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RESUMEN

Introduccion: El sector avicola constituye una fuente esencial de alimentos para la
poblacion, por lo que el pollo y los huevos de gallina representan productos de alto
consumo humano. En el Peru, al igual que en otros paises, existe regulacion para el control
y vigilancia de residuos de antibidticos en productos alimentarios, incluyendo el
cloranfenicol. Sin embargo, el cumplimiento de estas normas no siempre es adecuado,
observandose el uso indebido de antimicrobianos en la crianza de aves destinadas al
consumo humano. A pesar de su relevancia para la inocuidad alimentaria, en el pais
existen pocas investigaciones que evalien de manera sistematica la presencia de
cloranfenicol en musculo de pollo y huevos de gallina. El objetivo del presente estudio
fue determinar residuos de cloranfenicol en musculo de pollo y huevos de gallina
comercializados en mercados de Lima Sur, empleando un método validado basado en

cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tdindem

(UPLC-MS/MS).

Método: Se desarrolld y validd un método analitico para la determinacion de
cloranfenicol en musculo de pollo y huevos de gallina mediante UPLC-MS/MS. La
validacion incluyd veracidad, precision, selectividad, linealidad, limites de deteccion y
cuantificacion, robustez, rango de trabajo, sensibilidad, limite de decision e
incertidumbre, conforme a estdndares regulatorios internacionales. Posteriormente, se
aplicéd el método para analizar muestras obtenidas en mercados de los distritos de Lima

Sur (Chorrillos, Villa Maria del Triunfo, Villa El Salvador y San Juan de Miraflores).

Resultados: El método desarrollado cumplio satisfactoriamente con todos los pardmetros
de validacion. En las muestras procedentes de los mercados Ciudad de Dios, Miguel Grau,
Cuaves y Mach se detectaron concentraciones variables de cloranfenicol. En huevos de
gallina, los valores oscilaron entre 0.08 y 0.334 pg/kg. En musculo de pollo, las

concentraciones estuvieron entre 0.1 y 2.24 png/kg.

Conclusiones: Se desarrolld y validd6 un método confiable para la identificacion y
cuantificacion de cloranfenicol en musculo de pollo y huevos de gallina. Se recomienda
su implementacion para el monitoreo rutinario de estos productos comercializados en el
pais.

Palabras clave: Musculo de pollo, huevo de gallina, cloranfenicol, UPLC-MS/MS.



ABSTRACT

Introduction: The poultry sector is a substantial source of food for the population, and
as such, both chicken and chicken eggs are significant products for human consumption.
Peru, like other countries, has regulations for the control and monitoring of antibiotic
residues in food industry products such as chicken and chicken eggs, including antibiotics
like chloramphenicol. However, these health standards are not necessarily met, and
misuse of these drugs is frequently observed in the raising of birds intended for human
consumption. Despite the importance of analyzing food safety, rigorous research
evaluating chloramphenicol levels in chicken muscle and chicken eggs has not been
conducted in Peru. The objective of this study was the determination of chloramphenicol
in chicken muscle and eggs from markets in southern Lima using a validated method of
ultra-performance liquid chromatography coupled to a triple quadrupole mass detector
(UPLC-MS/MS). .

Method: The method was developed and validated for the determination of
chloramphenicol in chicken muscle and eggs from markets in southern Lima using
UPLC-MS/MS. The following validation parameters were evaluated: trueness, precision,
selectivity, linearity, limit of detection and quantification, robustness, working range,
sensitivity, decision limit, and uncertainty, in accordance with international regulatory
standards. Chloramphenicol levels were subsequently determined in both matrices
purchased from markets in the districts of southern Lima (Chorrillos, Villa Maria del
Triunfo, Villa el Salvador, and San Juan de Miraflores).

Results: The developed and validated method met the established parameters. Samples
evaluated at the Ciudad de Dios, Miguel Grau, Cuaves, and Mach markets showed
varying concentrations of chloramphenicol. In chicken egg samples, concentrations
ranged from 0.08 to 0.334 pg/kg. In chicken muscle samples, values ranging from 0.1 to
2.24 pg/kg were detected.

Conclusions: Chloramphenicol was identified and quantified in chicken muscle and hen
egg samples using a validated method. The use of this method is recommended for
monitoring these products marketed in our region.

Keywords: Chicken muscle, chicken egg, chloramphenicol, UPLC-MS/MS.



I. INTRODUCCION

En el Perti, de acuerdo a las estadisticas del Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, el
sector avicola tiene una participacion del 18,4% con respecto al valor total de la
produccion agropecuaria. De esta cifra, a la comercializacion de ave le corresponde el
15.6% y a la del huevo de gallina el 2,8%, representando ambas la primera fuente de
proteina animal para consumo humano a nivel nacional y regional [1]. Por ello es crucial
el control y vigilancia de estos productos alimenticios, con el fin de asegurar su inocuidad

y evitar poner en riesgo la salud publica.

A nivel internacional, existen diversas entidades que regulan el control de la presencia y
de los limites de diversos medicamentos en alimentos de origen animal y derivados. En
Europa, la agencia reguladora que se encarga de establecer la normativa sobre los limites
de residuos maximos permitidos es la Comision Europea [2,3]. Esta agencia, ademas,
exige a las autoridades competentes de los estados miembros a llevar el control de la
presencia de residuos veterinarios en productos de consumo humano [4]. En los Estados

Unidos la entidad regulatoria es la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA).

Las regulaciones establecidas por la Comision Europea y la FDA han servido de
referencia en diferentes paises para normar los limites permisibles de diversos
medicamentos como los antibioticos en productos animales de consumo humano,
incluyendo antibioticos como el cloranfenicol. Dichas regulaciones prohiben la presencia
de cloranfenicol en productos de consumo humano en los paises de la Unién Europea y
en los Estados Unidos [5,6]. En lo que respecta a la regulacion del cloranfenicol en
América Latina, es un firmaco prohibido en diversos paises como Paraguay, Venezuela
y Chile [7,8,9].

En el Perq, la Direccion General de Salud Ambiental e Inocuidad Alimentaria se encarga
de fijar los limites maximos de residuos (LMR) de plaguicidas y agentes farmacoldgicos
de uso veterinario en alimentos de consumo humano. La entidad encargada del control de
los LMR de residuos quimicos y otros contaminantes en alimentos de origen animal y
derivados es el Servicio Nacional de Sanidad Agraria, que realiza planes anuales de
monitoreo de residuos de las sustancias reguladas en alimentos agropecuarios primarios

y piensos [10], entre estos el cloranfenicol.



El uso indiscriminado de antibidticos (incluyendo al grupo de los anfenicoles, en el que
estda comprendido el cloranfenicol) en aves de corral destinadas al consumo humano se
asocia con diversos efectos de toxicidad en los organismos expuestos y con la generacion
y transmision de resistencia antimicrobiana de aves a humanos [11, 12, 13]. A pesar de
su efectividad contra diversas infecciones, los anfenicoles pueden causar efectos adversos
tales como depresion de la médula d6sea, asi como dafio hepatico, trastornos neurologicos

y reacciones alérgicas [11].

Segtin el Codex Alimentarius, no existe un nivel seguro de residuos de cloranfenicol o
sus metabolitos en los alimentos, que representen un riesgo aceptable para los
consumidores, debido a que sus efectos toxicos no son dosis dependientes [14], por lo
que su uso en animales destinados a consumo humano esta prohibido. Similarmente, la
regulacion peruana prohibe el uso del cloranfenicol en el proceso de produccion de
productos veterinarios o alimentos para animales destinados al consumo humano [15].
Sin embargo, a pesar de las regulaciones mencionadas, se ha documentado el uso del
cloranfenicol en el proceso de crianza de diversos animales en muchos paises, incluido el

nuestro [16,17].

Para entender mejor los riesgos relacionados al consumo de alimentos contaminados con

cloranfenicol, es necesario revisar su actividad bioldgica y sus mecanismos de accion.

El cloranfenicol tiene tres grupos funcionales en su estructura quimica, el grupo p-
nitrofenol, el grupo cloroacetilo y el grupo alcohoélico en el tercer carbono de la cadena

de propanodiol, lo cual determina en gran medida su actividad biologica [18].

El mecanismo de accion del cloranfenicol se basa en la inhibicion de la sintesis proteica
celular [19]. Su actividad biologica se produce a través de la interferencia con la actividad
peptidiltransferasa en la subunidad ribosomal 508, la cual se encuentra cerca del sitio de
accion de los antibidticos macroélidos. Cuando ocurre la interaccion del cloranfenicol con
la ribozima peptidiltransferasa, se evita la union de esta enzima con el sustrato
aminoacido y ello inhibe la formacidon de enlaces peptidicos. El cloranfenicol afecta la
sintesis de proteinas de los mamiferos, sobre todo las proteinas mitocondriales [18]. Los

ribosomas mitocondriales de los mamiferos son 70S y son semejantes a los ribosomas
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bacterianos, siendo mas susceptibles las mitocondrias de la médula dsea. Esto explica los
efectos adversos que puede causar el cloranfenicol tanto en animales como en humanos.
El uso de cloranfenicol en humanos es restringido, debido a su potencial toxicidad, a la
resistencia bacteriana que produce y a la disponibilidad de otros medicamentos mas
seguros. Entre los efectos adversos mas comunes relacionados con el uso de cloranfenicol
en adultos se encuentran las nauseas, vomitos y diarreas [20]. En ocasiones puede ocurrir
leucopenia, trombocitopenia, agranulocitosis, anemia, neuritis Optica y neurotoxicidad
[19]. La anemia aplasica es un efecto adverso poco frecuente pero grave, que suele ocurrir
por el uso prolongado del medicamento [21]. El posible mecanismo es la formacion de
derivados nitro toxicos los cuales lesionan el ADN de células madre de la médula
Osea.[22]. Cabe resaltar también que el cloranfenicol es usado especificamente en algunos
tipos de enfermedades como la fiebre tifoidea o como alternativa en infecciones
localizadas en organos o lugares que disponen de barreras dificiles de penetrar como el

cerebro y el liquido cefalorraquideo [19, 21].

Un estudio de la farmacocinética, metabolismo y residuos de cloranfenicol en aves,
realizado en Espana, determind que la biodisponibilidad del mismo tras una
administracion oral de 30 mg/kg y 50 mg/kg fue del 29% y del 38% respectivamente [23].
El cloranfenicol se distribuye rapidamente por todo el cuerpo de los pollos de engorde y
alcanza niveles efectivos en la mayoria de los 6rganos a las 8 horas, especialmente en los
pulmones. Por ello, la eliminacion del cloranfenicol sin cambios y de sus tres metabolitos

principales en pollos ocurre de manera tardia [23].

Con respecto a la genotoxicidad del cloranfenicol, existe evidencia sobre su capacidad
de afectar el material genético celular en diferentes sistemas de prueba tanto in vivo como
in vitro [24]. El cloranfenicol estd catalogado por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) como probable agente cancerigeno en humanos [25]. Si
bien la evidencia de su carcinogenicidad en humanos es limitada, hay pruebas suficientes
en animales [26]. Debido a la prohibicion de su uso en animales de consumo humano y a
las restricciones de su uso terapéutico, las investigaciones sobre la genotoxicidad del
cloranfenicol son limitadas [24]. Cabe remarcar ademas que el uso de cloranfenicol en
gestantes y en niflos estd estrictamente restringido debido a la toxicidad mencionada, a

pesar de que haya estudios escasos de este antibidtico en estas poblaciones [19,27,28].
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La evidencia proveniente de la literatura internacional sobre la presencia de cloranfenicol
en musculo de pollo o huevos de gallina demuestra la continuacién de su utilizaciéon en
la crianza de estas aves, particularmente en paises de ingresos medios y bajos, a pesar de
las prohibiciones establecidas. Asi, en un estudio realizado en Nigeria utilizando la
técnica de ELISA, se document6 la presencia de cloranfenicol en 51.1% de las muestras
de tejido de ave de corral y en 25.4% de las muestras de huevos evaluados [29].
Similarmente, un estudio de determinacion de residuos de medicamentos de uso comun
por HPLC con un detector de matriz de diodos, realizado en Ghana en tejido de pollo
(higado, rifiones y musculo) y huevos de gallina, mostr6 la presencia de cloranfenicol en
88.9% de las muestras de tejido de pollo a una concentracion promedio de 150,1 + 19,5
ng/kg, asi como en 25% de las muestras de huevos a una concentracion promedio de 29,6
+ 0,6 ng/kg [30]. Por otra parte, un estudio realizado en Punjab-Pakistan por medio de
LC-MS/MS, determind los niveles de cloranfenicol en carne de aves de corral a partir de
muestras aleatorias de mercados avicolas, demostrando su presencia en 4 muestras de
120, con un rango de concentracion de 0,17 a 0,477 pg/kg [31]. Finalmente, en un estudio
realizado en Iran utilizando el método de ELISA para determinar la presencia de
cloranfenicol en musculo e higado de pollo, se encontrd que mas del 31.1% de todas las

muestras contenian este antibiotico [16].

Con respecto a la presencia de cloranfenicol en productos avicolas producidos y
comercializados en nuestro medio, solamente se ha podido identificar un estudio
realizado en carne de pollo en el afio 2018, utilizando cromatografia liquida de alto
rendimiento acoplada a detector de masas de triple cuadrupolo masa-masa (HPLC-
MS/MS). En dicho estudio, las 26 muestras analizadas, que procedian de 4 mercados de
expendio de carne de pollo de Lima y Callao, contenian residuos de cloranfenicol [17].
Del total de las muestras evaluadas, 14 muestras tenian valores de limite maximo residual
mayores a 0.3 ng/g, es decir, no cumplian con los limites establecidos por la FDA y la
Unién Europea [17]. Por otra parte, los valores resultantes durante el proceso de

validacion demostraron buena especificidad.

Cabe senalar que la técnica de cromatografia liquida es la mas utilizada en los estudios
de determinacion de contaminantes en alimentos, debido a la alta complejidad de las

matrices [32]. Del mismo modo, el espectrometro de masas de triple cuadrupolo es, por
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su alta sensibilidad, el detector recomendado por la Comision Europea para analisis de

sustancias prohibidas [33].

Por tanto, se propone la validacién metodologica y la determinacién de los niveles de
residuos de cloranfenicol en musculo de pollo y huevo de gallina comercializados en
diferentes mercados de la ciudad de Lima, utilizando la técnica de cromatografia liquida

de ultra rendimiento acoplada a un detector de masas de triple cuadrupolo.

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Peru el consumo de huevo de gallina y de musculo de pollo constituye una de las
principales fuentes de proteina de la poblacion. Durante la crianza de pollos de engorde
para consumo humano, se suele administrar antibidticos de manera profilactica para evitar

pérdidas econdémicas. Dentro de estos antibioticos se encuentra el cloranfenicol [34].

Después de la administracion de estos medicamentos es necesario cumplir con un tiempo
de retiro para la eliminacion completa del fdrmaco en el organismo del animal. No
obstante, en ocasiones se apresura la comercializacion sin que se cumpla con el tiempo
requerido, lo que podria resultar en la presencia de residuos de cloranfenicol en los

productos destinados al consumo [35].

Un desafio fundamental en el ambito de la salud, resultante del uso de antibioticos en
animales, es la resistencia bacteriana que se produce a través de diversos mecanismos
incluyendo la aparicion de genes de resistencia a antibidticos (ARGs) [35]. Estos pueden
pasar de patogenos animales a patdgenos humanos, lo que implica un riesgo en el

tratamiento de enfermedades y la salud en general.

Finalmente, debe remarcarse que el cloranfenicol esta clasificado en el grupo IIA de la
IARC, lo que indica que existe la probabilidad de que sea carcinogénico en humanos [25].
Por ese motivo, es necesario el control y vigilancia de este medicamento en alimentos
destinados a consumo humano como el huevo de gallina y el musculo de pollo. Sin

embargo, en nuestro medio hay escasa evidencia sobre la presencia de residuos de



cloranfenicol en musculo de pollo y huevos de gallina destinados al consumo humano,

debido a la falta de un método analitico adecuadamente validado.

I1I. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

(Cuales son los niveles de contaminacién con cloranfenicol en muisculo de pollo y huevo

de gallina comercializados en mercados de la zona sur de Lima Metropolitana?

(Se cuenta con un método validado que permita la determinacion de la concentracion de

residuos de cloranfenicol en musculo de pollo y huevo de gallina?

IV. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de residuos de cloranfenicol en musculo de pollo y huevo de
gallina provenientes de mercados de la zona sur de Lima Metropolitana, mediante la
aplicacion de una técnica validada de cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada

a un detector de masas de triple cuadrupolo (UPLC-MS/MS).

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar el método analitico de determinacion de residuos de cloranfenicol en
musculo de pollo y huevo de gallina mediante UPLC-MS/MS

e Validar el método analitico de determinacion de residuos de cloranfenicol en
musculo de pollo y huevo de gallina mediante UPLC-MS/MS.

e Aplicar el método validado de UPLC-MS/MS para la cuantificacion de residuos
de cloranfenicol en muestras de musculo de pollo y huevo de gallina provenientes

de mercados de la zona sur de Lima Metropolitana mediante UPLC-MS/MS.



V.

5.1
5.1.1.

5.1.2.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y EQUIPOS

Lugar de trabajo

El presente estudio se realizé en el Laboratorio de Control de Calidad y Seguridad
Alimentaria (LaCCSA) del Centro de Innovacion Productiva y Transferencia
Tecnologica Privado Acuicola de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(CITE acuicola UPCH), perteneciente al Centro de Investigacion para el
Desarrollo Integral y Sostenible (CIDIS). EI LaCCSA esta ubicado en los
Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la Facultad de Ciencias e

Ingenieria de la UPCH.

Muestras biologicas

Las muestras bioldgicas utilizadas para el desarrollo y validacion de la
metodologia correspondieron a musculo (pechuga) de pollo y huevos de gallina,
adquiridas de un supermercado del distrito de San Isidro como productos frescos

y sin antibidtico.

Para la determinacion de la presencia de cloranfenicol, se obtuvieron muestras
bioldgicas de mercados de abastos de cuatro distritos de Lima (Chorrillos, Villa
Maria del Triunfo, Villa el Salvador, San Juan de Miraflores). En base al estudio
realizado por Vahideh Ebrahimzadeh y colaboradores [36] se selecciono la
pechuga como la parte del pollo adecuada para el andlisis. Se eligi6 esta parte
considerando que no hubo una diferencia significativa entre los tejidos evaluados
(pechuga, muslo e higado). Asimismo, se utiliz6 huevos de gallina. Tanto el
musculo de pollo como el huevo de gallina fueron adquiridos como productos
frescos o refrigerados. Las muestras de musculo de pollo se almacenaron a -20°C
en una congeladora (las muestras pueden ser almacenadas por un tiempo maximo
de un ano). Los huevos de gallina se conservaron a 4°C en una refrigeradora (estas
muestras pueden ser almacenadas por un tiempo maximo de 5 semanas). Las
muestras utilizadaspara la determinacion de cloranfenicol, se obtuvieron de un
mercado de abasto en cada distrito, el que fue seleccionado de acuerdo a las
caracteristicas previamente descritas. En cada mercado se adquirieron 7 muestras

de musculo de pollo y 7 muestras de huevos de gallina, cada una proveniente de
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un puesto diferente, lo que hace un total de 28 muestras para cada matriz de

estudio. Cada muestra tuvo una masa aproximada de 0.5 kg.

5.1.3. Material de laboratorio

Tubos de polipropileno de 50 mL con tapa enroscable

Materiales de vidrio de clase A verificados: beakers, probetas, fiolas y
pipetas

Jeringas de 5 mL

Filtros de jeringa 0.2 pm

Viales de 2 mL

5.1.4. Reactivos

Agua ultrapura con conductividad de 0.056 puS/cm
Estandar de cloranfenicol (CFC) (estandar primario)
Acetato de etilo grado LC-MS/MS

Acetonitrilo grado LC-MS/MS (ACN)

Metanol grado LC-MS/MS

Hexano grado PA

Acido formico grado LC-MS/MS

Octadecil silice (C18)

Tierra de diatomea

Sulfato de sodio anhidro

DL-Threo-Cloranfenicol-d5 (CFC d5)

5.1.5. Equipos

Equipo de cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada a un
detector de masas de triple cuadrupolo, modelo Xevo TQ-XS (Waters®).
(UPLC)

Columna BEH C18 50mm x 2.1mm x 1.7 pm

Evaporador con nitrégeno

Agitador orbital

Incubadora
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5.2.

° Ultrasonido

° Centrifuga

° Homogenizador

° Vortex

. Balanza analitica con precision £ 0.01g
o Equipo de filtracion

° Bomba de vacio

DESARROLLO DEL METODO DE CLORANFENICOL EN MUSCULO
DE POLLO Y HUEVO DE GALLINA

En el presente estudio se utilizé el método de cromatografia liquida de ultra
rendimiento acoplada a un detector de masas de triple cuadrupolo (UPLC-
MS/MS), un método de adiciones estandar que permite obtener resultados

cuantitativos precisos.

Previo al desarrollo de la metodologia, se realizo una revision exhaustiva de la
literatura cientifica relacionada con la determinacion de cloranfenicol en musculo
de pollo y huevo de gallina, con el fin de identificar los procedimientos analiticos
empleados en estudios previos y contar con un método base solido para el
desarrollo del presente estudio. A partir de esta revision, se selecciond como
método de referencia una técnica utilizada para la determinacion de
nitroimidazoles (7 analitos), nitrofuranos (4 analitos) y cloranfenicol (1 analito)
en musculo de pollo y huevo de gallina mediante extraccion en fase dispersiva y
cromatografia liquida de ultra alta resolucion-espectrometria de masas en taindem
[37]. A partir de la técnica identificada, se procedi6 a la optimizacion de
parametros como condiciones cromatograficas, reduccion del tiempo de corrida,
deteccion de analitos, disminucion de la cantidad de sales y solventes, en
concordancia con la metodologia utilizada en el LaCCSA para la determinacion

de cloranfenicol y otros residuos farmacoldgicos en diferentes matrices [38].
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5.2.1. Preparacion de las soluciones estaindar
5.2.1.1.Preparacion del estandar de cloranfenicol

Para la preparacion de los estandares de cloranfenicol se elaboraron tres
tipos de soluciones: stock, intermedia y de trabajo, con el fin de obtener una
solucion de trabajo con la concentracion adecuada para su uso en el analisis
cuantitativo.

° Solucion de stock estandar de cloranfenicol (1 mg/mL):

Se disolvid 10 mg del estandar de cloranfenicol en 10 mL de metanol. Esta
solucion stock sirve como base para la preparacion de las soluciones

posteriores.

L Solucion intermedia estindar de cloranfenicol (10 pg/mL):

Se prepar6 a partir de la solucion de stock estdndar de cloranfenicol. Se tomo
una alicuota de 100 pL de la solucion de stock estandar de cloranfenicol y
se enraso con acetonitrilo en una fiola de 10 mL. De esta manera, se obtuvo
una solucidn intermedia de 10 pg/mL, la cual se utilizo posteriormente para
la preparacion de las soluciones de trabajo a concentraciones mas bajas
requeridas para el andlisis.

° Solucion estandar de trabajo de cloranfenicol (0.01 pg/mL):
Se prepard la solucion estandar de trabajo a partir de la solucion intermedia
estandar de cloranfenicol. Se tomd una alicuota de 10 pL de la solucion
intermedia estandar de cloranfenicol (10 pug/mL) y se enras6 con acetonitrilo

en una fiola de 10 mL.

Estas soluciones se almacenaron a -20°C, con un tiempo méaximo de estabilidad
de 8 semanas.
5.2.1.2.Preparacion del estandar interno
Se prepararon tres soluciones:

° Solucion de stock estandar interno de cloranfenicol (0.2 mg/mL): Se
diluy6 1 mg del CFC-DS5 en una fiola de 5 mL y se enras6 con acetonitrilo.

° Solucién intermedia estandar interno de cloranfenicol (0.01 mg/mL):
Se prepard a partir de la solucion de stock estdndar interno de cloranfenicol

(CFC-D5). Se tomo6 una alicuota de 50puL de la solucion stock de estandar interno
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de 0.2 mg/mL, se trasvasd en un vial de 1 mL y se adicionaron 950uL de

acetonitrilo.

° Solucion estandar interno de trabajo de cloranfenicol (0.01 pg/mL):
Se preparo6 la solucion estandar de trabajo a partir de la solucion intermedia
estandar interno de cloranfenicol (CFC-D5). Se tomd una alicuota de 10
pL de la solucién intermedia estandar interno de cloranfenicol (0.01
mg/mL) y se enrasé con acetonitrilo en una fiola de 10 mL, obteniendo asi

la concentracion final requerida para los ensayos analiticos.

Estas soluciones se almacenaron a -20°C, para lograr un tiempo maximo de

estabilidad de 8 semanas.

5.2.2. Preparacion de fases moviles.

Se realizaron pruebas haciendo uso de diferentes fases moviles extraidas tanto
del método de referencia como de los métodos del laboratorio LACCSA, para

obtener una mejor resolucion del analito cloranfenicol.

Composicion de las fases moviles utilizadas segun el método de referencia
(12 analitos):
o Fase A: Acido formico al 0.1% en agua. Preparacion mediante la adicion
de 100 pL de &cido formico en un volumen final de 100 mL de agua.
o Fase B: Acido formico al 0.1% en acetonitrilo, preparado con 100 pL de

acido formico en un volumen final de 100 mL de acetonitrilo.

Composicion de las fases moviles segin el método de analisis de
cloranfenicol en productos acuicolas por LC-MS/MS (1 analito) del
LaCCSA:
e Fase A: Mezcla de agua y acetonitrilo en proporcion 95:5 (v/v), preparada
con 5 mL de acetonitrilo y 95 mL de agua.

e Fase B: Acetonitrilo puro (100%).
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5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

Composicion de las fases madviles segiin el método de analisis multirresiduos
veterinarios (22 analitos) en productos acuicolas por LC-MS/MS del
LaCCSA:

o Fase A:Acido formico al 0.1% en mezcla 95:5 (v/v) de agua y
acetonitrilo, preparada adicionando 100 pL de acido férmico a 95 mL de
mezcla agua/acetonitrilo (95:5).

 Fase B: Acido formico al 0.1% en acetonitrilo, obtenido por la adicion de

100 pL de acido formico a 100 mL de acetonitrilo.

Todas las fases moviles fueron preparadas con un volumen final de 100 mL para

garantizar la reproducibilidad y precision en los andlisis realizados.

Sintonizacion de moléculas

Este proceso comprende las modificaciones que se realizan en el espectrometro
de masas, a fin de obtener una mejor resolucion del producto a analizar, vale decir,
detectar picos de alta intensidad para obtener mayor concentraciéon del analito
cloranfenicol. Para ello se ajustaron los voltajes del cono y la energia de colision
del equipo. Se utilizaron los valores de voltaje de cono (34 voltios) y energia de
colision (18/10 electro voltios) del estudio de referencia, asi como el numero de

mediciones contempladas para cada pico, (dwell automatico) [37].

Ajuste de la gradiente del UPLC-MS/MS
Se realizo la verificacion de las condiciones del flujo, de la temperatura y del
tiempo de corrida, a fin de optimizar las condiciones del método descrito en el

estudio de referencia [37].

Modificacion de la gradiente
La modificacion de la gradiente implico el cambio de los porcentajes de las fases

moviles, a fin de obtener un menor tiempo de retencion en las corridas del analito.

Primera modificacion
La primera variable modificada en el proceso fue el tiempo total de corrida,
reduciéndolo de 7.5 a 5 minutos con el propdsito de optimizar el tiempo de

retencion del cloranfenicol. Asimismo, se ajust6 el volumen de inyeccion de la
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solucion de trabajo, de 5 uL a 2 uL. Para esta etapa se utilizaron las mismas fases
moviles descritas en el método de referencia. Dicho método emplea un gradiente
inicial compuesto por 98% de fase movil A (agua con 0.1% de &cido férmico) y
2% de fase movil B (acetonitrilo con 0.1% de 4cido férmico), con un tiempo total
de corrida de 7.5 minutos y un volumen de inyeccion de 5 uL., debido a que esta
disefiado para la deteccion simultdnea de tres grupos farmacoldgicos
(nitrofuranos, cloranfenicol y nitroimidazoles), comprendiendo un total de 12
analitos.
En la gradiente N°1, aplicada como punto de partida siguiendo las condiciones
del estudio de referencia por UPLC-MS/MS [37], se estableci6 un programa
cromatografico orientado a optimizar la separacion del analito de interés. Las
condiciones operativas del gradiente, considerando la variacion de las fases
moviles, el flujo y el volumen de inyeccion, fueron las siguientes:
En el tiempo inicial (0 minutos), se empled un flujo constante de 0.4 mL/min, con
una composicion de 100% fase A y 0% fase B, y un volumen de inyeccion de 2
puL.
A los 2 minutos, se mantuvo el flujo en 0.4 mL/min, ajustandose la composicion
a 85% fase A 'y 15% fase B, conservando el mismo volumen de inyeccion (2 pL).
A los 4.5 minutos, se sostuvo el flujo constante mientras la composicion de fases
moviles se modificé) a 50% fase A y 50% fase B, favoreciendo la elucion de
compuestos de menor polaridad.
Finalmente, a los 5 minutos, la mezcla moévil se ajustd a 60% fase A y 40% fase
B, manteniendo un flujo de 0.4 mL/min y un volumen de inyeccion de 2 pL.
Este programa de gradiente permitio alcanzar un adecuado balance entre retencion
y elucion, mejorando la resolucion cromatografica y la sensibilidad del método

para la determinacion del cloranfenicol.

Segunda modificacion

Se implement6 una segunda reduccion en el tiempo total de corrida, pasando de
5 a 3 minutos, manteniendo las fases moviles del método de referencia y
ajustando el volumen de inyeccion de la solucion de trabajo de 5 a 2 pL.

La gradiente N° 2, derivada del método reportado para UPLC-MS/MS, fue

disefiada para optimizar la separacion del analito mediante una variacion
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controlada de las fases moviles durante el analisis. Las condiciones operativas

establecidas fueron las siguientes:

En el tiempo inicial (0 minutos), se empled un flujo constante de 0.4 mL/min, con
una composicion de 100% fase A y 0% fase B, y un volumen de inyeccion de 2
pL.

A los 2 minutos, se mantuvo el flujo en 0.4 mL/min, ajustandose la mezcla movil
a 60% fase A y 40% fase B, conservandose el mismo volumen de inyeccion.

A los 3 minutos, el flujo permanecié constante y la composicion de fases se
modificé a 50% fase A y 50% fase B.

Este gradiente permitid una separacion adecuada y una elucion eficiente de los
compuestos analizados, mejorando la sensibilidad y la resolucién del método en

un tiempo de corrida reducido.

Tercera modificacion

A pesar de la reduccion obtenida con la modificacion anterior, se considerd
necesario ajustar nuevamente el programa de gradiente con el fin de reequilibrar
la fase movil al final de la corrida y establecer un tiempo total de anélisis de 4
minutos, manteniendo un volumen de inyeccion de 2 pL.

La gradiente N° 3, basada en las condiciones del método de referencia para
UPLC-MS/MS, se estructuré como un programa de variacion progresiva de las
fases moviles orientado a mejorar la resolucion y la estabilidad cromatografica.

Las condiciones operativas fueron las siguientes:

En el tiempo inicial (0 minutos), el andlisis comenzoé con un flujo constante de 0.4
mL/min y una composicion de 58% fase A y 42% fase B, con un volumen de
inyeccion de 2 pL.

A los 0.10 minutos, se mantuvo la misma composicion (58% A y 42% B),
conservando flujo y volumen de inyeccion.

Al primer minuto, la mezcla movil se ajustd a 35% fase A y 65% fase B,
favoreciendo la elucion de compuestos menos polares, sin modificar el flujo ni el
volumen de inyeccion.

A los 3 minutos, se retorn6 a la composicion inicial de 58% fase A y 42% fase B,
manteniendo un flujo de 0.4 mL/min.
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5.2.6.

Finalmente, a los 4 minutos, se conservo la misma composicion para reequilibrar

el sistema antes de una nueva corrida.

Este perfil de gradiente permitié un control preciso de la interaccion de los
analitos con la fase movil, optimizando la eficiencia cromatografica, la

reproducibilidad y la estabilidad del método.

Cuarta modificacion

Se cambio la fase movil sefialada en el estudio de referencia [37] por la fase movil
del método de andlisis de cloranfenicol en productos acuicolas (pescado y
langostinos) por LC-MS/MS implementado en el LACCSA [38]. Debido a que las
fases moviles cambiaron a Fase A: agua-acetonitrilo 95:5 y Fase B: acetonitrilo
100%, se prepararon las diluciones de las soluciones intermedia y de trabajo en
solvente acetonitrilo, a partir de una solucién de stock estandar de cloranfenicol

en metanol, a fin de evitar la desestabilizacion de la columna del equipo.

Preparacion de las curvas de calibracion del estandar de cloranfenicol.

Con el fin de considerar ¢l efecto matriz en la curva de calibracion, se realizaron
extracciones a muestras blanco de musculo de pollo y huevo de gallina, y se
realiz6 una curva de calibracion con 7 concentraciones diferentes para cada
matriz.

Para establecer los puntos correspondientes de la curva de calibracion, fue
necesario convertir el valor de referencia establecido, que se expresa en pg/kg, a
ug/L. Segin el Reglamento de la Union Europea 2023/411 [44], el valor de
referencia para cloranfenicol es de 0,15 pg/kg. Para llevar a cabo esta conversion,

se aplico la siguiente formula:

X (1)
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Donde:

e  (: Concentracion de cloranfenicol en la muestra fortificada (ng/g, ng/Kg
0 ppb)

e  Co: Concentracion de cloranfenicol resultante de la interpolacion en la
curva de calibracion (pg/L)

e  Ve: Volumen del extracto en mL

e  Vi: Volumen tomado para evaporar con el gas nitrégeno

e  Vf: Volumen del extracto seco reconstituido

e  W: Peso de la muestra 2.00 4+ 0.02 g.

Como resultado se obtuvo un valor de 0.15 pg/L. Con este valor se determino
los 7 puntos de la curva de calibracion (0.05, 0.1, 0.15, 0.3, 1.0, 2.0, 3.0 pg/L),

siendo 0.15 pg/L el punto medio de la curva de calibracion.
La elaboracion de la curva de calibracion se realizo usando la solucion estandar
de trabajo de cloranfenicol (10 ppb). Las alicuotas que se tomaron para cada

punto de la curva de calibracion se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos utilizados para la elaboracion de la curva de calibracion.

Volumen Volumen en Volumen del Concentracion
Estandares total vial Stock de extracto Matriz obtenida
(uL) trabajo (uL) (uL) (ng/L)

Blanco 1000 0 1000 Blanco

1 1000 5 995 0,05

2 1000 10 990 0,1

3 1000 15 985 0,15

4 1000 30 970 0,3

5 1000 100 900 1

6 1000 200 800 2

7 1000 300 700 3
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5.2.7.

5.2.8.

Para cada estandar preparado, se realizd la lectura instrumental con el fin de
determinar el tiempo de retenciéon y la sefal obtenida correspondiente al
cloranfenicol. Estas lecturas permitieron correlacionar la concentracion conocida

y la respuesta del equipo, para evaluar la linealidad y sensibilidad del método.

Procesamiento de la muestra sin adicion del estandar y homogenizacion

Siguiendo el método de referencia, las muestras de musculo de pollo y huevo de
gallina fueron uniformizadas independientemente con un homogeneizador
modelo BLIXER 3D de alimentos y una licuadora modelo BRLY07-R00-051.
Ambas se almacenaron a -20°C hasta el momento en que se realiz6 el analisis

[36].

Extraccion de 1a muestra de musculo de pollo y huevo de gallina

La extraccion de cloranfenicol de las muestras es parte importante del desarrollo
del método. Este paso implica separar al analito de interés de los posibles
interferentes que se encuentran en las muestras con el fin de asegurar una
identificacion y cuantificacion precisa. Para ello se tomd como referencia el
trabajo de Zhang Z, Wu Y, Li X, Wang Y, Li H, Fu Q, Xia X quienes
desarrollaron un método multiclase para la determinacion de nitroimidazoles,
nitrofuranos y cloranfenicol en musculo de pollo y huevo mediante SPE-
dispersiva y UHPLC-MS/MS. A continuacion, se detallan las principales
modificaciones y los diagramas de flujo, tanto del método de referencia como del

método desarrollado.
Modificaciones mas relevantes:

1. Omision del paso de derivatizacion: El procedimiento implica la adicion
de 4cido clorhidrico (HCI) y 2-NBA, seguido de una incubacion a 37 °C durante
toda la noche. Su propoésito fue optimizar la deteccion de nitrofuranos. De
acuerdo con el método de referencia, este paso no afecta la recuperacion de

cloranfenicol, por lo que fue omitido [37].
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2. Cambio en el orden del proceso de limpieza y extraccion: Primero se
realiz6 el procedimiento de extraccion y después la limpieza. Este cambio se
realizé teniendo en cuenta lo realizado en otra investigacion [41].

3. Reduccion del volumen del solvente de extraccion acetato de etilo: El
volumen total de extraccion unificado segun el método de referencia es de 30
mL, el cual fue modificado a 10 mL.

4. Sustitucion de la sal tierra de diatomeas, utilizada para absorber la
humedad por sulfato de sodio anhidro y omision de la limpieza con hexano: Se
utiliz6 sulfato de sodio anhidro, debido a que cumple la misma funcioén que la
tierra de diatomeas y que consiste en desecar la muestra para eliminar trazas de
agua en soluciones organicas [39].

5. Reduccion de la cantidad de sales: Se redujo la cantidad de sales utilizadas
para el procedimiento de limpieza, con la finalidad de optimizar las cantidades
de las sales empleadas para el desarrollo.

° Sulfato de sodio anhidro: de 4g a 2g

° C18:de 4ga 100 mg

6.  Reduccion del volumen de extracto de la muestra tomado para evaporar
con el gas nitrégeno: El volumen del extracto de la muestra considerado para
evaporar el gas nitrégeno segun el método de referencia es de 30 mL, el cual fue

modificado a 5 mL.
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(X) Técnica del método de referencia

Se pesa la muestra
homogenizada 2 + 0,02 g en
un tubo de 50 mL.

( Se agrega 8 uL de i
estandar interno.

'

Se homogeniza y reposar por
30 min en oscuridad.

.

Se adiciona 10 mL de acido clorhidrico 0,2M
y 200 pl de 2-NBA 0,1 M. Se mezcla en el
vortex por 1 min.

;

[ Se agita la mezcla a 200 RPM y
se incuba a 37°C por toda la
noche.

'

[ Se enfria la mezcla a temperatura ambiente, y )
se adiciona 4 g de C18 y 4 g de tierra de
diatomea.

, ,

Se afiade 10mL de> hexano y se agita a )
200 RPM por 5 min.

[ se centrifuga a 10 000 RPM por |

5 min y se descarta la capa
acuosa y hexano.

v

Se adiciona 15 mL de acetato de etilo y se
agita con vortex por 1 min.

:

(se centrifuga a 10 000 RPM por 5 min. |

v

| Se extrae el sobrenadante y se repite la
extraccién con 15 mL de acetato de etilo. |

. ) 4 :

Se evapora hasta sequedad ]

en un bafio de agua a 40°C
con nitrégeno.

v

[ se reconstituye con 1 mL de metanol al 5% )
en &cido férmico al 0,1%.

Yy

Se mezcla con vortex por 1 min y se filtra a
traves de un filtro jeringa 0,2 pm a los viales.

Se inyecta 5 pL
al equipo.

R

Figura 1. Diagramas de flujo del procedimiento de extraccion del método de referencia y

(Y) Técnica del método modificado

Se pesa la muestra

homogenizada 2 + 0.02 g en
un tubo de 50 mL

Se agrega 400 pL de
estandar interno

Se homogeniza en vortex por 5
segundos y se deja reposar por
30 min en oscuridad

v

Se adiciona 5 mL de acetato de etilo }

v

Se agita con vortex a velocidad
maxima (2000 RPM) por 5 min

v

{ Se centrifuga a 9000 RPM por 6 min }

v

Se coloca el extracto en otro tubo limpio
de 15 mL (1ra extraccion)

v

Se adiciona 5 mL de acetato de etilo al precipitado,

se agita en vortex a maxima velocidad (2000 RPM)

por 5 min, luego centrifugar a 9000 RPM por 6 min.
(2da extraccion)

v

Se une el extracto (2da extraccion) con el
extracto de la 1ra extraccion, agitar en vortex
por 1 min a méxima velocidad (2000 RPM) y

centrifugar a 9000 RPM por 6 min

'

Se toma 7 mL del extracto unificado y se
agregar a un tubo con sales (100 mg C18 y
2g de NaSO4), agitar en vortex por 1 min y

centrifugar

!

[ Se toma 5 mL del extracto limpio J

v

Se evapora hasta la sequedad en
un bafo de agua a 40°C con
nitrégeno

v

{Se reconstituye con 1 mL de fase movil A‘

'

Se mezcla con vortex por 1 min y se filtra
a trdves de un filtro jeringa 0,2 um a los
viales

Se inyecta 2 pL
al equipo

-

del método modificado.



5.2.8.1.Muestras fortificadas

Se afiadi6 30 pL de la solucion de trabajo de cloranfenicol (10 pg/L) después
de pesar y homogenizar la matriz de musculo de pollo y de huevo de gallina,
con el objetivo de obtener una concentracion de 0,15 pg/kg en cada matriz,
a fin de analizar la eficiencia del proceso de extraccion mediante el calculo

del porcentaje de recuperacion.
Corridas cromatograficas

Para las corridas cromatograficas se utilizaron muestras de musculo de pollo

(muestra 1) y huevo de gallina (muestra 2).

e Blanco de muestra: muestra 1 y muestra 2 sin el analito cloranfenicol.

e Muestras fortificadas: muestras 1 y 2 se elaboraron por duplicado con una
fortificacion de 30 uL (0.15 pg/kg) con la solucidn estandar de trabajo con
cloranfenicol (10 ppb).

Se realizaron las corridas cromatograficas para ambas muestras (musculo de
pollo y huevo de gallina) en la secuencia respectiva y se determin el analito

cloranfenicol. La secuencia es la siguiente:

1. Se inyecta la curva de calibracion con 7 puntos, usando un volumen
de inyeccion de 2 pL para todos los puntos.

2. Se inyecta el blanco de muestra.

3. Se inyecta la muestra de matriz fortificada, con una solucion de
trabajo de cloranfenicol (10ppb) (adicion 1)

4. Se inyecta la muestra de matriz fortificada por duplicado (adicién
2)

Nota: La secuencia se realizo por separado para ambas matrices.
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5.2.9. Condiciones espectrométricas y cromatograficas

Se tomaron en cuenta las condiciones espectrométricas y cromatograficas del

método optimizado.

5.2.10. Determinacion de cloranfenicol

Se realiza de acuerdo a la siguiente formula:

Co=m(A)+b ..(2)
Donde:
° Co: Concentracion del estandar en la curva de calibracion (pg/L).
° m: Pendiente de la recta obtenida en la curva de calibracion lineal
° A: Area del pico cromatografico
° b: Intercepcion en el eje y.

Después de haber aplicado la formula anterior, se emplea la siguiente ecuacion:

=%V Ut .. (3)
w v
Donde:
° C: Concentracion de cloranfenicol en la muestra fortificada (ng/Kg)
U Co: Concentracion de cloranfenicol resultante de la interpolacion en la

curva de calibracion (ng/L)

° Ve: Volumen de extraccion en mL (10 mL)
° Vi: Volumen inicial antes de la concentracion con nitrégeno (5 mL)
° V. Volumen final después de la concentracion y reconstitucion del

extracto seco (1 mL)

° W: Peso de la muestra (2.0000g)

Los resultados fueron comparados con los valores de referencia que se aplica

para el antibiotico cloranfenicol segin la norma establecida [14, 15].
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5.3.

VALIDACION DEL METODO PROPUESTO

La validacion del método es parte importante del estudio, ya que asegura que el
método analitico desarrollado sea adecuado para el objetivo previsto y nos
permite obtener resultados confiables. Para la validacion del método propuesto
se consideraron los siguientes parametros: veracidad, precision, selectividad,
linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion, robustez, rango de
trabajo, sensibilidad, limite de decision e incertidumbre, conforme a lo
establecido en la Directriz para la validacion de métodos de ensayo (DA-ACR-
20D) emitida por el Instituto Nacional de Calidad (INACAL), que es aplicable a
laboratorios acreditados bajo la norma ISO 17025. Para determinar el
cumplimiento de cada uno de los parametros de validacién propuestos, se
consideraron los criterios establecidos por entidades regulatorias internacionales
como la Comision Europea, el Instituto de Salud Publica de Chile, la FDA y la
Eurachem [40,42,47,49]. El analisis estadistico de los resultados se realizod

utilizando el programa Minitab.

5.3.1 Veracidad

Segun la ISO 5725-1, la veracidad se refiere a la cercania entre los resultados de
la prueba con el valor verdadero [43]. Se determind mediante el porcentaje de
recuperacion. Para ello se fortificaron 30 muestras libres de antibidtico a tres
niveles de concentracion diferentes para cloranfenicol. Se analiz6 en el equipo y
se calculdo la concentracion en funcion de la recuperacion fortificada. La

recuperacion se expresa en porcentaje mediante la formula:

%R = * 100 ..(4)
Xref
Donde:
° x = Concentracion experimental promedio detectada del analito
° Xrer= Concentracion teorica del analito que es la fortificacion en la matriz
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Para la determinacion de los tres niveles de concentracion se aplico la directriz
establecida por la Union Europea en la norma 2021/808, que establece, mediante
el uso de muestras enriquecidas, niveles equivalentes a 0.5, 1.0 y 1.5 veces el
valor de referencia para efectos de intervencion (VRI). Conforme al Reglamento
(UE) 2023/411, el VRI para cloranfenicol en la matriz analizada es 0.15 pg/kg.
En funcion de ello, las concentraciones seleccionadas para los ensayos de

recuperacion fueron 0.075, 0.15 y 0.225 ng/kg [44].

La efectividad del método se evalué mediante la prueba t de Student para una
muestra, que permite determinar si la media observada difiere significativamente
de un valor tedrico. En este estudio, la prueba se empled para contrastar el
promedio de los porcentajes de recuperacion frente a un valor hipotético de
referencia que debe ubicarse dentro del rango de aceptacion establecido por la
regulacion (UE) 2021/808, comprendido entre 50 y 120 por ciento [40]. Para el
andlisis estadistico se consideraron ambos limites del rango, utilizando 50 por
ciento como limite inferior y 120 por ciento como limite superior. El estadistico

t se calculd seglin la expresion:

X — |
= W% . (5)
Donde:
o x: media muestral
o Ho: Media hipotética bajo la hipotesis nula

° ds: desviacidon estandar muestral

° n: tamano de la muestra

Para evaluar si el método de recuperacion cumple con los criterios establecidos,

se plantearon dos hipoétesis estadisticas: la hipotesis nula y la hipdtesis alterna.

o Hipdtesis nula (Ho): La hipdtesis nula plantea que la wvariable
independiente no tiene un efecto significativo sobre la variable dependiente.
Matematicamente, esto se expresa como que la media poblacional (p) es igual a

50 y la desviacion estandar (o) es igual a 120. Bajo esta hipotesis, se asume que
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cualquier diferencia observada en la recuperacion puede deberse al azar o a
variaciones naturales del proceso experimental, y no a un efecto real del método

evaluado.

. Hipotesis alterna (Hi): La hipdtesis alterna postula que la variable
independiente si tiene un efecto significativo sobre la variable dependiente. En
términos estadisticos, se establece que la media poblacional (i) es mayor a 50 y
menor a 120 (u > 50 y p < 120). De confirmarse esta hipdtesis, se interpretaria
que el método de recuperacion influye de manera real y significativa en los
resultados obtenidos, indicando un desempefio adecuado dentro del rango

esperado.

Estas hipodtesis son esenciales para el analisis estadistico del método de
recuperacion, ya que permiten determinar si los resultados cumplen con los

criterios de aceptacion establecidos, apoyando la validez del método empleado.

Se plantearon dos hipdtesis, la hipotesis nula (H,) establece que la media del
porcentaje de recuperacion es igual al valor planeado 50 o 120% segun
corresponda. Esto quiere decir que Hy: p=50 y 120. Lo que representa el valor
de referencia minimo aceptable para considerar que el método de recuperacion
cumple con los criterios establecidos. Por otro lado, la hipotesis alterna (H;)
plantea que la media del porcentaje de recuperacion es mayor al planeado, sea 50
y menor a 120%, lo que quiere decir Hy: p>50y p < 120. Para la interpretacion
de los resultados, si el valor de p es mayor a 0.05 significa que el personal no
reporta resultados veraces; por el contrario, si el valor de p es menor a 0.05
significa que el personal reporta resultados veraces. Para afirmar que el método
cumple con este criterio de aceptacion se debe rechazar la hipotesis nula y aceptar

la hipdtesis alterna.

5.3.2 Precision
La precision intermedia estima la variacion de resultados tomando en cuenta

diferentes condiciones dentro de un mismo laboratorio [42].
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Se determind la precision intermedia tomando los resultados de dos analistas en
diferentes dias. Para ello se realizaron los analisis tomando tres concentraciones a
tres niveles diferentes. La precision se expresa en términos de desviacion estandar

relativa o coeficiente de variacion.

Se utilizaron 5 férmulas matematicas las cuales estan representadas como T1, T2,
T3, T4y TS5, que permiten descomponer la variabilidad en estos dos componentes:
repetibilidad, esta variacion se da cuando el mismo analista realiza el analisis en
el mismo dia y condiciones; y reproducibilidad, variacion que tiene lugar cuando
intervienen diferentes analistas y/o condiciones. Estos dos componentes juntos
son conocidos también como precision intermedia [44]. Las férmulas matematicas
utilizadas para su calculo son 5 sumatorias, utilizadas para organizar datos y

calcular varianzas:

Tl = Z n Y, .. (6)

Tz=§}hﬁ . (7)
T3 = Z 7, . (8)
T4 = Z n? . (9)

75 =~ 1) 57 .. (10)

A partir de ellas, se puede calcular la varianza de repetibilidad (S?), varianza entre
analistas (S?) y la varianza de reproducibilidad (S3) [44]. A continuacidn, se

exponen las formulas aplicables:

.(11)

. (12)

§2 — Tz T3 — T1 T3(p— 1)
T ne-n T2 -T,



Sp = /srz + S2 .. (13)

Para el andlisis correspondiente se debe hallar el RSD de repetibilidad (RSD,.) y
el RSD de reproducibilidad (RSDg, ), que posteriormente se utilizan para calcular
los RSD de Horwitz correspondientes: RSDyorwitzr Y RSDhorwitzr » qUE S€
aplican a los tres niveles de concentraciones diferentes.

El criterio de aceptacion establecido por la FDA indica que un método se

considera preciso cuando el RSD experimental (RSDgyy, ) €s menor que el RSD

de Horwitz para repetibilidad (RSDyorwitzr), donde r corresponde al limite de
repetibilidad. Para el limite de reproducibilidad (R), el criterio exige que el RSD

experimental (RSDg,, ) sea inferior al RSD de Horwitz para reproducibilidad

(RSDyorwitzr )- En otras palabras, la variabilidad experimental debe ser menor a
la variabilidad maxima aceptable, segun el criterio de Horwitz. Ello asegura que

el método sea confiable y consistente [47].

5.3.3 Selectividad
La selectividad es la capacidad del método para identificar y cuantificar solo al
analito de interés (cloranfenicol), en presencia de otros componentes que puede
poseer la muestra (interferentes), ya sea de musculo pollo o huevo de gallina.
Este método selectivo asegura que la sefal que emite el analito de interés
corresponda solo al cloranfenicol y no a otros interferentes que pudieran estar

presentes en la matriz.

Para evaluar la selectividad, se prepararon dos tipos de muestras: matrices
fortificadas a las que se le afiadieron una concentracioén conocida de cloranfenicol
(0.150 pg/kg); y muestras en blanco, libres del antibidtico. Este procedimiento
implico el andlisis de 20 muestras fortificadas, con el fin de determinar tanto, la
eficacia de recuperacion del método como la capacidad de distinguir el analito
en presencia de la matriz. La comparacion entre los resultados de las muestras

fortificadas y la muestra blanco permitio evaluar si el método genera una sefial
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cuantificable exclusiva del cloranfenicol, sin que otros componentes de la matriz

interfieran en el resultado.

Se verifico que las recuperaciones se distribuyeran de manera gaussiana, y a
continuacion se utiliz6 la prueba t de Student para comparar la media de
recuperacion obtenida con el valor tedrico ideal al 100%. Para aceptar la hipotesis
nula, se estableci6 un umbral de significancia de p > 0.05 y se hizo el contraste
estadistico para evaluar si las recuperaciones obtenidas diferian

significativamente del valor tedrico ideal de 100% [40].

Ademas, se evalu6 la forma de los picos cromatograficos mediante una
comparacion directa entre las muestras fortificadas y una matriz blanco. Con ello,
se confirmd la ausencia de interferencias quimicas que pudieran distorsionar la
forma gaussiana caracteristica de los picos, un indicador critico que nos permite
asegurar que el método no sufre de solapamiento de sefiales. Estos resultados
permiten validar la selectividad del método y demostrar su capacidad para
distinguir el analito de otros componentes de la matriz en condiciones realistas

de trabajo.

5.3.4 Linealidad
La linealidad indica la capacidad que tiene un método para producir resultados
directamente proporcionales a la concentracion del analito. Se midié utilizando
los siguientes criterios: coeficiente de determinacion (1), coeficiente de
correlacion (r) y el andlisis de residuos [42]. Asimismo, se realizaron pruebas
estadisticas para comprobar la significancia estadistica de la relacion entre las

variables.

Se prepararon tres curvas de calibracion para la evaluacion de la matriz utilizando
7 puntos (0.05, 0.1, 0.15, 0.3, 1, 2 y 3 pug/L). Para cada una de las curvas se
determiné el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?).
El criterio de aceptacion, segun el Instituto de Salud Publica de Chile indica un
coeficiente de correlacion r > 0.99. Asimismo, el criterio de aceptacion en el

analisis de residuos indica una distribucidn aleatoria de residuales en torno a cero.
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Para establecer la significancia de la relacion entre la respuesta del instrumento y
la concentracion se realizé también el andlisis de varianza (ANOVA). Sin
embargo, antes de realizar esta prueba es necesario verificar los supuestos
estadisticos requeridos: normalidad de los residuos y homocedasticidad. Los
resultados de estas pruebas se encuentran en el Anexo 8. Asimismo, se realizd un
analisis de inferencia estadistica de los parametros de la ecuacion de la regresion
lineal (pendiente, intercepto y coeficiente de correlacion). Por ello, se realizaron
pruebas de hipotesis con el fin de evaluar su significancia estadistica. Las hipotesis

planteadas fueron las siguientes:

- Pendiente (m):
Ho: m=0.
Ha: m #0.
- Intercepto (b):
Ho: b=0.
Ha: b #0.
- Coeficiente de correlacion (r):
Ho: r=0.
Ha:r#0.

5.3.5 Limite de cuantificacion (LOQ) y limite de deteccion (LOD)
Los limites de cuantificacion (LOQ) y de deteccion (LOD) se evaliian mediante
pruebas de 7 corridas de un estandar de concentracion conocida en 3 dias

diferentes.

El LOD se entiende como el valor mas bajo de concentracion del analito al que
puede ser detectado y no necesariamente cuantificado con exactitud en
condiciones experimentales del método. Este se determina estadisticamente y
representa la menor cantidad de cloranfenicol que produce una sefial distinguible

del ruido de base, que posee un nivel de confianza del 99%.

LOD = DS = Valorde t ..(14)
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Donde:
e DS: desviacion estandar de los resultados

e Valor de t: Valor de t al 99% de probabilidad para 7 réplicas, equivale a 3.143

El LOQ es la concentracion mas baja del analito a la que puede ser determinado
cuantitativamente tanto con precision como exactitud, bajo condiciones del

método. Este siempre es mayor que el LOD y se calcula de la siguiente manera:

LOQ = DS = Factor ...(15)
Donde:
e DS: desviacion estandar de los resultados

e factor: 10

El limite de cuantificacion (LOQ) puede determinarse experimentalmente
mediante al menos 10 réplicas de muestras con baja concentracion del analito. Se
calcula la desviacion estdndar de los resultados y se multiplica por un factor
generalmente igual a 10, asegurando que la sefial sea suficientemente superior a

la variabilidad del método.

Para el LOQ se espera que corresponda al primer punto de la curva de calibracion
del método, mientras que para el LOD se espera que la concentracion del analito

sea menor al primer punto de la curva de calibracion.

Para corroborar la selectividad del método, se aplico la normativa del Instituto de
Salud Publica Chile [42], por lo que se realizd una verificacion del limite de
deteccion y del limite de cuantificacion. El célculo de estos parametros se efectud
mediante la determinacion del promedio, la desviacion estandar (SD) y el
porcentaje de recuperacion de los resultados obtenidos en ambas matrices, las
cuales fueron fortificadas con una concentracion de 0.05 nug/Kg, denominada
Spiked teodrico. Este valor representa la concentracion teodrica afiadida a las
muestras en blanco para evaluar la capacidad del método para detectar y

cuantificar el analito cloranfenicol en niveles bajos.
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5.3.6

Para validar el limite de deteccion se verificé que la concentracion fortificada

cumpliera con el siguiente criterio:

LOD calculad0< Spiked teorico< 10 * LOD calculado

Robustez

Eficacia del método esté referida a la capacidad de mantener la estabilidad frente
a cambios premeditados de los parametros, lo que proporciona fiabilidad al
método. Para la robustez se consideran las siguientes variaciones: proceso de
pesado, proceso de extraccion, condiciones cromatograficas entre otros, que se
determinan mediante el método de Youden y Steiner [42]. Se examinaron un total
de 7 factores, realizando 8 pruebas por duplicado para cada factor, a fin de
verificar si esos cambios tienen un impacto significativo o no. Estos factores se
encuentran en la Tabla 2. La combinacion de factores utilizados para los 8 ensayos

se encuentra en la Tabla 3.

Con el fin de representar estas combinaciones de manera clara, se utilizd una
codificacion alfabética, donde cada letra representa un factor especifico. Las letras
mayusculas (A, B, C, D, E, F, G) indican que el factor se mantuvo en la condicion
nominal, mientras que las mintusculas sefialan una variacion en el nivel del factor

(a,b,c,d, e, £, g).
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Tabla 2. Factores utilizados para el método de Youden y Steiner

Medida
Factores | representativa de Condicion nominal Variacion
cada factor
Ala Gradiente A M¢étodo optimizado a | Método de referencia
0 A
- Agua: acetonitrilo (95:5) + , Agua 0.1% aCIFlO.
B/b Fases moviles B o b | formico + acetonitrilo
acetonitrilo 100% L. ..
0.1% acido férmico
Cle Volumen de 1 30 mL ¢ 10 mL
extraccion
Agitacion en
D/d vortex después de | D 5 min d 1 min
la extraccion
E/e Limpieza E Sulfato de sodio + C18 e | Tierra diatomea + C18
Agitacion en
F/t vortex después de | F 5 min f 1 min
la limpieza
Fase movil A Solucion de metanol
Gl/g Reconstitucion | G . ) g | al 5% con 0,1% acido
(agua/acetonitrilo 95:5) o
formico
Tabla 3. Prueba de robustez de Youden y Steiner
Numero de ensayos
Factores 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a A a
B/b B B B B B B B
Cle C c C C C C C c
D/d D D D D d D D D
E/e E e E E e E E E
F/f F f F F F F F F
G/g G g G G g G G g
Resultados S T U Vv W X Y V4

Cada uno de los ocho ensayos se realiz6 por triplicado, obteniéndose tres valores
de concentracion de cloranfenicol por ensayo. El promedio de dichas
concentraciones se tom6 como resultado y se designé con las letras S, T, U, V, W,

X, YyZ
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5.3.7

Para evaluar el efecto de cada factor de manera individual, se calcularon los
promedios de los resultados obtenidos bajo la condicién nominal (valor mas alto)
y la variacion (valor més bajo). La diferencia de respuesta se obtiene restando

ambas medias. Esto se describe en la siguiente formula:

DX/x ZT—— (16)

Donde:

e Dxxi: Diferencia de respuesta por cada factor
e X: Factor (condicion nominal)

e x: Factor (variacion)

Segun el Instituto de Salud Publica de Chile, el método se considera robusto si la
diferencia de respuesta es menor a la V2 x desviacion estandar de la precision del

método.

Rango de trabajo

Se considera el rango de trabajo del método desde el punto minimo hasta el punto
maximo de concentracion del analito cloranfenicol. Segun la guia Eurachem, el
punto minimo corresponde al LOQ y el punto maximo corresponde al mayor nivel
de concentracion evaluado, es decir, el ultimo punto de la curva de calibracion
[49].

Para demostrar la efectividad del parametro se evalu6 el rango de trabajo desde el
limite de cuantificacion de 0.075 pg/kg hasta el ultimo punto de la curva de
calibracion de 3 pg/kg. Se tomaron en consideracion 10 datos por los tres niveles
estimados (0.075, 0.150 y 3.00 pg/kg) A partir de ello, se construyd una grafica

de linea ajustada, y se aplico el criterio de decision estipulado por la norma:

R?>0.991
r>0.995
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5.3.8

5.3.9

Sensibilidad

De acuerdo con el Instituto de Salud Publica de Chile, la sensibilidad analitica se
define como la capacidad de un método para discriminar pequefias variaciones en
la concentracion de un analito. En una regresion lineal, la sensibilidad se expresa
a través de la pendiente de la curva de calibracion construida a partir de diferentes
concentraciones del analito [42].

Para determinar la sensibilidad en ambas matrices se realizdo la curva de

calibracion con 7 puntos, los cuales son: 0.05, 0.1, 0.15, 0.3, 1.0, 2.0, 3.0 pg/kg.

Para el célculo de la sensibilidad se utiliz6 la siguiente ecuacion:

m=22"1 (17
X2 — X1

Donde:

e m: pendiente

e x1, x2: Valores de la concentracion del analito que corresponden al eje de la
abscisa

e vyi, y2: Valores del area del pico cromatografico que corresponden al eje de la
ordenada

Esta caracteristica de funcionamiento permite observar la capacidad de respuesta

del instrumento frente a una determinada cantidad del analito [41].

Limite de decision (CCa)

De acuerdo con lo estipulado por la Comision Europea, para aquellas sustancias
sin un limite permitido establecido, el CCa se define como la concentracion mas
baja del analito que puede ser detectada mediante un método analitico con una
certeza estadistica de (1 — a), siendo a la probabilidad de error tipo I, es decir, la
probabilidad de obtener un resultado falso positivo. Asimismo, el valor a para el
cloranfenicol es equivalente o inferior a 1%. El criterio de aceptacion del CCa
serd aquella concentracion del analito menor al LOQ del método [40].

Para determinar el limite de decision se fortificaron muestras de matriz en blanco
con concentraciones desde el VRI y superiores (0.15 ng/kg, 0.225 pg/kg y 1.0

ug/kg). Este procedimiento se realizé durante 3 dias consecutivos.
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El calculo del CCa se obtuvo de la siguiente ecuacion:

CCa=X+233*DS ..(18)

Donde:

. X: Concentracién correspondiente al valor del intercepto (ordenada en el
origen) de la curva de calibracion obtenida de cada dia experimental

. DS: Desviacion estandar de los puntos del intercepto obtenidos en los

diferentes dias de analisis

5.3.10 Incertidumbre
Es un parametro asociado a la medicion, que caracteriza razonablemente la
dispersion de los valores atribuibles al mensurando, en funciéon de la
informacion utilizada. Segun el documento de la Comision Europea, la
incertidumbre esta considerada en el calculo del valor de CCa [40], con un

intervalo de confianza correspondiente al 99%.

5.4. DETERMINACION DE CLORANFENICOL EN LAS MUESTRAS
PROCEDENTES DE MERCADOS DE ABASTO.

Una vez validado el método, se procedid al andlisis de 28 muestras recolectadas en los
mercados de abasto de distritos de Lima Sur (Chorrillos, Villa Maria del Triunfo, Villa el
Salvador y San Juan de Miraflores). El tipo de muestreo aplicado fue no probabilistico
intencional y las muestras fueron recolectadas siguiendo las directrices del Codex
Alimentarius, considerando una cantidad de muestra aproximada de 0.5 kg para cada
matriz [38]. El procesamiento de las muestras y la extraccion del analito se realizaron
siguiendo los procedimientos descritos en los apartados 5.2.8 y 5.2.9. Se elaboraron dos
curvas de calibracion independientes, correspondientes a cada una de las matrices
evaluadas, que se emplearon para la cuantificacion del analito en las muestras, conforme

a lo detallado en el apartado 5.2.11.

36



VL. RESULTADOS

6.1. DESARROLLO DEL METODO

6.1.1. Metodologia optimizada
La metodologia optimizada resultante, con las modificaciones de las fases moviles,
del tiempo de corrida total y del volumen de inyeccion que brindaron las

condiciones Optimas, se resume en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Condiciones cromatograficas de optimizacion del método.

Temperatura de la columna 40°C

Volumen de inyeccion 2 ulL

Fase movil A Agua: Acetonitrilo (95:5)

Fase movil B Acetonitrilo 100%

Tiempo | Fase movil | Fase movil Flujo
(min) A B (mL/min)
Inicial 58% 42% 0.4
Gradiente 0.1 58% 42% 0.4
1 35% 65% 0.4
3 58% 42% 0.4
4 58% 42% 0.4

Tabla 5. Transiciones y condiciones optimas utilizadas para el analisis de residuos
de cloranfenicol.

Analito I6n Iones Dwell time | Voltaje de Energia de
precursor | producto | (segundos) cono colision
(m/z) (m/z) (voltios) (electronvoltio)
Cloranfenicol 321 151.8 Automatico 34 18
Cloranfenicol 321 257 Automatico 34 10
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6.1.2. Cromatografia del método optimizado
Este cromatograma (Figura 2) se obtuvo optimizando el cambio de gradiente, ajustes de
las fases moviles, tiempo de corrida total y volumen de inyeccion, de acuerdo a las tablas

arriba sefialadas.

0.83,106064.18

Intensidad (%)

0 T T T T 7 T T T T T T T T
050 1.00 1.50 200 250 2.00 350

Tiempo|

Figura 2. Cromatograma de cloranfenicol con el cuarto cambio por UPLC-MS/MS

El cromatograma de cloranfenicol muestra una buena resolucion del pico, en un
tiempo de deteccion del analito menor a un minuto (0.84 minutos), que se observa

en el Anexo 3.

6.1.3. Curva de calibracion del cloranfenicol
Luego de establecer las condiciones dptimas de la metodologia se obtuvo una curva

de calibracion para cada matriz, con un coeficiente de determinacion de 2= 0.9946
para la matriz huevo de gallina y %= 0.9992 para la matriz musculo de pollo,

que indica que existe una excelente correlacion entre la concentracion de

cloranfenicol y el area de la concentracion detectada.
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Curva de calibracion en matriz huevo de
gallina
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Figura 3. Regresion lineal de la curva de calibracion para la
matriz huevo de gallina

Curva de calibracion de la matriz musculo

de pollo
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Figura 4. Regresion lineal de la curva de calibracion para la
matriz muisculo de pollo

6.1.3.1. Curvas de calibracion en ambas matrices
Se construyeron 3 curvas de calibracion para las matrices de musculo de pollo y
huevo de gallina. Para cada punto de la curva se determino el promedio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV). Los resultados obtenidos

se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Curvas de calibracion en matriz misculo de pollo y huevo de gallina

Curvas de calibracion en matriz musculo de pollo y huevo de gallina

STD-1 STD-2 STD-3 STD-4 STD-5 | STD-6 | STD-7

Matriz Curva 0.05ppb | 0.1 ppb | 0.15ppb 0.3 ppb Ippb | 2ppb 3 ppb
1 0.0530 0.1010 0.1390 0.3290 1.0040 | 1.9820 | 3.0080

2 0.0512 0.0965 0.1247 0.3481 1.0375 | 1.9300 | 3.0307

Miisculo 3 0.0530 0.0930 0.1230 0.3480 1.0410 | 1.9220 | 3.0350
de pollo | Promedio | 0.0524 0.0968 0.1289 0.3417 1.0275 | 1.9447 | 3.0246
Desviacion | 0.0010 0.0040 0.0087 0.0109 0.0204 | 0.0325 | 0.0145

Cv 1.9832 4.1415 6.8177 3.2187 1.9879 | 1.6752 | 0.4796

1 0.0470 0.0950 0.1350 0.1900 1.255 1.902 2.992

Huevo de 2 0.0560 0.0730 0.1270 0.2930 1.2210 | 1.7460 | 3.0990
gallina 3 0.0790 0.1110 0.1810 0.2840 0.9370 | 1.9290 | 3.0670
Promedio | 0.0607 0.0930 0.1477 0.2557 1.1377 | 1.8590 | 3.0527

Desviacion | 0.0165 0.0190 0.0291 0.0570 0.1746 | 0.0987 | 0.0549

Cv 27.2019 | 20.5148 | 19.7358 | 22.31294 | 15.3482 | 5.3140 | 1.7991

Los resultados presentados en la Tabla 6 se interpretan conforme al Reglamento
de Ejecucion (UE) 2021/808 de la Comision Europea, adoptado el 22 de marzo
de 2021 [40], que establece un limite maximo del coeficiente de variacion (CV)
del 30% para concentraciones inferiores a 10 pug/kg (ppb). En este estudio, las
concentraciones evaluadas, que varian entre 0.05 y 3.0 ppb, se encuentran dentro

de este rango, y todos los valores de CV obtenidos cumplen con el criterio

regulatorio establecido [40].

6.1.4. Porcentaje de recuperacion del método de extraccion optimizado

Estos resultados, que se muestran en las subsecciones siguientes, se obtuvieron a

partir de las curvas de calibracion construidas para cada matriz.
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6.1.4.1. Porcentaje de recuperacion en ambas matrices

Los resultados de recuperacion del método de referencia en matriz pollo fueron
de 96% para una concentracion de 0.1 pg/kg [40], (Anexo 4) en comparacion con
el método optimizado que resulté de 88.13% para una concentracion de 0.075
pg/kg y 92% para una concentracion de 0.15 pg/kg. Por otro lado, el porcentaje
de recuperacion en la matriz huevo de gallina para el método de referencia fue
de 90.9% para una concentracion de 0.1 pg/kg, mientras que el método
optimizado propuesto obtuvo una recuperacion de 110.43% para una

concentracion de 0.075 pg/kg y 99,08% de recuperacion para una concentracion

de 0,15 pg/kg.

Tabla 7. Resultados de los porcentajes de recuperacion en ambas matrices

Matriz Analista | Concentracion tedrica Recuperacion Promedio
(ng/Kg) (%) de réplicas
1 0.075 88,13 3
Musculo de pollo
2 0,15 92,00 4
1 0,075 110,43 4
Huevo de gallina
2 0,15 99,08 8

6.2. PARAMETROS DE VALIDACION

6.2.1. Veracidad
En la Tabla 8 se presenta el porcentaje de recuperacion obtenidos a partir de un
total de 30 ensayos realizados para tres niveles de concentracion, correspondiente
a la matriz de musculo de pollo, se evidencia que los resultados obtenidos para el
criterio de aceptacion en los tres niveles analizados son satisfactorios, expresados

en porcentaje de recuperacion, dado que se sitian dentro del intervalo establecido
de 50 a 120 % [40].
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Tabla 8. Porcentaje de recuperacion para matriz de musculo de pollo.

Porcentaje de recuperacion

Concentracion afiadida

Concentracion afiadida

Concentracion afiadida

N° 0.075 pg/kg 0.15 pg/kg 0.225 ng/kg
ensayo
Concentracion | Porcentaje de | Concentracion | Porcentaje de | Concentracion | Porcentaje de
obtenida recuperacion obtenida recuperacion obtenida recuperacion
(ng/kg) (%) (ng/kg) (%) (ng/kg) (%)
1 0.076 101.33 0.147 98.00 0.220 97.78
2 0.077 102.67 0.143 95.33 0.236 104.89
3 0.080 106.67 0.148 98.67 0.243 108.00
4 0.075 100.00 0.148 98.67 0.234 104.00
5 0.076 101.33 0.148 98.67 0.249 110.67
6 0.078 104.00 0.145 96.67 0.237 105.33
7 0.081 108.00 0.149 99.33 0.231 102.67
8 0.077 102.67 0.151 100.67 0.230 102.22
9 0.079 105.33 0.145 96.67 0.237 105.33
10 0.082 109.33 0.150 100.00 0.250 111.11
11 0.077 102.67 0.144 96.00 0.238 105.78
12 0.080 106.67 0.150 100.00 0.253 112.44
13 0.079 105.33 0.147 98.00 0.242 107.56
14 0.078 104.00 0.152 101.33 0.249 110.67
15 0.079 105.33 0.151 100.67 0.217 96.44
16 0.080 106.67 0.143 95.33 0.251 111.56
17 0.079 105.33 0.145 96.67 0.235 104.44
18 0.078 104.00 0.147 98.00 0.222 98.67
19 0.083 110.67 0.147 98.00 0.236 104.89
20 0.080 106.67 0.149 99.33 0.236 104.89
21 0.078 104.00 0.142 94.67 0.233 103.56
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22 0.081 108.00 0.146 97.33 0.256 113.78
23 0.077 102.67 0.149 99.33 0.252 112.00
24 0.081 108.00 0.149 99.33 0.228 101.33
25 0.082 109.33 0.148 98.67 0.219 97.33
26 0.082 109.33 0.146 97.33 0.226 100.44
27 0.078 104.00 0.144 96.00 0.233 103.56
28 0.078 104.00 0.143 95.33 0.244 108.44
29 0.077 102.67 0.147 98.00 0.237 105.33
30 0.081 108.00 0.149 99.33 0.258 114.67
Promedio - 105.29 - 98.04 - 105.66
alz:ntgo .d'e Cumple con el criterio de Cumple con el criterio de Cumple con el criterio de
5 OPI ; gf,z)n aceptacion aceptacion aceptacion
En la Tabla 9 se presenta el porcentaje de recuperacion obtenido a partir de un total
de 30 ensayos realizados para tres niveles de concentracion, correspondiente a la
matriz de huevo de gallina, se evidencia que los resultados obtenidos para el
criterio de aceptacion en los tres niveles analizados son satisfactorios, expresados
en porcentaje de recuperacion, dado que se situan dentro del intervalo establecido
de 50 a 120 % [40].
Tabla 9. Porcentaje de recuperacion para matriz de huevo de gallina.
Porcentaje de recuperacion
Concentracion afiadida Concentracion afiadida Concentracion afiadida
0.075 pg/kg 0.15 png/kg 0.225 pg/kg
Ne Concentracion | Porcentaje de | Concentracion | Porcentaje de | Concentracion | Porcentaje de
ensayo obtenida recuperacién | obtenida | recuperacién | obtenida | recuperacién
(ng/kg) (%) (ng/kg) (%) (ng/kg) (%)
1 0.084 112.00 0.149 99.33 0.224 99.56
2 0.078 104.00 0.150 100.00 0.225 100.00
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3 0.081 108.00 0.152 101.33 0.226 100.44
4 0.080 106.67 0.151 100.67 0.224 99.56
5 0.084 112.00 0.152 101.33 0.226 100.44
6 0.082 109.33 0.148 98.67 0.223 99.11
7 0.079 105.33 0.150 100.00 0.225 100.00
8 0.079 105.33 0.148 98.67 0.222 98.67
9 0.077 102.67 0.150 100.00 0.227 100.89
10 0.081 108.00 0.147 98.00 0.228 101.33
11 0.080 106.67 0.153 102.00 0.223 99.11
12 0.085 113.33 0.149 99.33 0.224 99.56
13 0.086 114.67 0.148 98.67 0.223 99.11
14 0.083 110.67 0.152 101.33 0.227 100.89
15 0.084 112.00 0.149 99.33 0.223 99.11
16 0.082 109.33 0.151 100.67 0.226 100.44
17 0.079 105.33 0.148 98.67 0.223 99.11
18 0.084 112.00 0.150 100.00 0.224 99.56
19 0.082 109.33 0.153 102.00 0.226 100.44
20 0.081 108.00 0.151 100.67 0.228 101.33
21 0.078 104.00 0.150 100.00 0.227 100.89
22 0.084 112.00 0.147 98.00 0.226 100.44
23 0.084 112.00 0.149 99.33 0.224 99.56
24 0.079 105.33 0.150 100.00 0.225 100.00
25 0.085 113.33 0.150 100.00 0.228 101.33
26 0.080 106.67 0.149 99.33 0.226 100.44
27 0.080 106.67 0.147 98.00 0.226 100.44
28 0.085 113.33 0.148 98.67 0.225 100.00
29 0.083 110.67 0.153 102.00 0.226 100.44

44




30 0.085 113.33 0.148 98.67 0.225 100.00
Promedio 109.07 - 99.82 - 100.07
Rangto de Cumple con el criterio de Cumple con el criterio de Cumple con el criterio de
ggeiazzf;on aceptacion aceptacion aceptacion

- (1]
6.2.2. Precision

Para evaluar la precision del método analitico aplicado a la matriz pollo y huevo

de gallina, se realizaron 15 ensayos con dos analistas diferentes, utilizando tres

concentraciones afadidas: 0.075, 0.15 y 0.225 pg/kg. Los resultados de este

parametro se expresan en las Tablas 10 y 11 en términos de promedio, varianza y

desviacion estandar.

Tabla 10. Precision intermedia para la matriz de pollo.

Estimadores de precision
Concentracion afiadida | Concentracion anadida | Concentracion afiadida
N¢ ensayo 0.075 pg/kg 0.15 pg/kg 0.225 pg/kg
Analista Analista Analista | Analista | Analista | Analista
1 2 1 2 1 2
1 0.076 0.080 0.147 0.143 0.220 0.251
2 0.077 0.079 0.143 0.145 0.236 0.235
3 0.080 0.078 0.148 0.147 0.243 0.222
4 0.075 0.083 0.148 0.147 0.234 0.236
5 0.076 0.080 0.148 0.149 0.249 0.236
6 0.078 0.078 0.145 0.142 0.237 0.233
7 0.081 0.081 0.149 0.146 0.231 0.256
8 0.077 0.077 0.151 0.149 0.230 0.252
9 0.079 0.081 0.145 0.149 0.237 0.228
10 0.082 0.082 0.150 0.148 0.250 0.219
11 0.077 0.082 0.144 0.146 0.238 0.226
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12 0.080 0.078 0.150 0.144 0.253 0.233
13 0.079 0.078 0.147 0.143 0.242 0.244
14 0.078 0.077 0.152 0.147 0.249 0.237
15 0.079 0.081 0.151 0.149 0.217 0.258
Promedio 0.078 0.080 0.148 0.146 0.238 0.238
Varianzas | 0.00000392 [ 0.00000381 [ 0.0000074 | 0.0000058 [ 0.000111 [ 0.000147
Desviacion | 09198 | 0.00195 | 00027 | 0.0024 | 0.0105 | 0.0121
estandar
Tabla 11. Precision intermedia para la matriz de huevo de gallina
Estimadores de precision para la matriz huevo de gallina
Concentracion afiadida | Concentracion anadida Concentracion
N°® ensayo 0.075 pg/kg 0.15 ug/kg afiadida 0.225 pg/kg
Analista Analista Analista | Analista | Analista | Analista
1 2 1 2 1 2
1 0.084 0.082 0.149 0.151 0.224 0.226
2 0.078 0.079 0.150 0.148 0.225 0.223
3 0.081 0.084 0.152 0.150 0.226 0.224
4 0.080 0.082 0.151 0.153 0.224 0.226
5 0.084 0.081 0.152 0.151 0.226 0.228
6 0.082 0.078 0.148 0.150 0.223 0.227
7 0.079 0.084 0.150 0.147 0.225 0.226
8 0.079 0.084 0.148 0.149 0.222 0.224
9 0.077 0.079 0.150 0.150 0.227 0.225
10 0.081 0.085 0.147 0.150 0.228 0.228
11 0.080 0.080 0.153 0.149 0.223 0.226
12 0.085 0.080 0.149 0.147 0.224 0.226
13 0.086 0.085 0.148 0.148 0.223 0.225
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14 0.083 0.083 0.152 0.153 0227 | 0226

15 0.084 0.085 0.149 0.148 0223 | 0225
Promedio |  0.082 0.082 0.150 0.150 0225 | 0226
Varianzas | 0.00000741 | 0.00000592 | 0.0000033 | 0.0000035 | 0.000003 | 0.000002
D:s;fc‘{;?n 0.00272 | 0.00243 | 0.0018 | 0.0019 | 0.0018 | 0.0014

La precision del método analitico se evalu6 calculando el porcentaje de desviacion

estandar relativa (RSD), aplicando como criterio de aceptacion el RSD de Horwitz,

de acuerdo con las directrices establecidas por la FDA [47]. En la Tabla 12 se

muestran los resultados de la precision intermedia obtenidos para ambas matrices.

El método se considera aceptable, ya que el RSD experimental de reproducibilidad

es inferior al valor del RSD de Horwitz para reproducibilidad, lo que indica que la

variabilidad observada se encuentra dentro de los limites recomendados y respalda

la robustez del método validado.

Tabla 12. Precision intermedia en ambas matrices.

Porcentaje de la desviacion estandar relativa (RSD Horwitz)

Concentracion
afiadida 0.075 pg/kg 0.15 pg/kg 0.225 pg/kg
Matriz Pollo Huevo Pollo Huevo Pollo Huevo
Limite de
repetibilidad (r) 0.0055 0.0072 0.0072 0.0052 0.032 0.005
Limite de
reproducibilidad 0.0066 0.0074 0.0076 0.0050 0.033 0.005
(R)
RSDgypr 2.49 3.16 1.75 1.23 477 0.72
RSDyorwitzr 44.8 44.8 40.3 40.3 38.0 38.0
Criterio de RSDExpr < RSDHorwitzr

aceptacion
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RSDgxpr 2.71 3.23 1.85 1.20 4.93 0.76
RSDyorwitzr 66.8 66.8 60.2 60.2 56.6 56.6
Criterio de
acept;ci(')n RSDEpr < RSDHorwitzR
., El método es FEl método FEl método es
Conclusién . . .
preciso €s preciso preciso

6.2.3. Selectividad

La selectividad del método analitico se evalué mediante la pendiente de la curva

de calibracion para cada componente, confirmando que el método es selectivo para

cloranfenicol en ambas matrices. La recuperacion porcentual obtenida en las

matrices fortificadas (musculo de pollo y huevo de gallina) mostr6 valores

cercanos al 100%, con rangos de recuperacion entre 96.6% y 102.7%, lo que indica

una alta precision y exactitud del método [40], expresados en la Tabla 13:

Tabla 13. Porcentaje de recuperacion en ambas matrices.

Matriz Musculo de pollo Huevo de gallina
Cor;%ifgirg;ién 0.150 pg/ke 0.225 pg/kg
N° Analista Cloranfenicol % - Analista Cloranfenicol % .
ensayo (ng/Kg) Recuperacion (ng/Kg) Recuperacion
1 1 0.147 100.0 1 0.224 99.6
2 1 0.143 97.3 1 0.225 100.0
3 1 0.148 100.7 1 0.226 100.4
4 1 0.148 100.7 1 0.224 99.6
5 1 0.148 100.7 1 0.226 100.4
6 1 0.145 98.6 1 0.223 99.1
7 1 0.149 101.4 1 0.225 100.0
8 2 0.151 102.7 2 0.222 98.7
9 2 0.145 98.6 2 0.227 100.9
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10 2 0.150 102.0 2 0.228 101.3
11 2 0.143 97.3 2 0.226 100.4
12 2 0.145 98.6 2 0.223 99.1
13 2 0.147 100.0 2 0.224 99.6
14 2 0.147 100.0 2 0.226 100.4
15 1 0.149 101.4 1 0.228 101.3
16 1 0.142 96.6 1 0.227 100.9
17 1 0.146 99.3 1 0.226 100.4
18 1 0.149 101.4 1 0.224 99.6
19 1 0.149 101.4 1 0.225 100.0
20 1 0.148 100.7 1 0.228 101.3

6.2.3.1. Prueba de normalidad

Se realizd una prueba de normalidad sobre los porcentajes de recuperacion,
evidenciando una distribuciéon adecuada para el analisis estadistico posterior,
mostradas en las Figuras 5 y 6.
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Figura 5. Prueba de normalidad en matriz musculo de pollo
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Probabilidad acumulada (%)

Gréfica de probabilidad de % Recuperacién
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6.2.3.2. Prueba t de Student

Figura 6. Prueba de normalidad en matriz huevo de gallina

Se confirm6 la validez del método para la cuantificacion precisa del

cloranfenicol a través de la prueba t de Student aplicada a 20 réplicas fortificadas

con 0.150 pg/kg. La prueba mostré6 que la media de recuperacion no difiere

significativamente del 100% (Hipotesis nula: p = 100%), con intervalos de

confianza al 95% que incluyen el valor esperado (Tabla 14).

Tabla 14. Resultados de estadisticas descriptivas de la prueba t de Student

Matriz Numero de Media Desviacion Error estandar IC de 95%
muestras estandar de la media para p
Misculo de 20 99.966 1.673 0.374 (99.183; 100.749)
pollo
Huevo de 20 100.156 0.780 0.174 (99.790; 100.521)
gallina
6.2.3.3. Cromatogramas

Los cromatogramas de las muestras fortificadas con una concentracion conocida

de cloranfenicol (0.05 pg/kg), presentados en la Figura 7 (matriz de musculo de

pollo) y la Figura 8 (matriz de huevo de gallina), evidenciaron una detecciéon y
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cuantificacion claras y precisas del analito. Asimismo, los cromatogramas
correspondientes a las muestras sin fortificar, utilizadas como blancos y
representados en la Figura 9 para ambas matrices, no mostraron interferencias
significativas. Estos resultados confirman la selectividad y especificidad del
método analitico empleado, garantizando su idoneidad para la determinacion de

cloranfenicol en las matrices estudiadas.

intensidad (%)
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3
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Figura 7. Cromatogramas de muestras de musculo de pollo. A) fortificada con 0.038
pg CFC/Kg. By C) fortificada con 0.037 ug CFC/Kg.

® ®

Figura 8. Cromatogramas de muestras de huevo de gallina. A) fortificada con
0.038 ng CFC/Kg. B y C) fortificada con 0.037 ug CFC/Kg.
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Figura 9. Cromatograma del blanco en ambas matrices. A) Matriz de musculo de
pollo, dia 1. B) Matriz de musculo de pollo, dia 2. C) Matriz de musculo de pollo,
dia 3. D) Matriz de huevo de gallina, dia 1. E) Matriz de huevo de gallina, dia 2. F)

Matriz de huevo de gallina, dia 3.

6.2.4. Linealidad y sensibilidad analitica

6.2.4.1. Matriz de musculo de pollo

Se realizaron tres curvas de calibracion. Para cada curva de calibracion se
realizé la regresion lineal correspondiente, obteniéndose como resultado 3
ecuaciones por cada curva. Las tres ecuaciones representan tres analisis

independientes de la relacién concentracion-respuesta. En la Tabla 15 se
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describen los datos obtenidos de las areas de las tres curvas de calibracion,

los residuales y los resultados de la regresion lineal.

Tabla 15. Datos experimentales para la curva de calibracion en matriz de musculo

de pollo y parametros de la regresion lineal.

Concentracion Area Area Ajustada Residuales
0.225447 0.224413 0.001034
0.05 0.2254427 0.2253269 0.000116
0.2191236 0.2181405 0.000983
0.378739 0.378487 0.000251
0.10 0.3710733 0.3711766 -0.000103
0.3476894 0.3482702 -0.000581
0.500294 0.500463 -0.000169
0.15 0.4619876 0.4619705 0.000017
0.4455226 0.4458675 -0.000345
1.109394 1.110340 -0.000946
0.30 1.1812650 1.1812381 0.000027
1.1774432 1.1778473 -0.000404
3.277187 3.277009 0.000178
1.00 3.4007130 3.4008581 -0.000145
3.4325898 3.4323450 0.000245
6.415175 6.416272 -0.001096
2.00 6.2745010 6.2743871 0.000114
6.2987933 6.2984525 0.000341
9.710356 9.709608 0.000748
3.00 9.8182199 9.8182452 -0.000025
9.9190736 9.9193124 -0.000239
Curva Pendiente Intercepto R
1 3.203467 0.067672 0.999917
2 3.247339 0.058257 0.999237
3 3.212434 0.075877 0.999357
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Figura 10. Grafica de linea ajustada del promedio de las tres
curvas de calibracion.

Ecuacion:

Area = 3.221 x Concentracién + 0.067267 ..(19)

Donde la pendiente del promedio de las 3 curvas de calibracion equivale a 3.221.

Coeficiente de correlacion:

R =0.99948

Coeficiente de determinacion:

R2=0.99895

Ambos coeficientes, mayores a 0.99, representan una fuerte correlacion entre area

y concentracion.
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Analisis de los residuales:
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Figura 11. Residuales de la matriz musculo de pollo

La figura de residuales muestra una distribucion aleatoria, pues no presenta

tendencias de ningtn tipo (Figura 11).

La Tabla 16 muestra los resultados del andlisis de varianza de la regresion,

considerando los supuestos del analisis de varianza de la regresion descritos en el

Anexo 8.
Tabla 16. Analisis de varianza de la regresion.
GL Suma de | Promedio de los F Valor critico Nivel de P
cuadrados cuadrados para F Aceptacion
Regresion | 1 245.9627 245.9626757 | 18130.48 | 8.8309E-30 Existe
Error | 19 | 0.2578 0.013566247 rela‘)’één ;ntfe 0.000
e

Total 20 | 246.2204

GL: Grados de libertad

Como el valor F experimental es mayor que el F critico, la regresion es

significativa. Asimismo, el valor de p es < 0.05, por lo que se rechaza la hipotesis

nula. Por otro lado, el intercepto de la regresion contiene al valor cero pues

pertenece al intervalo de: [ -0.00385537524494152, 0.138392643]

A continuacion, se describen los resultados de la inferencia de los parametros de

la ecuacion de regresion en la Tabla 17:
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Tabla 17. Resultados de la inferencia de los parametros.

ftem Valor de P Criterio de aceptacion
Pendiente 0.000 p <0.05
Intercepto 0.062 p>0.050p=<0.05
Regresion 0.000 p <0.05

Se elaboraron tres curvas de calibracion de manera independiente. En la Tabla

18 se presentan los datos de las areas de las tres curvas, los residuales y los

6.2.4.2. Matriz de huevo de gallina

resultados de la regresion correspondiente a cada una de ellas.

Tabla 18. Datos experimentales para la curva de calibracion en matriz de huevo de

gallina y parametros de la regresion lineal.

Concentracion Area Area Ajustada Residuales
0.05 0.032579 0.032596 0.002023
0.05 0.037247 0.0373163 0.0066909
0.05 0.036729 0.0368899 0.0061736
0.10 0.057217 0.493931 0.000183
0.10 0.046556 0.3944986 -0.0104778
0.10 0.054400 0.0544578 -0.0026332
0.15 0.077803 0.077555 -0.005708
0.15 0.074897 0.0749423 -0.0086146
0.15 0.092694 0.0928877 0.0091831
0.30 0.105602 0.105654 -0.057343
0.30 0.162810 0.1629130 -0.0001352
0.30 0.149647 0.1494346 -0.0829790
1.00 0.649711 0.649753 0.096076
1.00 0.654881 0.6547011 0.0821246
1.00 0.507854 0.5079310 -0.0257804
2.00 0.980354 0.980299 -0.082838
2.00 0.932665 0.9329217 -0.1305263
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2.00 1.052784 1.0525380 -0.0104076
3.00 1.537292 1.537170 -0.055457
3.00 1.649691 1.6499359 0.0569424
3.00 1.677448 1.6772989 0.0846990
Curva Pendiente Intercepto R
1 0.5109 0.0086 0.9999
2 0.5299 0.0077 0.9999
3 0.5491 -0.0066 0.9999
Grafica de linea ajustada
Area = 0.00408 + 0.5296 concentracion
181 3 0.0607836
& R-cuadrado 99,0%
L > R-cuadrads(ajustads) 98.9%
141
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Figura 12. Grafica de linea ajustada del promedio de las tres curvas de calibracion.

Ecuacion de la regresion lineal:

Area = 0.5296 x Concentracién + 0.004077838,
Donde la pendiente del promedio de las 3 curvas de calibracion equivale a
0.52956.
Coeficiente de correlacion:
R =0.994762

Como se obtiene un r > 0.99; esto indica que existe una correlacion positiva.
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Coeficiente de determinacion:
R?=0.98955

Analisis de los residuales:
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Figura 13. Residuales de la matriz huevo de gallina.

La grafica de residuales muestra que su distribucion es aleatoria, por no presentar

tendencias de ningun tipo (Figura 13).

Dado el tratamiento estadistico de los datos mostrados en el Anexo 8, se

describen los siguientes resultados.

Tabla 19. Analisis de varianza de la regresion

GL Suma de Promedio de los F Valor critico | Nivel de p
cuadrados cuadrados para F Aceptacion
Regresion | 1 6.6480 6.6480 1799.3653 2.75E-20 Existe 0.000
Error | 19| 0.0702 0.0136 relacion
Total |20 6.7182 enre X e Y

GL: Grados de libertad

Segun los siguientes resultados el valor F experimental es mayor que el F critico. Por lo

tanto, se concluye que la regresion es significativa. Asimismo, el valor de p es < 0.05,

entonces se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que la variable independiente tiene un

efecto significativo sobre la variable dependiente. Asimismo, el intercepto de la regresion
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contiene al valor cero pues pertenece al intervalo de: [-0.0330391261224566,
0.0411948011719749].

En la siguiente tabla se describen los resultados de la inferencia de los pardmetros de

regresion lineal.

Tabla 20. Resultados de la inferencia de los parametros.

Item Valor de P Criterio de aceptacion
Pendiente 0.000 p <0.05
Intercepto 0.821 p>0.050p=<0.05
Regresion 0.000 p <0.05

6.2.5. Limite de deteccion y cuantificacion

En las Tablas 21 y 22 se muestra el promedio, la desviacion estandar y el

porcentaje de recuperacion a partir de la adicion de blancos fortificados con el

Spiked teorico de 0.05 pg/Kg para ambas matrices. Se evaluaron en 7 réplicas

en 3 dias diferentes y con asignacion aleatoria de los analistas.

Tabla 21. Limite de deteccion (LOD) en matriz de musculo de pollo.

ftem Dia 1 Dia 2 Dia 3
Cloranfenicol | Analista | Cloranfenicol | Analista | Cloranfenicol | Analista
(ng/Kg) (ng/Kg) (ng/Kg)
LD-1 0.042 1 0.037 2 0.045 1
LD-2 0.041 1 0.036 2 0.035 1
LD-3 0.038 1 0.055 2 0.054 1
LD -4 0.037 1 0.037 2 0.039 1
LD-5 0.043 1 0.049 2 0.055 1
LD-6 0.056 1 0.039 2 0.038 1
LD -7 0.036 1 0.041 2 0.035 1
Promedio 0.042 0.042 0.043
Desviacion estandar 0.00677 0.00723 0.00854
Spiked;esrico (HE/KE) 0.05 0.05 0.05
% Recuperacion 83.7 84.0 86.0
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Tabla 22. Limite de deteccion (LOD) en matriz de huevo de gallina.

ftem Dia 1 Dia 2 Dia 3
Cloranfenicol | Analista | Cloranfenicol | Analista | Cloranfenicol | Analista
(ng/Kg) (ng/Kg) (ng/Kg)
LD-1 0.036 1 0.045 2 0.052 1
LD-2 0.040 1 0.053 2 0.054 1
LD-3 0.050 1 0.035 2 0.039 1
LD -4 0.056 1 0.039 2 0.047 1
LD-5 0.047 1 0.054 2 0.038 1
LD-6 0.053 1 0.051 2 0.049 1
LD -7 0.037 1 0.035 2 0.044 1
Promedio 0.046 0.045 0.046
Desviacion estandar 0.00798 0.00832 0.00615
Spikedeorico(M&/Kg) 0.05 0.05 0.05
% Recuperacion 91.1 89.1 92.3

6.2.5.1. LOD y LOQ para matriz musculo de pollo

El limite de deteccion fue igual a 0.024 pg/Kg y el limite de cuantificacion
fue igual a 0.075 pg/Kg, lo que significa que en lo que respecta a la matriz
musculo de pollo, el LOD y LOQ cumplen con el criterio de aceptacion de

la FDA [47].

Los valores obtenidos para el limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ) del método analitico para la determinacion del
cloranfenicol (CFC) en muestras de musculo de pollo. Para una
concentracion de CFC de 0.05 microgramos por kilogramo (pg/Kg), se

calcul6 una desviacion estandar (DS) de 0.00752 pg/Kg.
Con base en estos datos, el limite de deteccion del método fue determinado

como 0.024 pg/Kg, valor que indica la menor concentracion del analito que

puede ser detectada. Por su parte, el limite de cuantificacion fue establecido
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en 0.075 ng/Kg, que representa la concentracion minima a partir de la cual

el analito puede ser cuantificado con un nivel de certeza adecuado.

Estos valores se encuentran dentro de los criterios de aceptacion
especificados para el método, donde el LOD debe ser menor o igual a 0.2
ug/Kg y el LOQ menor o igual a 0.4 pg/Kg, cumpliendo con los requisitos

establecidos.

6.2.5.2. LOD y LOQ para matriz de huevo de gallina

Los valores de LOD y LOQ obtenidos para matriz de huevo de gallina
cumplen con los estandares establecidos por la FDA, siguiendo el mismo

criterio de aceptacion del Instituto de Salud Publica de Chile [42, 47].

Los resultados obtenidos para el limite de deteccion (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ) del método analitico utilizado para la deteccion del
cloranfenicol (CFC) en muestras de matriz de huevo de gallina. Para una
concentracion estandar de 0.05 microgramos por kilogramo (pg/Kg) de

CFC, la desviacion estandar (DS) calculada fue de 0.00748 ng/Kg.

El limite de deteccion del método, definido como la concentracion minima
detectable del analito, se establecid en 0.02 pg/Kg, evidenciando una alta
sensibilidad del método para identificar incluso pequefias cantidades de
cloranfenicol en la matriz estudiada. Por otro lado, el limite de
cuantificacion, que determina la menor concentracion a partir de la cual el

analito puede ser cuantificado con exactitud y precision, fue de 0.075 pg/Kg.
Estos parametros cumplen con los criterios de aceptacion estipulados para

el método, donde el LOD debe ser igual o inferior a 0.2 pg/Kg y el LOQ
igual o inferior a 0.4 ng/Kg [47].
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6.2.6. Robustez
Los resultados de robustez del método se presentan en las Tablas 23, 24, 25 y
26 correspondientes a las dos matrices analizadas. En ellas, se muestran los
resultados de ocho pruebas realizadas con diferentes combinaciones de factores
que podrian influir en el desempefio del método. Cada combinacion fue

evaluada por duplicado.

6.2.6.1.Robustez en matriz de pollo

A continuacion, se muestran los resultados para la matriz de pollo.

Tabla 23. Robustez por cada ensayo en musculo de pollo.

Robustez
FACTOR Ensayos
1 2 3 4 5 6 7 8
Gradiente A A A A a a A A
Fases moviles B B b B B B B B
Volumende | | | c | c|c¢| c| c
extraccion
Agitacion en
vortex después | D D d D d d D D
de la extraccion
Limpieza E e E E e E E E
Agitacion en
vortex después | F f f F F f F F
de la limpieza
Reconstitucion | G g G G g G G G
Respuesta
Cloranfenicol |0.151]0.166| 0.148 | 0.169 | 0.126 |0.155] 0.131 | 0.146
(ng CFC/Kg)
Promedio 0.149
Desviacion
estandar (s) 0.0152
s *\2 0.0215

Asimismo, en la Tabla 24 se presentan los resultados por cada factor evaluado
para la matriz pollo, asi como las diferencias observadas entre las condiciones
nominales (representadas con letras mayusculas) y sus respectivas variaciones

(letras mintsculas).
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Tabla 24. Calculo de la diferencia de respuesta para cada factor.

Condicion | Promedio | Variacion | Promedio Diferencia de Valor Diferencia de
nominal respuesta respuesta< g x /2
A 0.158 A 0.139 A-a 0.079 | Cumple con el criterio
de aceptacion
B 0.149 B 0.148 B-b 0.00] | Cumple con el criterio
de aceptacion
C 0.139 C 0.159 C-c 0.020 | Cumple con el criterio
de aceptacion
D 0.148 D 0.149 D-d 0.00] | Cumple con el criterio
de aceptacion
E 0.150 E 0.148 E-e 0.002 Cumple con el criterio
de aceptacion
F 0.148 F 0.150 F-f 0.002 Cumple con el criterio
de aceptacion
G 0.151 G 0.146 G-g 0.005 | Cumple con el criterio
de aceptacion

Para cada factor evaluado, la diferencia entre la condicién nominal y su respectiva

variacion fue menor al valor de 0.0273, correspondiente al criterio de aceptacion

establecido (s* v2 ). Esto demuestra que ninguna de las modificaciones

introducidas afecto significativamente la respuesta del método por lo que cuenta

con la robustez necesaria para ser considerado adecuado.

6.2.6.2.Robustez en matriz de huevo de gallina

En la siguiente tabla se muestran los resultados de los 8 ensayos realizados

para la matriz huevo de gallina.

Tabla 25. Robustez por cada ensayo en matriz de huevo de gallina.

Robustez
Fact Ensayo
actor
10 1 | 2 3 4 5 6 7 8
Gradiente A A A A a a a A
Fases moviles B B b B B B b B
N - | . | C C c | ¢ | c C
extraccion
Agitacion en

vortex después | D D d D d d D D

de la extraccion
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Limpieza E e E E e E E
Agitacion en
vortex después | F f f F F f F
de la limpieza
Reconstitucion | G g g G g G G
Respuesta
Cloranfenicol |0.109|0.154| 0.167 | 0.146 | 0.111 | 0.134| 0.143 | 0.176
(ug CFC/Kg)
Promedio 0.143
i
s*V2 0.03403

En la Tabla 26 se presentan los resultados de los promedios correspondientes

a cada factor evaluado para la matriz huevo de gallina, asi como las diferencias

observadas entre las condiciones nominales (representadas con letras

mayusculas) y sus respectivas variaciones (letras minasculas).

Tabla 26. Calculo de la diferencia de respuesta para cada factor.

Condicion | Promedio | Variacion | Promedio | Diferenciade | Valor Diferencia de
nominal respuesta respuesta < g x /2
A 0.144 a 0.141 A-a 0.003 Cumple con el criterio
de aceptacion
B 0.127 b 0.158 B-b 0.031 Cumple con el criterio
de aceptacion
C 0.132 ¢ 0.153 C-c 0.020 Cumple con el criterio
de aceptacion
D 0.145 d 0.139 D-d 0.006 Cumple con el criterio
de aceptacion
E 0.146 € 0.138 E-e 0.008 Cumple con el criterio
de aceptacion
F 0.135 f 0.150 F-f 0.014 Cumple con el criterio
de aceptacion
G 0.133 g 0.152 G-g 0.019 Cumple con el criterio
de aceptacioén

Para cada factor evaluado, la diferencia entre la condicion nominal y su respectiva

variacion fue menor al valor de 0.03403, correspondiente al criterio de aceptacion

establecido (s*v2). Por lo que se demuestra que para la matriz huevo de gallina,

ninguna de las modificaciones introducidas afect6 significativamente la respuesta
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del método por lo que cuenta con la robustez necesaria para ser considerado

adecuado.

6.2.7. Rango de trabajo

Se realizaron 10 determinaciones de cada uno de los niveles seleccionados

(0.075, 0.150 y 3.000 pg/kg), con el fin de registrar la concentracién

experimental y el porcentaje de recuperacion de cada replica. Tanto en la

Tabla 27 y 28 se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos para

todos los niveles evaluados, los que se encuentran dentro del rango aceptable

(90.1 % a 112 %), evidenciandose una excelente exactitud y precision en todo

el rango de trabajo validado. En conjunto, estos resultados demuestran que el

método es confiable y adecuado para la cuantificacion de cloranfenicol en las

matrices analizadas.

Tabla 27. Niveles para determinacion del rango de trabajo en matriz de misculo

de pollo.

Concentracion 0.075 0.150 3.000
tedrica (ug/kg)

) Concentracion Recuperacién Concentracion Recuperacién Concentracion Recuperacion

Item Experimental (%) Experimental (%) Experimental (%)

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

1 0.076 101.33 0.147 98.00 3.109 103.63
2 0.077 102.67 0.143 95.33 3.128 104.26
3 0.080 106.67 0.148 98.67 3.143 104.77
4 0.074 98.67 0.148 98.67 3.049 101.62
5 0.076 101.33 0.148 98.67 3.096 103.19
6 0.078 104.00 0.143 95.33 3.078 102.59
7 0.081 108.00 0.145 96.67 3.289 109.63
8 0.077 102.67 0.147 98.00 3.291 109.70
9 0.079 105.33 0.147 98.00 3.228 107.60
10 0.082 109.33 0.149 99.33 3.061 102.03
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Tabla 28. Niveles para la determinacion del rango de trabajo en matriz de huevo

de gallina.

Concentracion 0.075 0.150 3.000
teorica(ug/kg)

) Concentracion Recuperacién Concentracion Recuperacién Concentracion Recuperacién

Item Experimental (%) Experimental (%) Experimental (%)

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

1 0.084 112.00 0.149 99.33 2.760 92.00
2 0.078 104.00 0.150 100.00 2.737 91.23
3 0.081 108.00 0.152 101.33 2.703 90.10
4 0.080 106.67 0.151 100.67 2.696 89.87
5 0.084 112.00 0.152 101.33 2.867 95.57
6 0.082 109.33 0.151 100.67 2.729 90.97
7 0.079 105.33 0.148 98.67 2.739 91.30
8 0.084 112.00 0.150 100.00 2.797 93.23
9 0.082 109.33 0.153 102.00 2.697 89.90
10 0.081 108.00 0.151 100.67 2.698 89.93

Las gréficas de linea ajustada mostradas en la Figura 14 (musculo de pollo) y
la Figura 15 (huevo de gallina) muestran la regresion lineal entre la
concentracion tedrica y la experimental de cloranfenicol. Estos resultados
respaldan que la respuesta del método es proporcional a la concentracion del
analito en todo el rango evaluado, ya que tanto el coeficiente de determinacion
como el coeficiente de correlacion superan ampliamente los criterios de
aceptacion establecidos (R* > 0.991 y r > 0.995). Asimismo, estos resultados
indican una excelente exactitud y precision, sin sesgos significativos, en el

rango de 0.075 a 3.00 pg/kg.
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Figura 15. Grafica de linea ajustada para rango de trabajo en musculo de

pollo.
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Figura 14. Grafica de linea ajustada para rango de trabajo en huevo de
gallina.

6.2.8. Limite de decision e incertidumbre

De los andlisis realizados durante 3 dias consecutivos se obtuvieron las siguientes

areas que corresponden a las sefiales detectadas de medida del analito. A partir de

ello se obtuvieron tres curvas de calibracion independientes para ambas matrices,

construidas a partir de la relacion entre la concentracion de cloranfenicol y el area

de respuesta analitica. Estos resultados se presentan en la Tabla 29.
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Tabla 29. Determinacion del CCa en matriz pollo.

jftem | Concentracion Area
CFC (ng/Kg) Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 0.150 99.668 110.248 101.717
2 0.150 101.022 109.363 93.862
3 0.150 98.944 101.919 97.465
4 0.150 99.841 111.897 91.923
5 0.150 102.604 90.954 95.357
6 0.225 129.591 116.395 100.006
7 0.225 130.894 111.616 105.052
8 0.225 127.376 115912 96.184
9 0.225 133.858 115.127 110.190
10 0.225 130.396 116.316 99.871
11 1.000 446.091 463.443 470.568
12 1.000 427.166 478.194 477.120
13 1.000 436.725 468.854 483.612
14 1.000 424.832 490.787 476.292
15 1.000 459.744 485.224 485.349
Promedio 398.156640 | 450.0857385 | 464.5444704
Intercepto 40.762 26.127 12.722

En el caso especifico del cloranfenicol (CFC), se considerd el valor de
referencia que corresponde a 0.15 pg/kg. Se realizaron tres andlisis en dias
consecutivos, obteniéndose curvas de calibracion independientes para cada

dia. Cada curva se construyo a partir de la relacion entre la concentracion de

CFC y el area de respuesta obtenida.

A continuacidn, se presentan las tres curvas de calibracion para matriz de

pollo utilizadas en los tres diferentes dias.
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Area ajustada

Curvas de calibracion de CFC
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y =464.54x +12.722
R?=0.995

y =450.09x + 26.127
R?=0.9951

y =398.16x + 40.762
R?=0.9976

Figura 16. Curvas de calibracion para matriz pollo de 3 dias.

Tabla 30. Determinacion del CCa en matriz huevo de gallina

, Concentracion Area ajustada
Item
(ng/kg) Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 0.150 114.163 104.683 99.908
2 0.150 109.902 104.831 96.500
3 0.150 133.768 98.976 82.212
4 0.150 100.998 103.903 92.483
5 0.150 121.690 92.316 90.069
6 0.225 124.160 104.204 100.006
7 0.225 115.710 131.555 105.052
8 0.225 118.214 104.192 96.184
9 0.225 123.929 106.942 105.958
10 0.225 130.313 103.386 99.871
11 1.000 844.686 922.291 1076.311
12 1.000 907.740 955.898 997.137
13 1.000 830.275 887.791 1040.865
14 1.000 885.839 951.754 1022.748
15 1.000 851.073 884.408 1002.680

Pendiente: 911.196388 997.3929821 1139.498826

Intercepto: -50.134 -79.996 -115.071
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Curvas de calibracion de CFC
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Figura 17. Curvas de calibracion para matriz huevo de gallina de 3 dias.

A partir de ello, aplicando el calculo matematico, se expresan los resultados resumidos
utilizando valores del promedio de la pendiente, promedio del intercepto y desviacion

estandar del intercepto, se obtiene lo siguiente:

Tabla 31. CCa para ambas matrices.

Matriz Musculo de pollo Huevo de gallina
Promedio de la pendiente 437.596 1016.029
Promedio del intercepto 26.537 -81.734
Desviacion estandar del intercepto 14.024 32.503
CCa (concentracion) 0.07 0.07

CCoa (ng/kg) 0.075 0.075

Criterio de aceptacion

CCa<0.15 pg/kg

CCa<0.15 pg/kg
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6.3.

DETERMINACION DE CLORANFENICOL EN MUESTRAS
OBTENIDAS EN MERCADOS DE LIMA SUR

6.3.1. Analisis de las muestras de los mercados

Una vez validado el método, se procedio a la determinacion de cloranfenicol en
muestras de muasculo de pollo y huevo de gallina procedentes de mercados de
cuatro distritos de Lima Sur. Se recolectaron un total de siete muestras de cada
matriz en cada uno de cuatro mercados distintos en cada distrito: Mercado
Ciudad de Dios de San Juan de Miraflores, Mercado Miguel Grau de Villa Maria
del Triunfo, Mercado Cuaves de Villa El Salvador y Mercado Mach de
Chorrillos.

Los resultados mostrados en las siguientes tablas por cada matriz se expresan en
pg/kg. Estos fueron evaluados tomando como comparativo al limite de
cuantificacion (0.075 pg CFC/kg) y al limite de deteccion (0.02 pg CFC/kg);
asimismo, la normativa de la Unién Europea especifica que, para sustancias no
autorizadas o prohibidas, como el cloranfenicol, en las que no se hayan
establecido un LMR, se utiliza el limite de decision (CCa) para determinar si una
muestra es no conforme. EI CCa es el nivel de concentracion en el que se puede
decidir, con certeza estadistica (1-a), que el analito esta presente. Un CCa de
0.075 pg/kg significa que, si la concentracion medida estd por encima de este

valor, se puede concluir estadisticamente que la muestra contiene cloranfenicol.

El contraste de los resultados con estos criterios nos permite determinar si las
muestras exceden los niveles permitidos, lo que podria indicar un riesgo para la
salud publica. Adicionalmente, la identificacion de residuos que se encuentren
por debajo del limite de cuantificacion, pero por encima del limite de deteccion
permite el monitoreo de tendencias, asi como asegurar que las practicas
productivas cumplan con las normativas vigentes, previniendo asi la

acumulacion de residuos que podrian poner en peligro la inocuidad alimentaria.
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Tabla 32. Concentracion de cloranfenicol en muestras de huevos de gallina

provenientes de 4 mercados de Lima Sur.

Concentracion de cloranfenicol (pg/kg)
Ne Analito Mercado Mercado Mercado Mercado
Muestra Ciudad de Dios | Miguel Grau Cuaves Mach

1 Cloranfenicol 0.179 ND <LC ND

2 Cloranfenicol 0.123 <LC 0.334 <LC

3 Cloranfenicol 0.104 0.112 0.111 0.08

4 Cloranfenicol 0.130 ND 0.156 <LC

5 Cloranfenicol ND 0.147 <LC ND

6 Cloranfenicol 0.128 <LC <LC ND

7 Cloranfenicol <LC 0.139 0.117 <LC
Mercado Ciudad de Dios (San Juan de Miraflores), Mercado Miguel Grau (Villa Maria

del Triunfo), Mercado Cuaves (Villa el Salvador), Mercado Mach (Chorrillos)

ND: No

detectable, LC: Limite de cuantificacion

Los resultados obtenidos para la matriz de huevo de gallina evidencian
variabilidad en las concentraciones de cloranfenicol en las muestras provenientes

de cuatro mercados de Lima Sur expresados en la Tabla 32.

En el Mercado Ciudad de Dios (San Juan de Miraflores), se detecto la presencia
de cloranfenicol en seis muestras, con concentraciones que oscilaron entre 0.104
ng/kg y 0.179 pg/kg. Asimismo, se registré una muestra con concentracion no
detectable y otra cuya concentraciéon estuvo por debajo del limite de

cuantificacion.

En el Mercado Miguel Grau (Villa Maria del Triunfo), se identificaron tres
muestras con concentraciones detectables de cloranfenicol, especificadas en 0.112
ng/kg, 0.139 pg/kg y 0.147 pg/kg. Dos muestras presentaron niveles no
detectables, mientras que otras dos se encontraron por debajo del limite de

cuantificacion.

En cuanto al Mercado Cuaves (Villa El Salvador), se observaron cuatro muestras
con concentraciones detectables de cloranfenicol, con valores de 0.111 pg/kg,
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0.117 pg/kg, 0.156 pg/kg y 0.334 ng/kg. Las restantes tres muestras presentaron

niveles por debajo del limite de cuantificacion.

En el Mercado Mach (Chorrillos) se detectd cloranfenicol en una muestra, con
una concentracion de 0.08 pg/kg; tres muestras presentaron registros por debajo

del limite de cuantificacion y tres no mostraron presencia detectable del analito.

Tabla 33. Concentracion de cloranfenicol en muestras de musculo de pollo

provenientes de 4 mercados de Lima Sur.

Concentracion de cloranfenicol (pg/kg)
N° Analito Mercado Ciudad Mercado Mercado Mercado
Muestra de Dios Miguel Grau Cuaves Mach
1 Cloranfenicol <LC 0.32 <LC ND
2 Cloranfenicol <LC 2.24 <LC <LC
3 Cloranfenicol <LC ND ND 0.10
4 Cloranfenicol <LC 0.63 <LC <LC
5 Cloranfenicol ND <LC <LC ND
6 Cloranfenicol <LC ND ND 0.22
7 Cloranfenicol <LC <LC ND <LC
Mercado Ciudad de Dios (San Juan de Miraflores), Mercado Miguel Grau (Villa Maria
del Triunfo), Mercado Cuaves (Villa el Salvador), Mercado Mach (Chorrillos)

ND: No detectable, LC: Limite de cuantificacién

Los analisis realizados sobre la matriz de musculo de pollo provenientes de cuatro
mercados de Lima Sur, reportados en la Tabla 33, mostraron variabilidad en la

concentracion de cloranfenicol.

En el Mercado Ciudad de Dios (San Juan de Miraflores), seis de las siete muestras
presentaron concentraciones por debajo del limite de cuantificacion, mientras que

una muestra no registrd presencia detectable del analito.

Se identificaron en el Mercado Miguel Grau (Villa Maria del Triunfo) tres
muestras con concentraciones detectables de cloranfenicol, con valores de 0.32

ng/kg, 0.63 pg/kg y 2.24 pg/kg. Dos muestras evaluadas en este mercado se

73




determinaron con niveles por debajo del limite de cuantificacion y otras dos

muestras fueron no detectables.

En el Mercado Cuaves (Villa El Salvador), cuatro de las siete muestras analizadas
se encontraron por debajo del limite de cuantificacion, y las tres muestras restantes

resultaron no detectables.

Finalmente, en el Mercado Mach (Chorrillos), se detectaron concentraciones de
cloranfenicol en dos muestras, con valores de 0.10 pg/kg y 0.22 pug/kg, mientras
que tres muestras presentaron niveles por debajo del limite de cuantificacién y dos

no detectables.

VII. DISCUSION

Nuestro estudio logr6é desarrollar, optimizar y validar con éxito el método para la
determinacion de cloranfenicol en musculo de pollo y huevos de gallina mediante UPLC-
MS/MS. El método desarrollado y optimizado cumpli6 con los pardmetros de validacion
establecidos. Asimismo, las muestras de huevo de gallina y musculo de pollo obtenidas
en los mercados y evaluadas utilizando nuestro método validado, mostraron

concentraciones variables de cloranfenicol.

Para el desarrollo del método que se describe en el presente estudio, se buscd mejorar las
condiciones espectrométricas y cromatograficas para un equipo UPLC-MS/MS. La
UPLC proporciona una separacion de mayor capacidad de pico que el HPLC, esto quiere
decir que la UPLC es capaz de lograr picos mas definidos y separados en el
cromatograma. Un pico mas definido indica que los compuestos se separan mejor, lo cual
es crucial para la identificacion y cuantificacién precisa para la deteccion del

cloranfenicol.

Una de las modificaciones realizadas en las condiciones cromatograficas fue el de las
fases moviles. Estas son utilizadas en cromatografia para separar los componentes de una
muestra. El método de referencia utilizé fase movil A: 0.1% de 4cido férmico en agua 'y

fase B: 0.1% de 4cido formico en ACN, con pH igual a 2 y 6 respectivamente. Sin
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embargo, las fases moviles fueron cambiadas por fase A: Agua: ACN (95:5) y fase B:
ACN 100%, ambas con un pH igual a 7 para mejorar la forma y la resolucion del pico,

que indican una mejor recuperacion del cloranfenicol.

Otro de los cambios realizados fue el volumen de inyeccion. El modelo de espectrometro
de masas utilizado para la optimizacion y desarrollo del método es el Xevo TQ-XS. Este
nos proporciona una mayor sensibilidad en comparacion con el equipo utilizado en el
método de referencia (Micromass Xevo TQ-S) [37]. La optimizacion permitié una
reduccion del volumen de inyeccion a 2 pL.

También se realizé una reduccion del tiempo de corrida total. A diferencia del método de
referencia, que demora 7.5 minutos en realizar el andlisis, nuestro método analiza
cloranfenicol en solo 4 minutos. Esto permite incrementar la eficiencia en la
productividad, y la optimizacion de recursos en el laboratorio (reactivos), lo que
representa una ventaja significativa en términos de aplicabilidad practica y eficiencia

analitica.

Adicionalmente, se realizd la optimizacién del método de extraccion utilizado en el
articulo de referencia. Para analizar la eficiencia del método optimizado se evalu6 el
porcentaje de recuperacion. La recuperacion obtenida en el método de referencia en la
matriz de pollo fue de 96% para una concentracion de 0.1 pg/kg (Anexo 4) [37], en
comparacion con el método optimizado que resulto de 88.13% para 0.075 pg/kg y 92%
para una concentracion de 0.15 pg/kg. Si bien los resultados fueron menores a los
obtenidos en el método de referencia, estos se encuentran dentro del rango de aceptacion
descrita en la regulacion 2021/808 de la Unidon Europea (50 a 120 %). [40]

Por otro lado, el porcentaje de recuperacién en la matriz de huevo de gallina para el
método de referencia fue de 90.9% para una concentracion de 0.1 pg/kg; mientras que el
método optimizado propuesto obtuvo un resultado de 110.43% para una concentracion
de 0.075 pg/kg y 99,08% para una concentracion de 0,15 pg/kg, lo que nos muestra un

resultado favorable, de acuerdo con la normativa 2021/808 de la Unidon Europea. [40]

Se realizaron cambios sustanciales para la mejora del método desarrollado por Zhiwen
Zhang y colaboradores [37]. Entre ellos se incluye la omision del paso de derivatizacion,

esencial para la separacion de analitos como los nitrofuranos. Sin embargo, nuestro
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método solo detecta cloranfenicol, por lo que se omiti6 este paso. Asimismo, se cambid
el orden del proceso de limpieza y extraccion. La reduccion del volumen total del solvente
de extraccion (30 mL a 10 mL) se realizd con el objetivo de desarrollo sostenible,
buscando usar menor cantidad de solvente sin que este afecte la eficiencia del método.
También se realizo la sustitucion de la sal utilizada (tierra de diatomeas) por sulfato de
sodio anhidro y se omitio la limpieza con hexano y la reduccion de la cantidad de sales
(sulfato de sodio anhidro: 4g a 2g y C18: 4g a 100 mg). Si bien los resultados de
recuperacion obtenidos con tierra de diatomeas fueron comparables a los obtenidos con
sulfato de sodio anhidro, se observd que la manipulacion del extracto presentaba
complicaciones al emplear tierra de diatomeas, dificultando el proceso de separacion y
aumentando el riesgo de pérdida del analito o variabilidad entre replicados. En cambio,
el uso de sulfato de sodio anhidro permitié un manejo mas controlado y reproducible del
procedimiento. De esta manera se facilitd la separacion del extracto sin inconvenientes
operativos. Por lo tanto, el cambio se realizo con base en criterios de mejor desempefio
practico y robustez del método, manteniendo los pardmetros de validacion dentro de los
criterios de aceptacion establecidos.

Finalmente, se redujo el volumen tomado para evaporar con el gas nitrégeno (30 mL a 5
mL), ya que, al utilizarse menor volumen de solvente de extraccion, era necesaria también

la reduccion del volumen de evaporacion con el gas nitrogeno.

Una vez desarrollado el método en el laboratorio LaCCSA del CITEacuicola de la UPCH,
se procedio a realizar la validacion teniendo como referencia las regulaciones de la
Comisién Europea, el Instituto de Salud Publica de Chile, la FDA y la Eurachem.
[40,42,47,49] Los criterios empleados y examinados para llevar a cabo la validacion
incluyeron los siguientes pardmetros: veracidad, precision, selectividad, linealidad, limite
de cuantificacion y limite de deteccion, robustez, rango de trabajo, sensibilidad, limite de

decision e incertidumbre.

El parametro de veracidad fue determinado y analizado con respecto al criterio de
decision, estipulado por la normativa de la Unidon Europea (2021/808). [40] Este fue
evaluado mediante la comparacion entre el promedio de los resultados obtenidos de 30
muestras en tres niveles y la concentracion agregada del analito, conforme a las

recomendaciones internacionales para la validacion de métodos analiticos. [42, 43, 44]
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Este parametro expresa el grado de concordancia entre el valor promedio medido y el
valor verdadero y su evaluacion permite identificar la presencia del sesgo, es decir, para
considerar este método veraz la diferencia entre el resultado medio y el valor referencial
deber ser minima, ademads de encontrarse dentro de los limites de aceptacion establecidos
por la norma o guias técnicas reconocidas internacionalmente. Los resultados reportados
para este parametro se estiman a través del porcentaje de recuperacion, los cuales se
encontraron dentro del rango de aceptacion (50 a 120%). Asi mismo, se realizo la prueba
t de student aplicada y que tiene criterio de decision (valor de p menor a 0.05). Los
resultados obtenidos en esta prueba arrojaron para el criterio de aceptacion > 50% el valor
de p es igual 0.000 y para el criterio de aceptacion <120% valor de p es igual 0.000, ello
se puede observar en los Anexos 6 y 7, evidenciandose que los analistas reportan
resultados similares (veraces) comparandose con el valor de referencia dado de

concentracion conocida [40].

En lo que respecta al analisis de la reproducibilidad y la repetibilidad a través de célculos
matematicos para determinar el pardmetro de precision, de acuerdo al cumplimiento del
criterio de aceptacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) [47] y el cumplimiento de la normativa estipulada por el Instituto de Salud
Publica de Chile [42]. Los resultados obtenidos por ambos analistas en los tres niveles
evaluados (0.075, 0.15 y 0.225 pg/kg) fueron cercanos entre si, con varianzas y
desviaciones estandar que indican poca dispersion y buena consistencia en las
mediciones, expresadas en las Tablas 10 y 11. Asimismo, al evaluar el porcentaje de
desviacion estandar relativa experimental (RSDgy, ) tanto en la repetibilidad como la
reproducibilidad, se observaron que en todos los casos estos valores son
considerablemente menores que los limites tedricos establecidos por el RDS de Horwitz,
expresados en la Tabla 12. El cumplimiento del criterio de aceptacion de la FDA, que
expresa que el RSD experimental sea inferior al RSD de Horwitz, confirma que el método
es preciso para los tres niveles de concentracion evaluados en ambas matrices. Asi como,
la precision intermedia evaluada confirma que la variabilidad entre los dos analistas
durante los tres dias se mantuvo dentro de los limites aceptables, lo que evidencia la

reproducibilidad del método en condiciones reales del laboratorio.
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Asimismo, se ha demostrado que el método es selectivo, utilizando un método analitico
a través de enfoques estadisticos y visuales, destacando su importancia para asegurar que
las mediciones correspondan Unicamente al analito de interés. Se tomaron como
referencia el célculo del porcentaje de recuperacion, encontrando un valor cercano al
100%, lo que indica una buena capacidad del método para detectar el analito sin
interferencias. Ademas, se realizaron pruebas de normalidad y t de Student, que
confirmaron la aleatoriedad de las variaciones en las mediciones y la ausencia de sesgos,
respectivamente. Asi como, el analisis visual de los cromatogramas mostré claramente la
presencia del analito sin interferencias, lo que refuerza la selectividad del método. En
conjunto, estos resultados validan la fiabilidad del método analitico para la determinacion

del analito en muestras complejas.

Se cumplieron satisfactoriamente con los criterios de linealidad y sensibilidad analitica
para la determinacion de cloranfenicol en ambas matrices, teniendo en cuenta las
normativas, del Instituto de Salud Publica de Chile, Eurachem y Validacion de Métodos
en Analisis Quimicos Cuantitativos. Con los resultados obtenidos en la Tabla 16 y 19, se
puede afirmar la significancia de la regresion para ambas matrices ya que los valores de
F experimentales son mayores que los valores criticos para F. Asimismo el valor de la
pendiente presenta un valor de P de 0.821 para la matriz de huevo de gallina y de 0.062
para la matriz de musculo de pollo. Esto indica que ambas pendientes son
significativamente diferentes a cero. Segun los resultados obtenidos para el coeficiente
de correlacion y determinacién para ambas matrices se puede afirmar que los datos

experimentales se ajustan al modelo de regresion lineal.

Los valores del limite de cuantificacion y del limite de deteccidn demuestran que nuestros
resultados cumplen con los pardmetros del Instituto de Salud Publica de Chile [42]. De
acuerdo al concepto del Limite de Deteccion (LD) se define como la menor concentracion
de un analito que puede ser detectada con un nivel de confianza conocido, y en este
estudio, el calculo del LD estimado para la matriz mtsculo de pollo fue de 0.024 pg/Kg
y para la matriz huevo de gallina fue de 0.02 pg/Kg, lo que indica la capacidad del método
para detectar niveles muy bajos de cloranfenicol, un aspecto critico para la seguridad
alimentaria. Por otro lado, el Limite de Cuantificacion (LC) se refiere a la menor

concentracion que puede ser cuantificada con precision y el LC calculado para ambas
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matrices fue de 0.075 pg/Kg, lo que demuestra que el método es capaz de cuantificar
concentraciones muy bajas, incluso por debajo de los limites establecidos por normativas
de salud. Se verificé el LD calculado, confirmando su validez al ser menor que el
cloranfenicol tedrico afiadido. Ambos limites se calcularon considerando la desviacion
estandar de los resultados y un nivel de confianza del 99%, lo que asegura un analisis

robusto.

Los resultados del parametro de robustez indican que, ante variaciones menores, el
método cumple con los criterios de aceptacion. Asimismo, en este parametro se busco
comparar las condiciones del método de referencia con las condiciones de nuestro método

desarrollado, dando como resultado un método robusto para ambas matrices.

Con respecto al pardmetro del rango de trabajo, se determind el criterio de aceptacion
basado en la guia de Eurachem. Este indica que el rango debe abarcar desde el limite de
cuantificacion (LOQ) hasta el mayor nivel de concentracion. [49] Para evaluar ello se
realizaron las graficas de linea ajustada para ambas matrices, en el cual la grafica de la
linea ajustada el R cuadrado fue mayor al criterio de decision y que el r mayor al criterio
de decision, lo que comprueba la linealidad de los datos. Estos resultados son consistentes
con las recomendaciones internacionales como la USP y ICH que establecen que un
método debe demostrar linealidad, precision y exactitud en el rango de trabajo para ser
considerado apto para su uso en el andlisis de muestras reales. Asi como la ausencia de
sesgos significativos y la baja dispersion de los resultados refuerzan la robustez del

método [51, 52].

Tanto para el limite de decision (CCa) como para la incertidumbre en ambas matrices,
nuestro método cumple con el criterio de aceptacion de la normativa de la Comision
Europea, que dictamina que para sustancias prohibidas como el antibidtico cloranfenicol,
que no posee un LMR establecido, el limite de decision debe evaluarse en el nivel de
concentracion mas bajo posible, cuyo fin es garantizar la deteccion temprana. Para ello,
se utilizaron los blancos fortificados de tres concentraciones diferentes (0.15, 0.225y 1.0
ug/kg), tomando 0.15 pg/kg como valor de referencia para cloranfenicol, lo que se alinea
con los valores recomendados para asegurar la sensibilidad del método. Ademas, estos

resultados obtenidos a partir de tres series de analisis independientes en tres dias
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diferentes reflejan una buena repetibilidad y linealidad en las curvas de calibracion
realizadas en ambas matrices, con coeficientes de correlacion elevados y parametros
consistentes. El calculo del CCa arrojé un valor de 0.075 pg/kg para ambas matrices,
inferior al valor de referencia de 0.15 pg/kg, lo que indica que el método es
suficientemente sensible para detectar concentraciones por debajo del umbral establecido.
Este resultado es crucial para la vigilancia sanitaria, ya que permite identificar la
presencia de cloranfenicol incluso en niveles muy bajos, contribuyendo a la seguridad

alimentaria y al cumplimiento normativo. [39]

Este estudio no realiza una comparacion experimental directa. En cambio, se aplica un
método validado de UPLC-MS/MS que ha sido evaluado en profundidad mediante varios
parametros de validacion, siguiendo estrictamente las normativas internacionales y
nacionales.. Cabe remarcar que todos los parametros evaluados cumplen
satisfactoriamente con los criterios de aceptacion, lo que garantiza la confiabilidad y
aplicabilidad local del método para la determinacion de residuos de cloranfenicol en

musculo de pollo y huevo de gallina comercializados en Lima Sur.

Finalmente, se llevo a cabo la determinacion de los niveles de cloranfenicol en muestras
de musculo de pollo y huevo de gallina adquiridos en mercados del sector Lima Sur
aplicando el método validado, a través del cual se detectaron concentraciones de
cloranfenicol en diferentes muestras. Para la matriz huevo de gallina, de las 28 muestras
evaluadas, el 46.43% presentaba concentraciones superiores al CCq. Por otro lado, para
la matriz mtsculo de pollo, el 17.86 % de las muestras superan el CCa. Esto revela el uso
indebido del medicamento en la crianza de animales destinados al consumo humano.
Estos hallazgos coinciden con lo reportado en un estudio realizado en 2018 en otras zonas
de la ciudad de Lima, donde también se identifico la presencia de cloranfenicol en
muestras de musculo de pollo [17]. Si bien las condiciones geograficas, temporales y
metodoldgicas no son directamente comparables, la coincidencia de resultados sugiere
que la deteccion de este antibidtico en productos avicolas podria no ser un hecho aislado,

sino un problema recurrente que requiere una vigilancia continua.

La presencia de cloranfenicol en productos animales destinados al consumo humano

depende de diversos factores, entre ellos sus caracteristicas de absorcion, distribucion y
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eliminacion en los animales expuestos. Un estudio farmacocinético desarrollado por
Anadon y colaboradores (1994) evidenci6 una absorcion rapida tras la administracion oral
de dosis de 30 y 50 mg/kg, con concentraciones plasmaticas maximas a los cinco minutos
y una persistencia de entre dos y cuatro horas, lo que indica una répida disponibilidad
sistémica. No obstante, la biodisponibilidad oral relativamente baja (29 a 38 por ciento)
sugiere que una fraccion importante del farmaco no alcanza la circulacion sistémica,
posiblemente debido a metabolismo presistémico o a una absorcidén incompleta.

La vida media de eliminacion, situada entre 6.8 y 7.4 horas por via oral y alrededor de 5.2
horas tras administracion intravenosa, indica una depuracion moderadamente rapida en
aves. Esto sugiere que el cloranfenicol no tiende a acumularse de manera excesiva en los
tejidos si se respetan los intervalos adecuados entre dosis y el correspondiente tiempo de
retiro previo al sacrificio. Sin embargo, la presencia de metabolitos con reconocida
toxicidad hematoldgica, como diclorohidroxifenilacetato (DHCAP), nitrocloranfenicol
(NOCAP) y nitrofenilacetato (NPAP), asi como la depleciéon lenta tanto del farmaco
inalterado como de dichos metabolitos en tejidos como el rifion—donde se detectaron
niveles superiores a 0.6 ppm hasta 12 dias después de la retirada—evidencian la necesidad
de considerar no solo el principio activo sino también sus productos de biotransformacion
en los programas de control de residuos.

Estos hallazgos tienen implicaciones sanitarias y regulatorias relevantes. Aunque el
cloranfenicol presenta una eliminacion relativamente rapida, el tiempo de retiro debe ser
suficiente para asegurar que los residuos totales (firmaco y metabolitos) se mantengan
por debajo de los limites establecidos para consumo humano. Dado que el cloranfenicol
se encuentra prohibido o estrictamente regulado en numerosos paises por su potencial
toxicidad y efectos adversos, el cumplimiento riguroso de los tiempos de retiro resulta
esencial para prevenir riesgos asociados con la ingestion de productos avicolas

contaminados [53].

Una limitacion de este estudio fue el tamafio muestral reducido, por lo que los resultados
deben interpretarse con cautela y no pueden extrapolarse a la poblacion general. No
obstante, el objetivo principal se centr6 en determinar los niveles de cloranfenicol en
matrices de consumo habitual—musculo de pollo y huevo de gallina—previo desarrollo,
optimizacion y validacion del método analitico empleado. A pesar de la limitacion

muestral, los resultados proporcionan una base inicial valiosa y permiten considerar este
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trabajo como un estudio piloto que puede orientar investigaciones posteriores con un

disefio muestral mas amplio y robusto. En este sentido, los hallazgos contribuyen al

avance del conocimiento y pueden servir como referencia para consolidar estrategias de

control y vigilancia sanitaria en productos avicolas, fortaleciendo la seguridad alimentaria

y la salud publica.

Finalmente, la participacion en un ensayo de aptitud se plantea como una oportunidad

futura para confirmar externamente el desempefio del método optimizado y reforzar su

confiabilidad analitica.

VIII. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar una metodologia modificada y optimizada para la
determinacion del analito de cloranfenicol en musculo de pollo y huevo de gallina

mediante una técnica analitica de UPLC-MS/MS.

Se valido satisfactoriamente el método analitico basado en cromatografia liquida
de ultra rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-
MS/MS) para la determinacion de cloranfenicol en musculo de pollo y huevo de
gallina. El método cumplié con los criterios de aceptacion, conforme a los
lineamientos de la FDA, la Comisién Europea, el Instituto de Salud Publica de

Chile y Eurachem.

Mediante la aplicacion del método validado, se determind la presencia de
cloranfenicol en un total de 56 muestras de musculo de pollo y huevo de gallina
se detectd la presencia de cloranfenicol en 5 de las 28 muestras evaluadas de
musculo de pollo y en 13 de 28 muestras de huevo de gallina. Las muestras
restantes presentaron concentraciones por debajo del limite de cuantificacion o no

fue detectable.
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ANEXOS

ANEXO 1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS DEL METODO DE
REFERENCIA.

Columna BEH C18; 50mm de largo; 2.1mm de diametro; 1.7
um de tamafo de particula.
Temperatura de la columna 40°C
Volumen de inyeccion 5uL
Fase movil A 0.1% de acido foérmico en agua.
Fase movil B 0.1% de acido formico en acetonitrilo.
Tiempo | Fase movil | Fase movil Flujo
(min) A B (mL/min)
Inicial 98% 2% 0.4
0.5 98% 2% 0.4
2 85% 15% 0.4
Gradiente 45 60% 40% 0.4
5.5 1% 99% 0.4
6 1% 99% 0.4
6.1 98% 2% 0.4
7.5 98% 2% 0.4

ANEXO 2. CONDICIONES ESPECTROMETRICAS DEL METODO DE
REFERENCIA.
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Voltaje capilar 3kV
Temperatura de la fuente 150°C
Temperatura de la solvatacion 500°C
Flujo de gas de cono (N2) 150 L/h
Flujo de gas de solvatacion (N2) 800 L/h
Flujo de gas de colision 0.15 mL/min
Modo 16n ES -

ANEXO 3. Cromatograma de cloranfenicol de concentracion 0.3 ppb por UPLC-

MS/MS
Chromatogram EI@
2024-08-21-STD-4 Smooth(Mn,2x2) F1:MEM of 2 channels ES-
TIC
100 Cloranfenical (1)_ 1.158e+005
0.84
420499

%

0 min

2024-08-21-5TD-4 Smooth{ln 2x2)

Cloranfenicol (1)_

100 084
1334.14
%
0
025 050

F1.MRM of 2 channels ES-
321= 257
4.674e+004

1.00 125 150 175

200 225 250 275

min

ANEXO 4. Resultados de recuperacion del método de referencia.

Matriz Concentracion tedrica | Recuperacion
(ng’kg) (%)
Musculo de 0.1 96.00
pollo
Huevo de 0.1 90.90
gallina
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ANEXO 5. Fotos de 1as muestras de los diferentes mercados

Mercado Cuaves de Villa el Salvador
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Mercado Bach de Chorrillos

ANEXO 6. Prueba de t de Student (1 muestra) para la matriz musculo de pollo

Estadisticas descriptivas de nivel I (concentracion afiadida 0.075 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estindar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 105.289 2.746 0.501 104.437
u: media de % recuperacion
Prueba
Hipotesis nula Ho: p =50

Hipotesis alterna Hi: p> 50

Valor T Valor p
110.3 0.0000

Estadisticas descriptivas de nivel I (concentracion afadida 0.075 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 105.289 2.746 0.501 106.141
u: media de % recuperacion
Prueba
Hipotesis nula Ho: p=120

Hipotesis alterna Hi: p>120

Valor T
-29.35

Valor p
0.0000
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Estadisticas descriptivas de nivel II (concentracion afadida 0.15 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 98.044 1.768 0.323 97.496

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=50
Hipotesis alterna Hi: p> 50

Valor T Valor p
61.53 0.0000

Estadisticas descriptivas de nivel II (concentracion anadida 0.15 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 98.044 1.768 0.323 98.593

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=120
Hipotesis alterna Hi: p>120

Valor T Valor p
-68.03 0.0000

Estadisticas descriptivas de nivel I1I (concentracion afiadida 0.225 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 105.659 4.955 0.91 104.122

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=50
Hipotesis alterna Hi: p> 50

Valor T Valor p
61.53 0.0000
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Estadisticas descriptivas de nivel I1I (concentracion afiadida 0.225 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 105.659 4.955 0.905 107.196

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=120
Hipotesis alterna Hi: p>120

Valor T Valor p
-15.85 0.0000

ANEXO 7. Prueba de t de Student (1muestra) para la matriz huevo de gallina

Estadisticas descriptivas de nivel I (concentracion afiadida 0.075 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 109.067 3.402 0.621 108.011

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=150
Hipotesis alterna Hi: n> 50

Valor T Valor p
95.1 0.0000

Estadisticas descriptivas de nivel I (concentracion afiadida 0.075 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 109.067 3.402 0.621 110.122

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p =120
Hipotesis alterna Hi: n>120

Valor T Valor p
-17.6 0.0000
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Estadisticas descriptivas de nivel II (concentracion afadida 0.15 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 99.822 1.212 0.221 99.446

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=50
Hipotesis alterna Hi: p> 50

Valor T Valor p
225.13 0.0000

Estadisticas descriptivas de nivel II (concentracion afiadida 0.15 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 99.822 1.212 0.221 100.198

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=120
Hipotesis alterna Hi: p>120

Valor T Valor p
-91.18 0.0000

Estadisticas descriptivas de nivel I1I (concentracion afiadida 0.225 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 100.074 0.739 0.135 99.845

u: media de % recuperacion

Prueba
Hipotesis nula Ho: p=50
Hipotesis alterna Hi: p> 50

Valor T Valor p
371.16 0.0000
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Estadisticas descriptivas de nivel I1I (concentracion afiadida 0.225 pg/kg)

N Media Desviacion | Error estandar | Limite inferior de
Estandar de la media 95% para p
30 100.074 0.739 0.135 100.303
u: media de % recuperacion
Prueba
Hipotesis nula Ho: p=120

Hipotesis alterna Hi: p>120

Valor T
-147.69

Valor p
0.0000

ANEXO 8. Resultados del tratamiento estadistico de linealidad

Se construy6 un modelo de regresion lineal para las curvas de calibracion, con el fin de
describir la relacion entre la concentracion del analito y la sefial instrumental. La validez
del modelo se evalu6 comprobando el cumplimiento de sus supuestos fundamentales. A
continuacion, se presentan los resultados de la prueba de homocedasticidad y normalidad

de los residuos para ambas matrices:

a. Matriz misculo de pollo

Prueba de Homocedasticidad

La homocedasticidad, u homogeneidad de varianzas, es un supuesto de varianzas iguales
o similares en diferentes grupos que se comparan. Se realizé esta prueba para evaluar las

varianzas de las 3 curvas de calibracion.

Prueba

Ho: Todas las varianzas son
iguales

Hi: Por lo menos una
varianza es diferente

Hipotesis nula

Hipotesis alterna

Valor de P
0.616

Criterio de aceptacion
P>0.05

Como el valor de P es mayor que 0.05, se acepta la hipdtesis nula y se concluye que las

varianzas son iguales.
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Prueba de igualdad de varianzas: Residuales vs. concentracién

0.05 g y Prusba de Bartlett
Valorp 0,616

concentracién
o
W
]
*

1.00 e

0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estandar

concentracién N Desv.Est. IC

0.05 30.0005162 (0.0002174; 0.0086296)
0.10 3 0.0004176 (0.000175%; 0.0069821)
0.15 3 0.0001811 (0.0000763; 0.0030270)
0.30 30.0004875 (0.0002054; 0.0081505)
1.00 3 0.0002085 (0.0000878; 0.0034856)

)

)

2.00 30.0007725 (0.0003254; 0.0129151
3.00 30.0005190 (0.0002186; 0.0086760

Nivel de confianza individual = 99.2857%

Asimismo, se realizo la prueba de distribucion normal de los residuos para establecer si

los datos se distribuyen de manera uniforme.

Gréfica de probabilidad de Residuales
Normal

9 >
i Media  1.004487E-16
' Desv.Est.  0.0005352
Pl
5 N 21

7~ AD 0.362
ap / . Valor p 0.410
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80

:
= 2

Porcentaje
&8
\*

30 o8
20 /{’

-0.0010 -0.0005 0.0000 0.0005 0.0010 0.0015
Residuales

Gréfico de probabilidad de residuos
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Prueba

Hipétesis nula  Ho: Los datos presentan una distribucion normal

Hipétesis alterna Hi: Los datos no presentan una distribucion normal

Valor de P: 0.410

Como el valor de P es 0.410 entonces se afirma que los datos presentan una distribucion

normal.

b. Matriz Huevo de gallina

Prueba de Homocedasticidad

Prueba de igualdad de varianzas: RESID vs. cc

0.05 ] Prueba de Bartlett
Valorp 0152

010 A

015 e {

cc

030 —

100 ng |

2004 —

3.00 e |

0.0 02 04 05 0.8 10 12 14 15 18

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estandar

cc N Desv.Est. IC
0.05 3 0.0255860 (0.0107786; 0.42773)
0.10 3 0.0226513 (0.0095423; 0.37868)
0.15 3 0.0954769 (0.0402216; 1.59621)
030 3 0.0137902 (0.0058094; 0.23055)
1.00 3 0.0666922 (0.0280955; 1.11498)
2.00 30.0238917 (0.0100649; 0.39943)
3.00 3 0.0742156 (0.0312649; 1.24078)

Nivel de conflanza individual = 93.2857%

Ho: Todas las varianzas son
iguales

Hi: Por lo menos una
varianza es diferente

Hipotesis nula

Hipotesis alterna

Valor de P Criterio de aceptacion
0.152 P>0.05
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Como el valor de P es mayor que 0.05, se acepta la hipotesis nula y se concluye que las
varianzas son iguales.
Asimismo, se realizo6 la prueba de distribucién normal de los residuos para establecer si

los datos se distribuyen de manera uniforme.

Grafica de probabilidad de RESID

Mormal
99
Media  -0.005133
Diasw.Est. 0.05653
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S 50
g 407
B 3p-
201
10
5
1 T T T T T
015 010 005 0.00 0.05 010
RESID
Prueba

Hipétesis nula  Ho: Los datos presentan una distribuciéon normal

Hipotesis alterna Hi: Los datos no presentan una distribucion normal

Valor de P: 0.054

Como el valor de P es 0.054 entonces se afirma que los datos presentan una distribucién

normal.
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ANEXO 9. EQUIPO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADO A UN
DETECTOR DE MASAS DE TRIPLE CUADRUPOLO

W sinin
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