-3t F27:MRM of 2 channels ES+
3M11=915
100+ 5.066e+006
Sulfadimethoxine
363
111102.84
%_
0 L | N
LA R RS UL R RS R ML LSRN RS LR RAARE RARLS LULEE RAARS] T e e min
2250 32300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800 3850 3000 3950 4000
Fragmentos ionizados de florfenicol
std1-3t F33MRM of 3 channels ES+
Florfenical+_ 358.2= 24086
100+ 1.727e+005
%_
0 AL N e i L B N B L LR e e e s e e s el 1111
std1-3t F33:MRM of 3 channels ES+
3582 =2058
100 1.727e+005
Flarfenicol+
% 324
1670.62

R L) L L A Ly ) ERAa) LSl RSy ELLe Ly naaad Leses a1
2850 2000 2080 3000 3050 3100 3180 3200 3950 3300 3350 3400 3450 3800 3650 3600
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ANEXO 7. AREA DE LA CURVA DE CALIBRACION EN MATRIZ

FORTIFICADA DE TRUCHA ARCOIRIS

Estandar

Enrofloxacino
Ciprofloxacino
Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina
Sulfadoxina
Sulfadimetoxina

Florfenicol

Area de los picos cromatograficos (mAU*min)

St1l
10 ng/mL

278048.4
91219.3
586001.0
15008.2
63645.0
14681.8
62450.1
144728.1
140113.2

3016.9

St2
50 ng/mL

987031.9
348947.8
2277498.3
60220.7
255757.5
59865.5
245117.1
580218.6
555425.1

11767.7

St3
100 ng/mL

1919084.4
700026.1
4326778.0
123170.8
510007.9
120939.9
477880.9
1173184.4
1099809.0

21898.1

St4

St5

200 ng/mL 300 ng/mL

3684272.3
1363258.3
8517783.0
245936.9
943176.2
229361.0
986513.8
2362564.5
2191357.0

43704.7

5366153.5
2150575.5
12737452.0
393328.8
1511132.5
369353.5
1623553.0
3939104.0
3562786.8

72046.4
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ANEXO 8. TABLA DE VALORES DE LA PRUEBA t DE STUDENT PARA UNA
DISTRIBUCION DE DOS COLAS

Tabla de cuantiles de la distribucion t de Student

-t t

(2) El drea de las dos colss estd sombreadaen ba figura
{b) Si Hy, es direccional, las cabeceras de las colummnas deben ser divididas por 2 cuando se
acow el P-valor.

AREA DE DOS COLAS

gl 0,20 0,10 0,05 0,02 0,01 0,001 0,0001

i 3,078 6,314 12,706 31,B21L 63,657 636,619 65366,198
2 1,886 2,920 4,303 6,695 9,925 31,598 99,992
3 1,638 2,353 3,182 4,541 5,841 12,924 28,000
4 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 B,610 15,544
5 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 6,869 11,178
6 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 5,959 9, 082
7 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 5,408 7,885
8 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 5,041 7,120
9 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 4,78l 6,594
10 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169 4,587 6,211
1 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 4,437 5,921
12 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055 4,318 5, 694
13 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012 4,221 5,513
14 1,345 1,761 2,145 2,624 2,977 4,140 5,363
15 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 4,073 5,239
16 1,337 1,746 2,120 2,583 2,921 4,015 5,134
17 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,965 5,044
18 1,330 1,734 2,101 2,552 2,B78 3,922 4,966
19 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861  3,BB3 4,897
20 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,850 4,837
21 1,323 1,721 2,080 2,518 2,831 3,819 4,784
22 1,321 1,717 2,074 2,508 2,819 3,792 4,736
23 1,319 1,714 2,069 2,500 2,807 3,767 4,693
24 1,318 1,711 2,064 2,492 2,797 3,745 4,654
25 1,316 1,708 2,060 2,485 2,787 3,725 4,619
26 1,315 1,706 2,056 2,479 2,77 3,707 4,587
27 1,314 1,703 2,052 2,473 2,771 3,690 4,558
28 1,313 1,701 2,048 2,467 2,763 3,674 4,530
29 1,311 1,699 2,045 2,462 2,756 3,659 4,506
30 1,310 1,697 2,042 2,457 2,750 3,646 4,482
40 1,303 1,684 2,021 2,423 2,704 3,551 4,321
60 1,296 1,671 2,000 2,390 2,660 3,460 4,169
100 (1,290 1,660 1,984 2,364 2,626 3,390 4,053
140 1,288 1,656 1,977 2,353 2,611 3,361 4,006
o 1,282 1,645 1,960 2,326 2,576 3,291 3, 891

Dpt Esudistica i Inv. Operativa Universat de Valéncn
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ANEXO 9. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LA LINEALIDAD DE LA

CURVA DE CALIBRACION EN STATA

Para interpretar la linealidad de los datos se obtuvo y se evalud visualmente las graficas

lineales correspondientes, y se corri6 una regresion lineal, para encontrar la ecuacion lineal

correspondiente y el coeficiente de determinacion, a fin de determinar qué tan significativa

es la ecuacion. Finalmente, se corrieron correlaciones bivariadas para determinar la

relacion entre las variables.

y = Concentracion del estandar del antimicrobiano. (variable dependiente)

x = Area del pico cromatogréafico. (variable independiente)

Grafico de linealidad
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Oxitetraciclina Sulfadoxina
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= S A ®
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Modelo de la ecuacion:
yi = bo + bixi

Tabla de modelo de ecuacion de la curva de calibracion para los 10 antimicrobianos

Analito
Enrofloxacino
Ciprofloxacino

Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina

Clortetraciclina

Oxitetraciclina
Sulfadoxina

Sulfadimetoxina

Florfenicol

Contraste de hipotesis

yi = bo + bixi

Modelo de la ecuacion
y =-7.08 + 0.000057 x
y = 0.40 + 0.000141 x
y = -3.905 + 0.000024 x
y = 3.35 + 0.000768 x
y =-1.17 + 0.000203 x
y = 0.95 + 0.000825 x
y =5.67 + 0.000186 x
y = 6.25 + 0.000077 x
y = 3.50 + 0.000085 x
y =2.94 + 0.004233 x




Ho = El modelo de la ecuacion no es significativo. (b1=0)

Hi1 = El modelo de la ecuacion es significativo. (b170)

Criterio:

o =0.05 < p-valor, entonces se acepta Ho.

o =0.05 > p-valor, entonces se rechaza Ho.

Tabla de significancia del modelo de la curva de calibracion para los 10

antimicrobianos

Analito p-valor Entonces
Enrofloxacino 0.000 Rechazo Ho
Ciprofloxacino 0.000 Rechazo Ho

Acido oxolinico 0.000 Rechazo Ho
Amoxicilina 0.000 Rechazo Ho
Tetraciclina 0.000 Rechazo Ho

Clortetraciclina 0.000 Rechazo Ho

Oxitetraciclina 0.000 Rechazo Ho
Sulfadoxina 0.000 Rechazo Ho

Sulfadimetoxina 0.000 Rechazo Ho

Florfenicol 0.000 Rechazo Ho

Conclusion: El coeficiente de la variable independiente es significativo para la ecuacion

de la curva de calibracion de cada analito del método multiresiduos.

Coeficiente de determinacion (*):

Criterio:
Modelo muy bueno: 0.9 <r’<1
Modelo bueno: 0.6 <r*<0.9

Modelo no tan bueno: r? < 0.6

Tabla de coeficiente de determinacion para los 10 antimicrobianos

Analito r? (%) P - valor Entonces
Enrofloxacino 99.97 0.0000 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 99.86 0.0000 Se rechaza Ho

Acido oxolinico 100 0.0000 Se rechaza Ho
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Amoxicilina 99.79 0.0000 Se rechaza Ho

Tetraciclina 99.76 0.0001 Se rechaza Ho
Clortetraciclina 99.75 0.0001 Se rechaza Ho
Oxitetraciclina 99.53 0.0001 Se rechaza Ho

Sulfadoxina 99.47 0.0002 Se rechaza Ho

Sulfadimetoxina 99.67 0.0001 Se rechaza Ho

Florfenicol 99.52 0.0001 Se rechaza Ho

Conclusion: El coeficiente de determinacién expresa un modelo muy bueno para las
ecuaciones de la curva de calibracion lo que hace significativo el modelo especialmente

del acido oxolinico.

Coeficiente de correlacion (r):

Criterio:
Correlacion positiva fuerte: 0.9 <r <1
Correlacion moderada: 0.5 <r<0.9

Correlacion positiva débil: r < 0.5

Tabla de coeficiente de correlacion para los 10 antimicrobianos

Analito r Correlacion
Enrofloxacino 0.9999 Positiva fuerte
Ciprofloxacino 0.9993 Positiva fuerte

Acido oxolinico 1 Positiva fuerte
Amoxicilina 0.9989 Positiva fuerte
Tetraciclina 0.9988 Positiva fuerte

Clortetraciclina 0.9987 Positiva fuerte

Oxitetraciclina 0.9977 Positiva fuerte
Sulfadoxina 0.9973 Positiva fuerte
Sulfadimetoxina 0.9983 Positiva fuerte
Florfenicol 0.9976 Positiva fuerte

Conclusion: Existe una relacion directa y positiva entre X e y para todas las ecuaciones de

calibracion es decir si aumenta la variable x también aumenta la variable y.
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ANEXO 10. RESULTADOS OBTENIDOS POR EL ANALISTA 1 DE LOS 10
ANTIBIOTICOS DEL METODO

N° | Concentracion = Enrofloxacino ' Ciprofloxacino og?;gi(z:o Amoxicilina  Tetraciclina
1 |1A-10 11 11.5 10.7 11.1 9.8

2 |1A-10 9.7 11.3 10.1 11.6 10.8
3 |1A-10 10 11.4 10.2 115 9.9

4 [1A-10 10.1 10.9 10.3 11.4 10.1
5 |1A-10 9.8 11.1 10.4 10.8 10.1
6 |1A-10 10 11.1 11 11.2 10.1
7 |1A-10 10.2 11.3 11 11.8 9.9

8 |1A-10 10.3 11.4 10.5 114 10

9 |1A-10 10.5 11.7 10.8 11 10.1
10 | 1A-10 10 11.2 11.2 11.1 10.4
Promedio 10.16 11.29 10.62 11.29 10.12
DESEET 0.375 0.228 0377 0.303 0.290
estandar

1 |1A-50 48.6 475 50.6 48.2 50.1
2 |1A-50 47.7 47.2 49.6 48.4 49.8
3 |1A-50 48.6 47.1 48.8 47.5 49.8
4 |1A-50 48 45.4 50.9 48.7 50.4
5 |1A-50 47.6 46.2 50.2 48.7 51.5
6 |1A-50 48.2 46.9 49.1 47.8 51.5
7 |1A-50 48 46.9 48.9 48.5 50.4
8 |1A-50 47.6 46.9 49.5 48.5 50.4
9 |1A-50 48.6 46.8 50.5 49.8 51.2
10 |1A-50 48.6 47.2 48.9 49.4 51.2
Promedio 48.15 46.81 49.7 48.55 50.63
Desviacion 0.430 0.601 0792  |0.679 0.665
estandar

1 |1A-200 192.5 187.9 195.4 201.7 196.4
2 |1A-200 189 192.6 196.1 206.2 192.1
3 |1A-200 188.6 199.6 190.8 205.6 195.3
4 11A-200 189.3 192.2 194.8 206.1 1945
5 |1A-200 192.4 190.7 191.7 202.9 191.3
6 |1A-200 193.1 192 192 201.6 191.1
7 |1A-200 188.9 186.2 195.4 202.2 188.9
8 |1A-200 189.3 186.7 190.6 199.2 188.2
9 |1A-200 192.4 188.4 195.2 197.1 1915
10 | 1A-200 189.4 188.9 195.2 204.8 191.6
Promedio 190.49 190.52 193.72 202.74 192.09
Esiz‘r’]'gg'ron 1.841 3.931 2164  3.032 2.629
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N° ' Concentracion Clortetraciclina Oxitetraciclina Sulfadoxina Sulfadimetoxina Florfenicol
1 1A-10 11.7 11.5 11.1 11.1 11.3
2 1A-10 11.6 11.4 10.7 11.3 10.5
3 1A-10 11.2 11.8 10.8 11.4 11.4
4 1A-10 10.1 11.9 11 10.7 10.5
5 1A-10 10.3 11.6 11.1 10.9 10.8
6 1A-10 11.2 11.2 11 10.8 11.1
7 1A-10 11.6 11.2 11.1 115 10.8
8 1A-10 115 11.65 11.2 10.7 10.9
9 1A-10 12.1 11.6 11.2 10.5 10.9
10 [1A-10 105 11.1 115 10.9 11.1
Promedio 11.18 11.495 11.07 10.98 10.93
Desviacion

estandar 0.665 0.267 0.221 0.333 0.302
1 |1A-50 52 45.6 47.8 46.2 49.6
2 |1A-50 49.9 45 48 46.4 45.6
3 |1A-50 49.9 46.3 46.4 46.1 46.3
4 |1A-50 48.2 46.9 46.9 45.4 49.2
5 |1A-50 50 46.3 48.5 46.1 48.6
6 |1A-50 50.3 45 48 45.5 48.3
7 |1A-50 49.4 455 47.2 45.4 50.1
8 |1A-50 47.4 46.6 46.5 45.8 48.2
9 |1A-50 50.7 46.2 47.1 44.7 49.8
10 |1A-50 48.4 46.5 46.7 46.2 50.7
Promedio 49.62 45.99 47.31 45.78 48.64
Desviacion

estandar 1.336 0.671 0.722 0.525 1.632
1 | 1A-200 182.6 186.5 198.5 185.8 205.3
2 | 1A-200 182.6 185.2 194.6 188.1 207.6
3 | 1A-200 189.6 188.1 194.9 183.9 200.5
4 |1A-200 187 184.7 194.4 186.9 210.4
5 |1A-200 189.3 190.8 191.1 185.1 199

6 | 1A-200 186.2 185 194.8 184.6 210.8
7 | 1A-200 185.6 184.2 192.6 188.7 202.2
8 |1A-200 186.9 188.1 191.1 184.2 207

9 |1A-200 183.4 185.2 196.5 186.3 207.3
10 | 1A-200 183.9 191.2 192.4 187.5 205.9
Promedio 185.71 186.9 194.09 186.11 205.6
Desviacion

estandar 2.567 2.544 2.351 1.673 3.947
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ANEXO 11. RESULTADOS OBTENIDOS POR EL ANALISTA 2 DE LOS 10
ANTIBIOTICOS DEL METODO

Acido

N° | Concentracion  Enrofloxacino | Ciprofloxacino _ Amoxicilina Tetraciclina
oxolinico
1 2A-10 10.6 11.6 11.3 11.2 10.8
2 2A-10 10.6 115 10.6 10.5 10.5
3 2A-10 10.8 11.8 10.6 10.6 10.7
4 2A-10 10.7 11.2 10.9 10.3 10.9
5 2A-10 10.8 11.7 10.9 10 10.8
6 2A-10 114 11.6 11 10.9 10.5
7 2A-10 10.6 115 10.8 10.1 10.6
8 2A-10 10.8 11.7 11.1 10.2 10.6
9 2A-10 10.2 11.4 10.6 10.1 10.9
10 |2A-10 10.3 10.9 11 10.8 11.3
Promedio 10.68 11.49 10.88 10.47 10.76
Desviacion estandar | 0.326 0.269 0.235 0.400 0.241
1 2A-50 50.4 48 51.6 46.1 51.8
2 2A-50 51.1 48.5 50.9 47.8 50.2
3 2A-50 50.8 48.9 52.2 46.4 50.4
4 2A-50 49.6 48 50.7 46 49.7
5 2A-50 49.4 48.5 51.8 46.1 50
6 2A-50 52.5 49.2 53.1 46 50.7
7 2A-50 51.7 49.9 51.4 46.6 51.1
8 2A-50 50.5 49 50.8 44.9 50.5
9 2A-50 50.9 49 52.2 45.8 50.2
10 |2A-50 50.6 51.1 51.3 46.2 50
Promedio 50.75 49.01 51.6 46.19 50.46
Desviacion estandar | 0.911 0.929 0.751 0.723 0.615
1 2A-200 206 200 207.6 191.7 188.7
2 2A-200 205.7 209.6 205.1 189.1 191.7
3 2A-200 210.3 206 205.1 191 192.8
4 2A-200 209 206.3 201 188.8 194.4
5 2A-200 205.4 202.5 204.3 190.3 188
6 2A-200 207.1 200.4 207 188.4 189.5
7 2A-200 201.9 203.4 198.3 189 192.6
8 2A-200 206.4 198.2 198.5 191.6 184
9 2A-200 202.2 198.8 198 192.8 195.2
10 |2A-200 205 197.1 206.2 189.5 189.9
Promedio 205.9 202.23 203.11 190.22 190.68
Desviacion estandar | 2.613 4.071 3.788 1.489 3.354
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N° ' Concentracion Clortetraciclina Oxitetraciclina Sulfadoxina ' Sulfadimetoxina | Florfenicol
1 2A-10 10.2 11 11.6 11.2 115
2 2A-10 9.1 10.9 11.2 11.2 11.6
3 2A-10 10.1 10.9 11.9 10.9 12.5
4 2A-10 10.3 10.4 11.4 11.2 11.9
5 2A-10 9.2 11.5 11.1 11.1 11.8
6 2A-10 9.4 11.1 10.3 10.8 11.9
7 2A-10 9.9 10.6 10.6 11.1 11.8
8 2A-10 8.9 10.7 10.7 115 11.12
9 2A-10 10 11.2 10.9 11.3 12.6
10 |2A-10 10.3 10.9 11.2 10.6 11.7
Promedio 9.74 10.92 11.09 11.09 11.842
Desviacion estandar | 0.536 0.312 0.482 0.260 0.439
1 2A-50 50.3 46.8 47.1 46.9 46

2 2A-50 51.3 45.3 47.8 47.4 46.6
3 2A-50 50.4 46.4 47.4 49.1 45.1
4 2A-50 49.9 45.8 47.3 48 46.4
5 2A-50 48.3 45.7 46.9 46.8 47.5
6 2A-50 50 46.5 47.2 46.4 49.7
7 2A-50 49.1 45.9 47.6 46.8 44.1
8 2A-50 50.2 44.5 47.1 47.4 45.1
9 2A-50 48.2 46.1 46.3 46.8 42.8
10 |2A-50 48.8 455 46.2 46.2 45
Promedio 49.65 45.85 47.09 47.18 45.83
Desviacion estandar | 1.008 0.664 0.513 0.852 1.904
1 2A-200 187.7 191.6 194.1 192.9 184.7
2 2A-200 193.9 196.8 190.3 189.3 185.3
3 2A-200 192.6 186.3 190.4 191.9 189.8
4 2A-200 195.3 192.6 186.8 189.7 184.3
5 2A-200 194.7 184.8 191.3 187.9 187.5
6 2A-200 190.3 189.5 195.8 185.9 189.7
7 2A-200 189.6 190.4 192.2 189.4 186.6
8 2A-200 193.1 186.1 191.7 190.4 180.3
9 2A-200 194.6 186.8 195.4 188.8 173.9
10 |2A-200 196.3 190.6 189.9 189.4 187.9
Promedio 192.81 189.55 191.79 189.56 185
Desviacion estandar | 2.773 3.659 2.738 1.949 4.811
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ANEXO 12. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LA RECUPERACION

Se agrupa las lecturas de ambos analistas por cada concentracién teniendo 3 grupos de
concentraciones, es decir, 20 muestras para 10 ppb, 50 ppb y 200 ppb. Los resultados
obtenidos se comparan con la concentracion de referencia de sus grupos. Para ello

primero se ve la normalidad de los datos y luego se aplica una prueba de T de Student.

Normalidad: Se realiza una prueba de Shapiro-Wilk para observar si los datos de las
lecturas son normales.

Ho: Los datos presentan una distribucion normal

H1: Los datos no presentan una distribucion normal

Prueba t de Student: Se la aplica para una Unica muestra.

Ho: La recuperacion de los analitos son similares a 10, 50 y 200 ppb

H1: La recuperacion de los analitos no son similares a 10, 50 y 200 ppb

Criterio de aceptacion:

Si o =0.05 < p-valor, entonces se acepta Ho.

Si o =0.05 > p-valor, entonces se rechaza Ho.

% Procedimiento estadistico a una concentracion de 10 ppb.

Tabla de los valores de p de la normalidad para el grupo de 10 ppb

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.93415 Se acepta Ho
Ciprofloxacino 0.34047 Se acepta Ho

Acido oxolinico 0.83823 Se acepta Ho
Amoxicilina 0.53346 Se acepta Ho
Tetraciclina 0.43194 Se acepta Ho

Clortetraciclina 0.32646 Se acepta Ho

Oxitetraciclina 0.95541 Se acepta Ho
Sulfadoxina 0.98986 Se acepta Ho
Sulfadimetoxina 0.97732 Se acepta Ho
Florfenicol 0.54664 Se acepta Ho

Conclusion: Se acepta que la distribucion normal para todos los analitos de 10 ppb.
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Tabla de los valores de p para la prueba t de Student del grupo de 10 ppb

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.0004 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 0.0000 Se rechaza Ho

Acido oxolinico 0.0000 Se rechaza Ho
Amoxicilina 0.0000 Se rechaza Ho
Tetraciclina 0.0002 Se rechaza Ho

Clortetraciclina 0.0421 Se rechaza Ho

Oxitetraciclina 0.0000 Se rechaza Ho
Sulfadoxina 0.0000 Se rechaza Ho
Sulfadimetoxina 0.0000 Se rechaza Ho
Florfenicol 0.0000 Se rechaza Ho

Conclusion: La recuperacion de los analitos no es similar a 10 ppb.

% Procedimiento estadistico a una concentracion de 50 ppb

Tabla de los valores de p de la normalidad para el grupo de 50 ppb.

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.10990 Se acepta Ho
Ciprofloxacino 0.79557 Se acepta Ho

Acido oxolinico 0.60520 Se acepta Ho
Amoxicilina 0.23750 Se acepta Ho
Tetraciclina 0.15473 Se acepta Ho

Clortetraciclina 0.70442 Se acepta Ho

Oxitetraciclina 0.73589 Se acepta Ho
Sulfadoxina 0.87878 Se acepta Ho
Sulfadimetoxina 0.47145 Se acepta Ho
Florfenicol 0.49859 Se acepta Ho

Conclusion: Se acepta la distribucion normal para todos los analitos de 50 ppb.



Tabla de los valores de p para la prueba t de Student del grupo de 50 ppb

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.1182 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 0.0000 Se rechaza Ho

Acido oxolinico 0.0290 Se rechaza Ho
Amoxicilina 0.0000 Se rechaza Ho
Tetraciclina 0.0010 Se rechaza Ho

Clortetraciclina 0.1728 Se rechaza Ho

Oxitetraciclina 0.0000 Se rechaza Ho
Sulfadoxina 0.0000 Se rechaza Ho
Sulfadimetoxina 0.0000 Se rechaza Ho
Florfenicol 0.0000 Se rechaza Ho

Conclusion: La recuperacion de los analitos no es similar a 50 ppb.

% Procedimiento estadistico a una concentracion de 200 ppb.

Tabla de los valores de p de la normalidad para el grupo de 200 ppb.

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.00305 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 0.30149 Se acepta Ho

Acido oxolinico 0.06842 Se acepta Ho
Amoxicilina 0.00651 Se rechaza Ho
Tetraciclina 0.69459 Se acepta Ho

Clortetraciclina 0.23559 Se acepta Ho

Oxitetraciclina 0.06683 Se acepta Ho
Sulfadoxina 0.91856 Se acepta Ho
Sulfadimetoxina 0.79488 Se acepta Ho
Florfenicol 0.06963 Se acepta Ho

Conclusion: Se acepta la distribucion normal para todos los analitos de 200 ppb excepto

del enrofloxacino y amoxicilina.
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Tabla de los valores de p para la prueba t de Student del grupo de 200 ppb

Analito
Enrofloxacino
Ciprofloxacino

Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina

Clortetraciclina

Oxitetraciclina
Sulfadoxina

Sulfadimetoxina
Florfenicol

P - valor

0.0354
0.2269

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0809

Decisién

Se rechaza Ho
Se acepta Ho

Se rechaza Ho
Se rechaza Ho

Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho

Se acepta Ho

Conclusion: La recuperacion de los analitos no es similar a 200 ppb, excepto por el

florfenicol
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ANEXO 13. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LA PRECISION

Se comparé las lecturas obtenidas por el analista 1 y el analista 2 a tres diferentes
concentraciones para observar si habia una diferencia significativa entre sus resultados.
Para ello se realiz6 la prueba Shapiro-Wilk para observar la normalidad de los datos y se
realizé la prueba U de Mann-Whitney a los datos que no cumplieron la distribucién
normal. A los que si cumplieron se les realiz6 una prueba de varianzas para luego elegir
entre una prueba de t de Student para varianzas homogéneas o heterogéneas.

Las hipotesis de las pruebas de varianza, U de Mann-Whitney y t de Student se muestran

a continuacion:

Varianzas: Prueba de homogeneidad de varianzas.

Ho: Los resultados de los dos analistas tienen varianzas homogéneas a una concentracion
de 10, 50 y 200 ppb.

H1: Los resultados de los dos analistas tienen varianzas heterogéneas a una concentracion
de 10, 50 y 200 ppb.

T de Student o0 U de Mann-Whitney: Para dos muestras independientes.

Ho: Los resultados de los dos analistas no presentan una diferencia significativa a
concentraciones de 10. 50 y 200 ppb.

Hi: Los resultados de los dos analistas si presentan una diferencia significativa a

concentraciones de 10. 50 y 200 ppb.

Criterio de aceptacion:
Si o =0.05 < p-valor, entonces se acepta Ho.

Si o =0.05 > p-valor, entonces se rechaza Ho.
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% Procedimiento estadistico a una concentracion de 10 ppb.

Tabla de valores de p para las varianzas a 10 ppb

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.6841 Se acepta Ho
Ciprofloxacino 0.6363 Se acepta Ho

Acido oxolinico 0.1755 Se acepta Ho
Amoxicilina 0.4227 Se acepta Ho
Tetraciclina 0.5938 Se acepta Ho

Clortetraciclina 0.5311 Se acepta Ho

Oxitetraciclina 0.6513 Se acepta Ho
Sulfadoxina 0.0299 Se rechaza Ho
Sulfadimetoxina 0.4751 Se acepta Ho
Florfenicol 0.2804 Se acepta Ho

Conclusion: Las varianzas son homogeéneas de casi todos los resultados excepto de la

sulfadoxina y para ella se utilizard un t de student para varianzas heterogéneas.

Tabla de valores de p para la prueba t de student a 10 ppb

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.0039 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 0.0896 Se acepta Ho

Acido oxolinico 0.0804 Se acepta Ho
Amoxicilina 0.0001 Se rechaza Ho
Tetraciclina 0.0000 Se rechaza Ho

Clortetraciclina 0.0000 Se rechaza Ho

Oxitetraciclina 0.0003 Se rechaza Ho
Sulfadoxina 0.9069 Se acepta Ho

Sulfadimetoxina 0.4209 Se acepta Ho

Florfenicol 0.0000 Se rechaza Ho

Conclusion: Se observo que los analistas no presentan diferencias significativas para 4
antibidticos a 10 ppb, los cuales fueron ciprofloxacino, &cido oxolinico, sulfadoxina y
sulfadimetoxina mientras que en los demas si muestran diferencias significativas entre

los dos analistas.
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% Procedimiento estadistico a una concentracion de 50 ppb.

Tabla de valores de p para las varianzas a 50 ppb

Analito P - valor Decision
Enrofloxacino 0.0357 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino

Acido oxolinico 0.8788 Se acepta Ho
Amoxicilina 0.8524 Se acepta Ho
Tetraciclina 0.8194 Se acepta Ho

Clortetraciclina 0.4134 Se acepta Ho

Oxitetraciclina 0.9756 Se acepta Ho
Sulfadoxina 0.3237 Se acepta Ho
Sulfadimetoxina 0.1644 Se acepta Ho
Florfenicol 0.6536 Se acepta Ho

Conclusion: Las varianzas son homogéneas de casi todos los resultados excepto del

enrofloxacino entonces se le realizara un t de student para varianzas heterogeneas.

Tabla de valores de p para las pruebas t de Student y U de Mann-Whitney a 50

ppb
Analito P - valor Decision

Enrofloxacino 0.0000 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 0.0002 Se rechaza Ho
Acido oxolinico 0.0000 Se rechaza Ho
Amoxicilina 0.0000 Se rechaza Ho
Tetraciclina 0.5603 Se acepta Ho
Clortetraciclina 0.9554 Se acepta Ho
Oxitetraciclina 0.6446 Se acepta Ho
Sulfadoxina 0.4423 Se acepta Ho
Sulfadimetoxina 0.0003 Se rechaza Ho
Florfenicol 0.0023 Se rechaza Ho

Conclusion: Se observo que los analistas no presentan diferencias significativas para 4
antibidticos a 50 ppb, los cuales fueron todas del grupo de las tetraciclinas y la sulfadoxina

mientras que en los demas si muestran diferencias significativas entre los dos analistas.
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% Procedimiento estadistico a una concentracion de 200 ppb.

Tabla de valores de p para las varianzas a 200 ppb

Analito
Enrofloxacino
Ciprofloxacino

Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina

Clortetraciclina

Oxitetraciclina
Sulfadoxina

Sulfadimetoxina

Florfenicol

P - valor

0.9183

0.0457
0.4794
0.8222
0.2941
0.6565
0.6559
0.5649

Decision

Se acepta Ho

Se rechaza Ho
Se acepta Ho
Se acepta Ho
Se acepta Ho
Se acepta Ho
Se acepta Ho
Se acepta Ho

Conclusion: Las varianzas son homogeneas de casi todos los resultados excepto de la

amoxicilina entonces se le realizard un t de student para varianzas heterogéneas.

Tabla de valores de p para las pruebas t de Student y U de Mann-Whitney a 200

Analito
Enrofloxacino
Ciprofloxacino
Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina
Sulfadoxina
Sulfadimetoxina

Florfenicol

ppb
P - valor
0.0002
0.0000
0.0002
0.0000
0.3092
0.0000
0.0763
0.0590
0.0005
0.0000

Decision
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se acepta Ho
Se rechaza Ho
Se acepta Ho
Se acepta Ho
Se rechaza Ho

Se rechaza Ho

Conclusion: Se observo que los analistas no presentan diferencias significativas para 3

antibidticos a 200 ppb, los cuales fueron la tetraciclina, oxitetraciclina y la sulfadoxina

mientras que en los demas si muestran diferencias significativas entre los dos analistas.
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ANEXO 14. FOTO DE LAS MUESTRAS DE LOS DIFERENTES MERCADOS

Mercado 3 (Independencia)

Mercado 5 (Pte. Piedra)

Mercado 6 (San Martin de Porres)
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ANEXO 15. AREA DE LA CURVA DE CALIBRACION PARA LAS MUESTRAS

DE MERCADO

Analito/
Estandar

Enrofloxacino
Ciprofloxacino
Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina

Sulfadoxina

Area de los picos cromatograficos (mAU*min)

10 ppb
254349.734
108262.773
612435.938
12428.196

70636.25
15173.597
70536.727

159252.438

Sulfadimetoxina | 203069.469

Florfenicol

5358.476

50 ppb
970286.063
420704.656
2558890.5
55994.746
312833.656

66462.57
304910.125
709355.75
833195.063
23836.361

100 pbb
1881186
832209.063
5324062.5
114089.828
626929.375
136902.094
627678.188
1447305.13
1742556.63
47899.465

200 ppb
3498369.75
1560125.25

9827141
229238.203
1200415.13
263502.656

1228526
2900501.25
3205804.75
93031.516

300 ppb
5047974.5
2204195
14053664
345630.594
1851476.75
407443.844
1780558.13
4304591.5
4756192
138081.172
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ANEXO 16. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LA CURVA DE
CALIBRACION PARA LAS MUESTRAS DE MERCADO EN STATA

Se construyd las graficas de las curvas de calibracion, la prueba de regresién lineal para
encontrar la ecuacion lineal de cada antibidtico, asi como el coeficiente de determinacion,
los que ayudan a determinar qué tan significativa es su ecuacion. Finalmente se corrio la
prueba de correlacion bivariada para determinar la relacion entre las variables.

y = Concentracién del estandar del antimicrobiano. (variable dependiente)

x = Area del pico cromatografico. (variable independiente)

Gréfico de linealidad:
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Oxitetraciclina Sulfadoxina
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Modelo de la ecuacion:

yi = bo + bixi

Tabla de modelo de ecuacion de la curva de calibracion

Analito
Enrofloxacino
Ciprofloxacino

Acido oxolinico
Amoxicilina
Tetraciclina

Clortetraciclina

Oxitetraciclina
Sulfadoxina
Sulfadimetoxina

Florfenicol
Contraste de hipotesis:

yi = bo + bixi

Modelo de la ecuacion
y =-9.135886 + 0.0000606 x
y =-9.165555 + 0.0001377 X
y =-7.256884 + 0.0000215 x
y = 0.4817194 + 0.0008682 x
y =-1.156745 + 0.0001639 X
y =-0.076722 + 0.0007424 x
y =-3.237596 + 0.0001685 x
y =-0.626983 + 0.0000696 x
y = -5.156833 + 0.0000638 X
y =-2.716379 + 0.0021855 x
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Ho = El modelo de la ecuacion no es significativo. (b1=0)
Hi1 = El modelo de la ecuacion es significativo. (b170)
Criterio:

o =0.05 < p-valor, entonces se acepta Ho.

o =0.05 > p-valor, entonces se rechaza Ho.

Tabla de significancia de la ecuacién segun la constante de la variable independiente

Analito p-valor Entonces
Enrofloxacino 0.000 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 0.000 Se rechaza Ho

Acido oxolinico 0.000 Se rechaza Ho
Amoxicilina 0.000 Se rechaza Ho
Tetraciclina 0.000 Se rechaza Ho

Clortetraciclina 0.000 Se rechaza Ho

Oxitetraciclina 0.000 Se rechaza Ho
Sulfadoxina 0.000 Se rechaza Ho

Sulfadimetoxina 0.000 Se rechaza Ho
Florfenicol 0.000 Se rechaza Ho

Conclusion: El coeficiente de la variable independiente es significativo para la ecuacion

de la curva de calibracion de cada analito del método multiresiduos.

Coeficiente de determinacion (r)

Criterio:
Modelo muy bueno: 0.9 <1’ <1
Modelo bueno: 0.6 <r?< 0.9

Modelo no tan bueno: r? < 0.6

Tabla del coeficiente de determinacién

Analito r2 (%) P - valor Entonces
Enrofloxacino 99.90 0.0000 Se rechaza Ho
Ciprofloxacino 99.80 0.0000 Se rechaza Ho

Acido oxolinico 99.79 0.0000 Se rechaza Ho
Amoxicilina 99.99 0.0000 Se rechaza Ho

108



Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina

Sulfadoxina

Sulfadimetoxina

Florfenicol

99.95
99.95
99.93
99.99
99.91
99.99

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho
Se rechaza Ho

Conclusion: El coeficiente de determinacion expresa un modelo muy bueno para las

ecuaciones de la curva de calibracion lo que hace significativo el modelo especialmente

de la amoxicilina.

Coeficiente de correlacion (r)

Criterio:

Correlacion positiva fuerte: 0.9 <r<'1

Correlacion moderada: 0.5 <r<0.9

Correlacion positiva débil: r < 0.5

Tabla de coeficiente de correlacién

Analito
Enrofloxacino

Ciprofloxacino

Acido oxolinico

Amoxicilina
Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina

Sulfadoxina

Sulfadimetoxina

Florfenicol

r
0.9995
0.9990
0.9990
1.0000
0.9998
0.9997
0.9997
1.0000
0.9996
0.9999

Correlacion
Positiva fuerte
Positiva fuerte
Positiva fuerte
Positiva fuerte
Positiva fuerte
Positiva fuerte
Positiva fuerte
Positiva fuerte
Positiva fuerte

Positiva fuerte

Conclusion: Existe una relacion directa y positiva entre x e y para todas las ecuaciones

de calibracion es decir si aumenta la variable x también aumenta la variable y.
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ANEXO 17. RESULTADOS DEL AREA CROMATOGRAFICA DE LAS MUESTRAS DE MERCADO

Muestra de
mercados

Blanco

Mercado
1

Mercado
2

Mercado
3

Mercado
4

Mercado
5

Mercado
6

MP 1
MP 2
MP 1
MP 2
MP 1
MP 2
MP 1
MP 2
MP 1
MP 2
MP 1
MP 2

437.301
439.227
432.559
384.68
380.176
431.953
400.949
400.926
402.707
386.797
397.324
411.121
416.043

Enrofloxacino | Ciprofloxacino

156.779
149.015
146.561
147.199
149.102
162.834
170.621
160.262
162.94
167.182
165.607
168.342
170.402

Acido

oxolinico

390.64
397.52
401.11

165.73
163.66
423.45
429.68
123.53
120.9
231.46
222.64

Area Cromatogréafica (mAU*min)

20.178
20.0841
20.0486

2.795
2.538
4.267
3.988

18.946
16.189

58.297
55.64
58.603
390.868
388.144
385.653
383.047
395.556
396.512
254.526
256.621
278.601
280.069

1.621
1.64
1.854
52.942
54.707
50.492
47.215

2.784
2.549
60.431
62.059

92.072
1864.976
1432.33
1896.443
1485.002
1962.434
1449.015
22686.831
23279.89
1806.826
1951.17
1260.09
1358.739

58.498

53.766

58.718
1834.903
485.951
387.601
627.233
278.369
798.064
311.317
567.776
444,946
309.135

54.238

43.642

50.583

252.805
248.629
565.097
540.404
427.743
436.675
542.385
565.341
286.903
280.492

Amoxicilina  Tetraciclina | Clortetraciclina  Oxitetraciclina ' Sulfadoxina | Sulfadimetoxina | Florfenicol

20.573
23.337
26.46
91.816
95.124
14.955
16.192
118.508
114.263
76.803
79.137
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