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Nombre del Proyecto: DESARROLLO, VALIDACION Y TRANSFERENCIA DE METODOS
ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE RESIDUOS QUIMICOS
EN CARNES Y LECHE,

Adjudicado: Fundacion Chile (Ex Intac)

Director del Proyecto: Gabriela Massiff de la Fuente

Codigo: C3-66-14-64

Periodo: 1 Mayo al 30 de Octubre de 2006

2.1

INTRODUCCION

Este Informe contiene el desarrollo de las actividades realizadas durante el periodo gue comprende
desde el 1° de Mayo y el 30 de Octubre de 2006.

* Este periodo comprende la 3% y dltima etapa del Proyecto. Las actividades que se
desarrollaron en este periodo fueron definidas en reunidn sostenida con la Contraparte
Técnica del SAG con fecha 16 de Mayo de 2006 en Lo Aguirre. En el Anexo N°1 se adjunta
la carta Gantt de las actividades y el Anexo N°2 contiene los acuerdos tomados en dicha
reunion.

AVANCE DE RESULTADOS SEGUN CARTA GANTT

Descripcién de los resuitados obtenidos hasta el 30 de Octubre en las diferentes actividades
comprometidas.

Desarrollo y validacion de los métodos de analisis contemplados en esta etapa.

Se desarrollaron y validaron en el CMQ los siguientes métodos de acuerdo a la programacion del
Proyecto y segtn los requerimietos establecido en el Programa de Residuos del SAG de! afio 2006

Desarrollo y validacion del método de analisis para Enrofloxacino, Ciprofloxacino y Acido Oxolinico
en carne

Se implementd y validé el método para la determinacién de estas tres quinolonas en carnes de
cerdo y pollo por HPLC con detector DAD. Se optimizaron las condiciones de extraccion,
reafizando algunas modificaciones a los procesos de extraccién reportados en la literatura
internacional. Con estas modificaciones se logré mejorar significativamente los resultados para
este metodo. Los resultados obtenidos se ajustan a los requerimientos de desempefio del método,
segln requerimientos nacional e internacional Los resultados en detalle se presentan en el informe
técnico correspondiente que se adjunta en el Anexo 3.1

2.1.2 Desarrolflo y Validacion d! método de andlisis para Mercurio en carne

Se desarrolld y validd el método para la determinacion de Mercurio en carne. El método considera
una primera etapa correspondiente a la digestion de la muestra, en medio écide y utilizando un
sistema de digestion en vaso cerrado y a Presion (Horno de Microondas, MO). Una vez



ClENT RO D
MLETROLOGEA
QUENTCA N

=R NSRS

CMC

%

2.1.3

214

2.2
2.2.1

222

mineralizada la muestra, la cuantificacion del Mercurio se realiza por Espectroscopia de Absorcién
Atémica con Vapor Frio. Para la validacidn del método se utilizd un Material de Referencia
Certificado de tejido animal liofilizado que contiene el elemento en estudio. Con este material se
evaluo la calidad de los resultados obtenidos, los cuales resultaron ser satisfactorios de acuerdo a
los requerimiento tanto de desemperio analitico del método establecido en el Programa Nacional de
Residuos det SAG, como de requerimientos internacionales. £} informe técnico que contiene los
aspectos y resultados de esta validacion de adjunta en Anaxo 3.2

Validacion del método de determinacion de Tetraciclinas en carnes de cerdo y pollo. Procedimiento
H.

En la primera etapa del desarrollo del proyecto, fue validado el método para la determinacion de
Tetraciclina, Oxitetraciclina y Clortetraciclina mediante extraccién en fase sélida y Iluego
cuantificacion mediante HPLC don deteccion DAD, obteniéndose resultados satisfactorios. En una
segunda etapa se optimizaron algunas de las condiciones del proceso praviamente estudiado,
obteniéndose un método répido y eficiente. La evaluacion de los resultados obtenidos, luego de las
modificaciones estudiadas, son fotalmente satisfactorios en términos de sesgo, precision,
recuperacion e incertidumbre, cumpliendo a cabalidad con los requerimientos establecidos. Los
detalles de este trabajo son descritos en el Informe Técnico presentado en el Anexo 3.3

Desarrollo del método para la determinacion de Sulfas en carnes.

Se desarrolio él métedo para la determinacion de las 6 sulfas en carmes: Sulfatiazol, Sulfadiazina,
Sulfamerazina, Sulfametazina, Sulfaquinoxalina y Sulfadimetoxina. El método incluye una primera
fase mediante la cual se extraen, desde la matriz, Ia sulfas de interés. Luego el extracto es
sometido a un procedimiento de purificacién mediante columnas de extraceion en fase solida para
eliminacion de interferentes. Finalmente se cuantifican las sulfas presentes en el extracto final por
HPLG con Deteccion de Arreglo de Diodos

La cuantificacién se realiza mediante Curva de Calibracion la cual ha sido preparada sobre la
matriz carne y usando un Esténdar Interno en muestras y estédndares durante la cuantificacion. Se
entrega el informe Técnico respectivo en el Anexo 3.4

Los aspectos de calidad de resultados del método validado seran entregados en la transferencia
del método a profesionales del SAG.

Actividades de Transferencia al SAG mediante seminarios y Pasantias en el CMQ.

Los dias 4 y 5 de Mayo de 2006, el CMQ realiz6 el Seminario "EVALUACION Y DETERMINACION
DE INCERTIDUMBRE EN METODOS DE ANALISIS QUIMICOS. A este seminario asistid un
profesional del SAG de lo Aguirre. En Anexo 4.1 se adjunta certificado de participacion

De esta forma y mediante las actividades de capacitacién realizadas, todos los profesionales del
SAG participantes del Proyecto han recibido la capacitacion en temas de validacién de métodos y
conceptos metrologicos.

Durante el perfodo Agosto - Septiembre se realizaron las siguientes transferencias de métodos a
los profesionales de SAG. Esta actividad se realizd en los laboratorios del CMQ

* Transferencia del método de determinacion de Mercurio en leche: los dias 29 y 30 de
Agosto, participaron dos profesionales del SAG

* Transferencia del método de determinacion de Plomo en leche: 30 de Agosto, participaron
dos profesionales del SAG
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* Transferencia del método de determinacién de Cadmio en leche: 30 de Agosto, participaron
dos profesicnales del SAG

* Transferencia del método de determinacion de Quinclonas: Enrofioxacina, Ciprofloxacina y
Acido Oxolinico en carnes: transferencia realizada el 27 de Septiembre con la participacion
de cuatra profesionales del SAG, tres de Lo Aguirre y uno de Punta Arenas

* Se realizd una presentacion tedrica del desarrollo de los métodos para la determinacién de
Pesticidas Organoclorados en carnes y leches.

En anexo 4.1 se adjuntan certificados de participacién y en Anexo 4.2 contiene las presentaciocnes
de dichas actividades

2.3 Reuniones de coordinacién de trabajo con el SAG.

Durante este periodo se realizaron dos reuniones de coordinacién entre con la contraparte técnica
del SAG, Sr. Pedro Enriquez, la directora del CMQ y el coordinador del Proyecto por parte del
CMQ. La primera de ellas fue realizada el 16 de Mayo en las dependencias del SAG en donde se
revisd el avance del proyecto y se acordaron las actividades a desarrollar en funcién de los Gltimos
requerimientos. Una segunda reunion fue realizada con fecha 02 de Noviembre de 2006, donde se
reportaron las actividades desarrolladas, se definieron las directrices para el Informe Técnico de
Avance N® 8. También se analizé la situacién de algunas actividades gque no seran posibles de
realizar antes de Noviembre, las que quedaran pendientes y que se realizaran antes del 30 de
Marzo de 2007. Estas actividades a solicitud de} Jefe de Laboratorios de Quimica Ambiental y
Alimentaria del SAG, se postergan para su transferencia en la fecha sefalada, ya gue los equipos
requeridos fueron recientemente adquiridos por el laboratorio de QAA y estan en proceso de
instalacion y puesta en marcha, correspondiendo a un cromatégrafo liquido y un cromatografo de
gases. Adicionalmente existe el antecedente de un acuerdo previo entre las partes (afo 2003) que
la parte técnica del Proyecto terminaria en Marzo del 2007 debido aj atraso del SAG en entregar los
fondos después de firmado el Contrato en Noviembre del 2003. Un acta con los acuerdos
sostenidos en la reunion de coordinacion del 02 de Noviembre se adjunta en el Anexo 5

2.4 Ensayos de Intercomparacion.

Una de las actividades que seran desarrolladas durante el periodo Diciembre 2006-Marzo 2007 son
los Ensayos de Intercomparacion que se realizaran para la determinacién de clortetracictina en
solvente organico (con lo que se evaluaran las capacidades de cuantificacién de los laboratorios) y
de clortetraciclina en matriz de tejido animal con 1o que se evaluara el desempefio glehal de todo el
metodo analitico empleado para esta determinacion. En esta actividad participaran tanto
laboratorios habilitados por el SAG, como también los propios laboratorios del SAG

2.5 Reuniones internas de trabajo.

3.1

Durante este periodo se realizaron reuniones -en forma periédica- del grupo de trabajo del CMQ en
donde se presentaron los avances del trabajo desarrollado, se discutieron los resultados obtenidos
y se analizé el estado del arte en materia de métodos y regulaciones que estuviesen relacionados
con los alcances del Proyecto.

COMENTARIOS

El CMQ} participa, a nivel internacional, en diversas actividades en el ambito de la metrologia
quimica y dentro de este ambito en los grupos de trabajos relacionados con el tema alimentario. Asf
ia Directora del CMQ Sra.Gabriela Massiff participd en el periodo Mayo-Octubre en dos actividades:
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1) International Workshap on Chemical Metrology, realizado en Uruguay entre el 23 y el 26 de
Mayo de 2006. Durante este Workshop se realizd en forma especial el seminario: “Impacto
de la Metrologia Quimica en la salud, nutricidn y seguridad alimentaria” donde se abordaron
temas tales como:

* Reglamentos, metrologia y evaluacién de la conformidad en el drea alimentaria

* La metrologia quimica como soporie de reglamentaciones nacionales / regionales

* Infraestructura global para establecer la trazabilidad y comparabilidad de acuerdo con
medidas SPS y otras reglamentaciones, para eliminar las barreras técnicas al Comercio,
con enfoque en seguridad alimentaria y temas relacionados con la salud, entre otros.

2) En las reuniones de trabajo del grupo de Quimica Organica (Organic Working Group) del
CCQM realizadas en Korea, entre el 27 y 4 de Noviembre de 2006. En esta reuniones se
delinearon las actividades a desarrollar en el corto y largo plazo y se definieron las
prioridades para el desarrollo de MR y de Ensayos de Intercomparacién entre los cuales se
encuentran Jos del area de alimentos

El CMQ como parte de sus actividades participa en Ensayos que se realizan a nivel internacional,
con el objetivo de demostrar sus capacidades de medicién. En este contexto el CMQ esta
participando en los siguientes Ensayos:

1) El primero organizado por et CCQM "Key Comparison and Pilot Study CCQM K49/P85,
Essential and Toxic Element in Bovine Liver" que considera los siguientes analitos Fe, Zn,
Cd, Pb y As. Las muestras han sido recibidas en el CMQ vy los resultados deben ser
enviados por el CMQ a fines de Diciembre

2) Ensayo CCQM que estd siendo coordinado por el BAM (Centro Metrolégico de Alemania)
que corresponde a Cloranfenicol en leche

El CMQ participard en estos dos Ensayos utilizando los métodos validados en el Centro Y gue son
los que han sido transferidos durante el desarrollo del Proyecto.

Adicionalmente, durante los dias 4 y 5 de Diciembre el CMQ tendrd una Revisién de Pares {Peer
Review), Una comision compuesta de 7 expertos internacionales de los Centros ¥y organismos
Metrologicos mds importantes del Mundo (CCQM, NIST-EEUU, LGC-Inglaterra, NRC-Canada y
PTB-Alemania) evaluaran las capacidades y competencias desarrolladas por nuestro Centro para
el establecimiento de la trazablidad en mediciones quimicas y la diseminacién de esta, en el &rea
de alimentos y aguas y RILES de acuerdo a los requerimientos establecidos por las Guias 17025 y
Guia IS0 34 (Requerimientos generales para Productores de Materiales de Referencia). Esta
actividad es la antesala para obtener el reconocimiento nacional de Centro de Referencia en el
area alimentos

Finalmente, considerando por una parte el inicio desfasado de la parte técnica del proyecto y que
las capacidades instrumentales del SAG estan siendo implementadas, de definidé en comdn
acuerdo con la contraparte técnica del Proyecto, Sr. Pedro Enriquez, las actividades gque se
desarrollaran durante el periodo Diciembre de 2006 y Marzo de 2007, las que aparecen descritas
en el acta de Reunién del 02 de Noviembre de 2008, adjunto en el Anexo 5



ANEXO 1
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INFORME REUNION DE COORDINACION

Proyecto fondo SAG “Desarrollo, validacién y transferencia de métodos analiticos para la determinacién
de residuos quimicos en carnes y leches” SAG C3-66-14-64.

Fecha Reunién: 16 de Mayo de 2006

Participantes: Pedro Enriquez, Cecilia Silva y Gabriela Massiff

En funcion de las actividades y requerimientos establecidos en el Programa de Residuos del afio 2006 se
establecieron las actividades a desarrollar en el periodo Mayo-y término del proyecto. La fecha de término
de proyecto en su parte técnica tiene un desfase con la fecha de término establecida en el contrato debido
al atraso del SAG en entregar los fondos después de firmado el Contrato en Noviembre del 2003, lo que
generd un atraso a su vez en el inicio de las actividades experimentales por parte del CMQ por no contar
con los recursos. Por lo tanto, serén desarrofladas las actividades del proyecto segin prioridades
definidas por la contraparte técnica de! SAG, considerando que el plazo para el término de la parte técnica
del Proyecto es Marzo del 2007. Las actividades que se consideran en la Gltima fase del proyecto son:

VALIDACION DE METODOS

El CMQ validara en sus laboratorios los siguientes método de andlisis:

» Determinacion de Quinolonas en carnas

» Determinacion de Mercurio en carne

* Determinacion de Sulfas en carnes y leches

* Determinacién de Amoxicilina, Bencilpenicilina, Ampicilina y Cloxacilina en cames
* Determinacién de Quinolonas en leche

* Determinacion de Eritromicina y Tilosina en carnes

* Determinacion de Neomicina, Gentamicina, Estreptomicina en carnes y leche

* Actualmente se esté trabajando en la optimizacion del método de Determinacién de
Tetraciclinas en carnes, que fue previamente desarrollado, pero que de acuerdo al estado
del arte de esta medicion, se han enconirado antecedentes nuevo que permitirdn mejorar
este proceso.

TRANSFERENCIAS DE METODO ANALITICOS

Se realizaran, en la medida que se validen los método en el CMQ, las siguientes transferencias de los
meétodo a los profesionales del SAG:

Método para la determinacién de Pb en leche por ETAAS

Método para la determinacién de Cd en leche por ETAAS

Método para la determinacién de Hg en leche por AAS y vapor frio
Método para la determinacién de Quinolonas en carnes
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. Método para la determinacién de POC en carnes y leches
. Método para la determinacién de Sulfas en carnes y leches
. Método para la determinacién de Amoxicilina, Bencilpenicilina, Ampicilina y Cloxacilina en

carnes

. Método para la determinacién de Quinolonas en leche

. Método para la determinacion de Eritromicina y Tilosina en carnes

. Metodo para la determinacion de Neomicina, Gentamicina, Estreptomicina en carnes y
leches

SEMINARIOS-TALLER
Estd pendiente la realizacién de dos seminarios-taller para los profesionales del SAG, que seran
entregados por los profesionales del CMQ. Los talleres que se proponen realizar son los sigulentes

= Taller 1: Taller de discusion de resultados de los Ensayos de Intercomparacion realizados,

con la participacion de los laboratorios involucrados,
» Calculo de U aplicado a métodos y resultados obtenidos por el SAG en sus laboartorios

3. ENSAYOS DE INTERCOMPARACION

Se debe desarrollar en este periodo un Ensayo de Intercomparacion. En esta actividad participan tanto
laboratorios del SAG como Iaboratorios que participan del Programa de Residucs. El CMQ propone, en
funcion de la disponibilidad de Materiales de Referencia para la ejecucién de este actividad, tres
posibilidades entre las cuales la contraparte técnica del SAG debe decidir por una.

a) Pesticidas Organoclorados en Matriz Organica (hexana)

b) Pb, Cd, Hg en leche

¢) Clortetraciclina en tejido de cerdo y Clortetraciclina en solucién orgénica

NOTA: El SAG debe definr los participantes de este Ensayo. 5 laboratorios como méximo

Las fechas de todas las actividades se definirdn entre las contrapartes a medida que las actividades se
vayan a desarrollar



ANEXO 3



VALIDACION DE UN METODO DE CUANTIFICACION DE QUINOLONAS EN CARNE DE CERDO POR
HPLC CON DETECTOR DE ARREGLO DE DIODOS.



NGRSO
A ekl

~ N
N~

SNNNNNAN
N W

Lo
- io

9.2
8.21
.22
8.23
9.2.4
10

INDICE

L0 4] 1= (1Yo LR RO RO RO U OSSOSO RO 3
AUCANGE L.ttt et e r e s et s see s e sb s e e s e e ese et beetaat b san st bseate bt stsereens 3
RBIBIEMCIAS ... ettt ettt bt a et b b st et et s es e et et ene e enan 3
Descripeion del MEtodo EStUdIAAD. ...vvvciicciicee ettt sre et be s 4
ANBERABIIES ..ot et ettt sr s et ereaere e e e e et resseaeae s se et aans 4
P GTIDIO ettt et st e e et e s n et s e da b s s be et b e aasbein 6
EQUIPAIMIBIIO 1.ttt ettt s sttt staes s sasasbssse et b easmrbans 6
RBACIVOS. ettt ettt e e sttt seee bt e st e s ae bt etnetban 7
FPIOCEAIMIBNIO .ottt n e s e e et b e sn e tbeta b b e be et b e bassbean 7
Buifer Tosfato 0,08M BH 7,4 ..ot cee et e s r e s et eb s b 7
Buifer Tosfato 0,08M PH 3,0 ..ottt r b et rs e 7
Solucion de Metanol-hidroxido de SOIO ..vveiiieiiieieeeeeesteee et s 7
Preparacion de SOICIONES STOOK .....cccvcvviirriecreticee sttt en e rere et saeesesbane e e sr e 7
Preparacién de Solucion MultiestAndar intermedia......coveeeeeeeeceeeeiecere e e e 8
Preparacion de la Solucidn Intermedia del Estandar INTErMo ... ivicecv e 9
Preparacion Estandares para la curva de Calibracion en Matriz ........ccoccevieeiiveecnieenneene 9
Preparacion de Estandares y Muestras Control para la Cuantificacion Mediante

Bracketing 8N MALHZ..... ..o e e e e s s 9
Procedimiento de EXIFACCION. ... e 10
Optimizacidn de las Condiciones CromatografiCas.........ccvivereeviveesririiersseeiiiseersse s 12
RESURAAOS ...ttt et s e st ettt eebeereseae e e te e e e eresnreasseaneenseansaresessinns 16
Curva de Calibracion. Rango LiNEaL.......c.cvricrioiiieieee et e e s 16
Cuantificacién de las Quinolonas en Muestras Control mediante Bracketing..................... 19
RECUPBIACION -...eveveverieirssrerserasteeses s eeeseseaseaesaesase s esesbesbetesaesbasses st be s e e tbenessnsseensseentaren 19
Precision Bajo Condiciones de Repetibilidad . ......ovveiveiei i 20
INCEIHALITIDIE Lo e e e e et s s d e et esnbe s smd st baembae b s emmeean 21
1= T | o OO U ORI RRRTR 22

OO IUSIOMES ... ettt e s et s s e aae s sete e san e e e s eaeeear s s enanantseaannaessaneessresessrsensrbees 23



 INFORME TECGNICO DE VALIDACION DE METODOS

OBJETIVO
Validar un métedo analitico para la determinacion de Quinolonas en carne de cerdo a través de la
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) con Detector con Arreglo de Diodos.

ALCANCE

Este trabajo permitira establecer las condiciones experimentales optimas y la validacion de los
resultados obtenidos en la determinacién de Ciprofloxacina, Enrofloxacina y Acido oxolinico en
carne de cerdo en un rango de concentracion de hasta 200ng/g utilizando HPLC con detector de
arreglo de diodos.

REFERENCIAS

3.1 Council Regulation n® 2377/90. Updated up to 12.10.2005.

3.2 Commission Decision del 14 de Agosto del 2002, (2002/657/EC)

3.3 Verdon E., Couedor P., Roudaut B., Sanders P., (2005) “Multiresidue Method for Simultaneous
Determination of 10 Quinolone Antibacterial Residues in Multimatrix/Multispecies Animal Tissue by
Liquid Chrematography with Fluorescence Detection. Single Laboratory Validation Study. JACGAC
Int., 88, 1179-1192.

3.4 Yorke J., Froc P., (2000) "Quantitation of Nine Quinolones in Chicken Tissue by High-Performance
Liquid Chromatography with Fluorescence detection” J. of Chromatography A, 882, 63-77.

3.5 Ramas M., Aranda A., Garcia E., Reuvers T., Hooghuis H., (2003} “Simple and Sensitive
Determination of five quinolenes in food by liquid chromatography with fluorescence detection”. J.
of Chromatography B, 789, 373-381.

3.6 Gigosos P., Revesado P., Cadahia O., Fente O., Vazquez B., Franco A., Cepeda A., (2000)
“Determination of Quinolones in Animal Tissues and Eggs by High-Performance Liquid
Chromatography with Photodiodo-Array Detection”. J. of Chromatography A, 871, 31-36.

3.7 Drakopoulos A., loannou P., (1987} "Spectrofluorimetric Study of the Acid-Base Equilibria and
Complexation Behavior of the Fluoroquinolone Antibiatics Ofloxacin, Norflaxacin, Ciprofloxacin and
Pefloxacin in Aqueous Solution” Analytica Chimica Acta, 354, 197-204.



4.1

DESCRIPCION DEL METODO ESTUDIADO

Antecedentes

Las quinolonas son agentes quimicterapelticos altamente activos contra un amplio rango de
bacterias Gram-positive y Gram-negativo, incluyende aquellas resistentes a los antibioticos
pertenecientes al grupo de las beta-lactamas y sulfonamidas. Ademas, las quinolonas han
mostrade buena absorcion oral y penetracion en tejidos con una farmacocinética favorable en
humanos. Estas caracteristicas han hecho de estas drogas adecuadas para el tratamiente de un
gran nimero de infecciones en animales. Entre las quinolonas mas utilizadas podemos encontrar
al acido oxoelinico, enrofloxacing, ciprofloxacina y flumequina (Fig. 1).

Figura 1. Estructuras del Acido Oxolinico, Enrofloxacina, Ciprofloxacina y Flumegquina.

{
F. COOH i
F COCH
| a8
(\N A ‘/\"N T "
/“\) N\)
1€ ; {/

Enrofloxacina Ciprofloxacina

o i _
i NN
o /,‘3'?“-\_\ P »...-CDIJI‘- [ m I]
.»"; iy o e
(‘\ J ﬂ IJ ‘:}Ix g
- l

s, .
(il S

o
Acido Oxolinico Flumequina

Los residuos de quinolonas en animales son un tema de preocupacién debide a que se ha
observado el desarrollo de resistencia antibacterial a estas drogas en humanos. Por ejemplo,
existen reportes que muestran una fuerte relacién entre el uso de quinolonas en pollo y un
incremento en la resistencia a la infeccion producida por Campylobacter en humanos. Debido a
esto, es que organismos como el FDA vy la Unidn Europea, a través de la Normativa Europea
2377/90 han establecidos limites maximos permitidos para estas sustancias presentes en
alimentos de origen animal. {Tabla 1)
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Tabla 1. Niveles de residuos méaximos permitidos {MRL) para Acido Oxolinico, Enrofloxacina,
Ciprofloxacina y Flumeguina.

Residuo Carne de cerdo UE MRL {ug/Kg)

Tejido

Acido Oxolinico Musculo 100

Higado 150

Rifién 150

Enrofloxacina Mdsculo 100

(suma de enrofloxacina y Higado 200

ciprofloxacina) Rifnon 300

Flumequina Musculo 200

Higado 500

Rifgn 1000

Para la determinacion de quinolonas han sido desarrollados diversos métodos basados en
cromatografia liquida de alta eficiencia {HPLC) tanto con deteccidn de fluorescencia como con
deteccion UV. Diferentes condiciones cromatograficas son descritas en la literatura, especialmente
en la composicion de la fase mévil, variando tanto la fuerza idnica o acidez, como la presencia de
modificadores como &cido citrico, acido percldrico o sales de aminas terciarias.

Para la extraccion de estos analitos desde la mafriz se han reportado diferentes procedimientos
dependiendo de la clase de quinolona y del tipo de matriz. El tratamiento de la muestra incluye
generalmente pasos de extraccion con solventes organicos de polaridad alta a mediana, 6
mezclas organicas-acuosas 4cidas o basicas sequidas por varias extracciones liguido-liquide o
liguido-sdlida.

En este informe se presenta la puesta a punio de un adecuado método cromatografico de
cuantificacion de quinolonas en matriz musculo de cerdo, optimizando tanto las condiciones
cromatograficas como la extraccién de la matriz para su deteccion dentro de los rangos de
concentraciones maximas permitidas, utilizando como estandar interno flumegquina. Este método
fue validado basandose en los requerimientos de la norma EC657 de la Union Europea.
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Principio

El metodo de cuantificacion para la determinacion de enrofloxacina, ciprofloxacina y &cido
oxolinico en musculo de cerdo preseniado fue realizado utilizando 1a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiencia, acoplado a un detector de arreglo de diodos. Como toda técnica
cromatografica, la separacion de los analitos se basa en el reparto de cada analito en la fase
estacionaria (sdlido quimicamente activo) y la competencia por un mismo sitio con la fase movil
{solvente con gran afinidad a la fase estacionaria). La afinidad de cada analito con la fase
estacionaria, dada por su constante de reparto, permite la separacién de los componentes de una
muestra los cuales son posteriormente detectados y cuantificados. La tecnologia del detector de
arreglo de diodos permite el monitoreo continuo del especiro de absorcién del eluato proveniente
de fa columna. De esta manera se obtiene el espectro completo de la elucidn de un peak, lo que
ayuda a la identificacion y cuantificacién de un determinado componente.

El procedimiento involucrado en la extraccién de las quinolonas desde carne de cerdo utiliza una
solucién acuosa de acido tricloroacético al 5% como extractante. La purificacion es realizada
mediante extraccién liquido-sélido utilizando columnas de fase reversa (C-18) eluyendo a los
analitos con mezcla metanol/amoniace para posteriormente de una evaporacion y dilucidn en
buffer, realizando los analisis en cromatografia liquida con fase mévil en gradiente y registrando
las sefales entre los 200nm y 400nm.

La cuantificacion se realizé mediante bracketing previo establecimiento del rango lineal,

EQUIPAMIENTO

Equipo de HPLC compuesto por: Bomba cuaternaria Waters 6010 E, calefactor de columna,
sistema de adquisicidn de datos "Empower software” y un detector de arreglo de diodos. El estudio
se realizo con una columna Waters X-Terra RP-18 de tamano de particulas de 3,5um vy
dimensiones 250 x 4,6 mm y una precolumna de la misma marca. Se inyectaron las muestras
manualmente en un loop de 200 ul.

Viales ambar de 4 mL Restek con tapa rosca de ptifsilicona, marca Restek.

Vortex

Turbovap

Balanza Sartorius MC 210P.

Sistema de vacio multicolumna “Manifold”.

Columnas SPE C-18 Waters Qasis HLB 8c¢ (0,2g) Extraction Cartridges.

Jeringa Hamilton de 500 pl..

Gas Helio.

Material de vidrio clase A

Micropipetas electrénica de 50-1000

Micropipeta electrénica de 20-300 ul.

Centrifuga HERMLE Z300K.

Filtros Millipore 13 mm de diametro, desechables.

Procesador de alimentos Braun Multiquick.

Bano Termorregulado con agitacion GFL1092.
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7.1

7.2

7.3

7.4

REACTIVOS

Acstonitrilo, Lichrosolv, uso HPLC, Merck.
Metanol, Lichrosoiv, uso HPLC, Merck
Fosfato de sedio dibasico, p.a Merck.
Fosiato de sodio monobasico, p.a, Merck.
Hidréxido de sodio, p.a., Merck.
Amoniaco al 25%, Merck

Acido Clorhidrico p.a Merck

Acido Fosforico, Merck.,

Hidréxide de sodio, p.a, Merck

Acido Tricloroaceético, p.a, Merck
Enrofloxacina, Fluka, Pureza 99.4%.,
Ciprofloxacina Fluka, Pureza 98%

Acido oxolinico Vetranal Riedel de Haén
Flumeguina Sigma, Pureza 98%

Acido Oxolinico Fluka, Pureza 97%
Ciprofloxacina Applichem, Pureza 98%,

PROCEDIMIENTO

Buffer Fosfato 0,05M pH 7,4
Disolver en agua 2,77 g de fosfato de sodio dibasico y 2,08g de fosfato de sodic morobdsico.
Diluir hasta 1000 mL.

Buffer Fosfato 0,05M pH 3,0
Disolver en agua 2,77 g de fosfato de sodio dibésico y 2,08g de fosfato de sodio monobasico.
Ajustar a pH 3,0 con acido fosférico. Diluir hasta 1000 mL.

Solucién de Soluciones Metano!l-Hidréxido de sodio.
Agregar a 100 mL de metanol, 100uL de una solucidn acuosa de hidréxido de sadic 1N.

Preparacion de Soluciones de Stock de Calibracion y Control

La preparacion de estandares de calibracion, estandar interno, controles se lievé a cabo mediante
técnica gravimétrica. Todas las soluciones preparadas fueron mantenidas en viales ambar a
temperaturas de aproximadamente 4 °C.

Todos los reactivos de calibracion fueron preparados a partir de la sal de alta pureza
correspondiente (Fluka). Los controles fueron preparados a partir de los compuestos solidos de
menor pureza {AppliChem y Sigma). Se pesé 10 mg de la quinolona correspondiente y se disolvio
en 100 mL de la solucion de disolucién (7.3). En el esquema 7.4.1 se muestra el diagrama de
preparacion de las soluciones concentradas.
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7.4.1 Esquema de Preparacion Soluciones Stock de Calibracién y de Control.

100 ppm/en metanol-
hidréxido de sodio

Std Salida Std Sélido _ Sid Sélido
Enrofloxacina Ciprofloxacina Acido Oxolinico
(ENR) (CIP) (Ac Ox)
ENR sol stock CIP sol stock Ac Oxol sol stock

100 ppmy/ en methanol-
hidroxido de sodio

100 ppm/en metanol-
hidroxide de sodio

7.5 Preparacion de Soluciones Intermedias Multiestandar

Se peso una alicuota de 2,5mL de cada una de las quinolonas stock en un matraz de 100mL.
Luego se aforo la solucién con buffer fosfato pH 7.4 ( 7.1), para obtener una solucién multiestandar
de 2,5ppm. Tanto para la solucion multicomponente de calibracion como control, el procedimiento

seguido es el que se muestra en el esquema 7.5.1.

7.5.1 Esquema de preparacién de una solucion muitiestandar de quinolonas a 2,5 ppm.

Solucién Multiestandar
2,5 ppm
en Buffer Fosfato pH 7,4

ENR stock CIP stock Ac Oxol sol stock
100 ppm en 100 ppm en 100 ppm en
MeOH/NaOH MeOH/NaOH MeOH/NaOH
Y
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Preparacion de Solucién Intermedia de Estandar Interno.

La preparacién de la solucién intermedia del estandar interno Flumequina se realiza de acuerdo al
procedimiento descrito en el punto anterior.

En un matraz aforado de masa conocida se adiciona una alicuota de la solucién stock. Se registra
su masa y luego se afora con la solucion buffer fosfato pH 7,4 (7.1) registrandose la masa final. La
concentracion de esta solucién es de aproximadamente 1ppm.

Preparacion de Estandares para la Curva de Calibracion en Matriz.

A |a carne adquirida comercialmente se le quito la grasa y el tejido conectivo para ser luego picada
en cubos y molida utitizando un procesador de alimentos hasta obtener una pasta homogenea. Se
pesaron 2 = 0,019 y se fortificd el homogenizado de carne en 5 niveles de conceniracién , 25ng/g,
50ng/g, 100ng/g, 150ng/g vy 200 ng/g adicionando distintas alicuotas de la solucion multiestandar
de calibracion. El procediemiento seguido fue registrar el peso de una cantidad aproximada de 2g
de carne homogenizada, en un tube de masa conocida. Luego se agregd una alicuota de la
solucion multiestandar de calibracién de concentracion 2,5ppm (7.2), obteniéndose un nuevo valor
para el peso total de ambos. De ésta forma, se prepararon muestras fortificadas en los 5 niveles
de concentracion. (Esquema 7.7.1).

Esquema de preparacion de los estandares de calibracion en carne de cerdo.

Multiestandar de
calibracién 2,5 ppm

25ng/g S50ng/g 100ng/g 150ng/g 200ng/g
2g de carne 2g de carne 2g de carne 2p de carne 2g de carne
20 pL Mstd 40 pl Msid 80 pE Mstd 120 pL Mstd 150 pL Mstd

Preparacion de los Estandares y Muestras Contol para la Cuantificacion Mediante
Bracketing en Matriz

Se prepararon 6 muestras control fortificando el homogenizade de carne con la solucién
multiestandar control (7.2) a un nivel de concentracién cercano al limite maximo permitido para
cada quinolona {100 ng/g). Se utilizaron soluciones de calibracion para fortificar el homogenizado
de carne en 2 niveles, a un nivel cercano a 50 ng/g el cual se utilizé como estandar bajo y a
150ng/g comao estandar alto.
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Procedimiento de Extraccion

A los 2 grs de carne previamente fortificados, se le agregaron 4 mlL de solucién de acido
tricloroacético (TCA) al 5% homogenizando la mezcla en el vortex por 1 minuto. Luego, el
homogenizado se colocé en un agitador orbital por 10 minutos a 20°C y se centrifugd a 4000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Se separd el sobrenadante y se repitié 1a extraccién con la pella agregando
nuevamente 4 mL de TCA al 5% (Esquema 7.9.1). Los sobrenadantes se cargaron en columnas
Oasis C-18 de 200mg vy capacidad de 6 cc previamente acondicionados con 3mL de metanal y
3ImL de agua, lavando posteriormente con 10 mL de agua. Los analitos fueran eluidos con SmL de
una mezcla de metanol-amoniacce (25%) en una relacidon de 75:25. Las muestras fueron
concentradas a 35°C hasta 0,5 mL, para luego adicionar el estandar interno vy llevar a 1 gr con

butfer fosfato pH 7,4. Las muestras fueron filtradas e inyectadas al HPLC. (Esquema 7.9.2)

Esquema del procedimiento de extraccion de las quinolonas desde la matriz carne de cerdo.

2 grde carne

homogenizada
) Fortificar con solucidn
N Multistd de 2,5ppm
4mI TCA al 5%
. Vortear por 1 min
- Agitar a 20°C por 10 min.
Centrifugar a 4000rpm
por 10 min a 4°C
Sobrenadante Precipitado
) Agregar 4ml de
N TCA al 3% y repetir
Sobrenadante

Y

Sobrenadantes

reunidos se transfieren
a Columna SPE

10



7.9.2 Esquema del procedimiento de purificacion de las quinolonas en columnas de extraccion
en fase solida.

Activacién de las columnas SPE
3mL de MeOH
3mL de H,O

Carga de los
extractos

Lavado con 10mi de
agua milli-Q

Secado de columnas
con vacio por 2 min
aprox.

Elucién con SmL de
mezcla
MeQ¥H/amoniaco

(75/25)

Concentracion en
TurboVap hasta un
volumen de 500 pL.

Pesar extracto, adicionar
300uL de Flumequina
1ppm y completara lg
con buffer fosfato pH 7,4
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Optimizacion de las Condiciones Cromatograficas.

En literatura existen varios metodos para la determinacion de quinclonas, destacandose los que
utilizan deteccion por fluorescencia y deteccion UV por arreglo de diodos. A pesar de que la
fluorescencia es mas sensible, se decidid® comenzar la optimizacion de [as condiciones
cromatograficas utilizando el detector de arreglo de diodos debido principaimente a la
posibilidades de obtener los espectros completos de cada una de las quinclonas lo que ayuda
tanto a la identificacion de los peak cromatograficos, como a la deteccidn de posibles coeluciones
con interferentes.

Se probaron las siguientes condiciones cromatograficas para la determinacion de ciprofloxaxina,
enroftoxacina, acido oxolinico y flumequina:

1.- Columna: C18 tamafio de particula de 5 um, dimensiones 250 x 4,6mm

Fase Movil: Acetonitrilo-buffer fosfato 0,02M pH 3,0 (7.2) (85:15)
Flujo: 1mL/min
Temperatura: 25 °C
Deteccion: DAD.

Se observé gque las sefiales de ciprofloxacina y enrofloxacina aparecian no-simétricas
presentando colas en los peak. Se cambia la columna por una de menor tamafo de particulas.
Ademas las sefales de ciprofloxacina y enrofloxacina aparecen muy juntas por lo que se decide
utilizar gradiente en la fase movil.

Figura 2. Cromatograma de solucion acuosa de quinolonas utilizando una coiumna C18 de
tamafio de particula de 5 um.
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2.- Columna: C18 tamafo de particula de 3,5 um, dimensiones 250 x 4,6mm.

Flujo: 1ml./min
Temperatura: 25 °C

Deteccion: DAD

Fase Movil: Gradiente

Tiempo Acetenitrilo Buffer Fosfaio
pH 3,0
0 18 82
10 1B 82
i1 33 67
25 33 67
26 18 82

Los cambios efectuados mejoraron bastante la forma y resolucién de los peak como se observa en
el siguiente cromatograma (Figura 3)

Figura 3. Cromatograma de solucidn acuosa de quinolonas utilizando una columna C18 e tamafio
de particula de 3,5 um.
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Utilizando estas condiciones de andlisis, se inyectaron los estandares puros de ciprofloxacina,

enrofloxacina, acido oxolinico y flumequina para contruir la libreria de compuestos.
Los tiempos de retencidn y los espectros para cada una de ias quinolonas se muestran a

continuacion:
Figura 4. Espectros de Ciprofloxacina, Enrofioxacina, Acido oxolinico y Flumeguina.

Ciprofioxacina Enrofloxacina
Tr: 8,8min

Tr: 7,2 min
Amax: 279 nm, 316nm amax: 279 nm, 316nm

Acido Oxolinico Flumequina
Tr: 22,1 min Tr: 22,1 min
rmax; 234 nm, 323nm

Amax: 261 nm, 322nm
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Como se puede cbservar en el Cromatograma de la Figura 5, se logro extraer desde la matriz las
3 quinolonas utilizadas en la fortificacién de la carne. Se observan sefales de impurezas las
cuales pueden ser casi eliminadas del cromatograma al ir variando la longitud de onda de
integracion.

A 330 nm desaparecen casi completamente las sefiales interferentes, especialmenie las que
estan cerca de la sefal del acido oxolinico,esto ayuda bastante en la integracion de los peaks
aungue conlleva una disminucion en la sensibilidad del analisis.

Al observar un cromatograma de un blanco de extraccién (Figura 6) podemos comprobar la
ausencia de sefiales en las zonas donde aparecen las quinolonas de inerés.

Figura 5. Cromatograma de la extraccion de la matriz fortificado con Ciprofloxacina, Enrofloxacina
y Acido oxolinico a 100ng/g.
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INFORME TEGNICO DE VALIDAGION DE METODOS

RESULTADOS
Curva de Calibracion. Rango Lineal.

Para verificar la linealidad en el rango de trabajos se fortificd el homogenizado de carne en 5
niveles de concentracién , 25ng/g, 50ng/g, 100ng/g, 150ng/g v 200 ng/g adicionando distintas
alicuotas de la solucién multiestandar de calibracidn.

Se extrajeron las muestras tal como se mostré en el esquema 4 y se adiciond antes de la
inyeccion a cada uno de los extractos una alicuota del estandar interno Flumeguina de 1ppm.

La preparacion del blanco consistid en una muestra de 2g de carne homogenizada no fortificada a
la cual sdlo se le adiciond una alicuota del estandar interno Flumequina de 1ppm luego de pasar
por el proceso de extraccion .

Al graficar la razén entre las areas de las quinclonas/area del estdndar interno versus la razan
entre la concentracion de las quinolonas/concentracion del estandar interno obtenemos las curvas
de calibracién mostradas en las Figuras 7, 8 y 9. Como se puede observar entre los rangos de
concentracion de aproximadamente 25ng/g y 200 ng/g existe un comportamiento lineal el cual se
ve reflejado tanto al observar las curvas como al verificar los R? obtenidos para cada una de ellas
los cuales son muy cercanos a 1.

Figura 7. Curva de Calibracién para Ciprofloxacina

Ciprofloxacina
1,2
@
1,0
0,8
0,6 -
04" y =1,116x - 0,057
R® = 0,9868
0.2
0,0 ; . ‘ . .
0.0 0,2 0.4 0,8 0,8 1,0 1,2
Rango de trabzjo: 23,39ng/g - 193,83 ng/g
Concentracién Area Razon Razon
Ciprofloxacina Flumequina |Ciprofloxacina|Flumequina de de
ng/g na/g uV*seg uV*seq Concentracién Areas
23,391 189,283 31915,0 267280,0 0,124 0,119
47,580 188,946 60205,0 257516,0 0,252 0,234
03,887 189,228 111575,0 258882,0 0,496 0,431
142 273 188,064 2055820 271176,0 0,757 0,758
193,834 180,127 295284,0 261948,0 1,019 1,127
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Figura 8. Curva de Calibracion para Enrofloxacina

Enrofioxacina

250000,

200000, 1

150000, -

100000, 1

50000,0

0,0
0.0

y = 0,842x —0.025
R® = 0,988

50,0 100,0 150,0 200,0 250,0

Rango de trabajo: 23,80ng/g - 198,10 ng/g

Concentracidn Area Razén Razdn
Enrofloxacina Flumequina | Enrofloxacina |Flumeguina de de

ng/g ng/g uV*seq uV*seg Concentracion Areas
23,807 189,283 272470 267280,0 0,126 0,102
48,629 188,946 49581,0 257516,0 0,257 0,193
95,955 189,226 100934,0 | 258882,0 0,507 0,390
145,407 188,064 155808,0 | 271176,0 0,773 0,675
188,104 190,127 233900,0 [ 261948,0 1,042 0,893
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Figura 9. Curva de Calibracion para Acido Oxolinico.

Acido Oxolinico
0,90
0,80 8
0,704
0,60-
0,50 8
0,40
0,301
y =0,722x + 0,021
020 R® = 0,963
0,10
0,00 . : . : =
0,00 0,20 0,40 0,60 0,50 1,00 1,20
Rango de trabajo: 22,32ng/g - 184,99 ng/g
Concentracion Area Hazén Razén
Acido Oxolinico | Flumequina |Acido OxolinicoFlumeqguina de de
ng/g ng/g uV*seq uV*seg Concentracion Areas
22325 189,283 32017.0 267280,0 0,118 0,120
45411 188,946 53788,0 257516,0 0,240 0,209
89,607 189,226 92277.0 2588820 0,474 0,356
135,787 188,064 125616,0 271176,0 0,722 0,463
184,998 190,127 204212,0 261948,0 0,973 0,780




9.2

9.21

Cuantificacion de las Quinolonas en Muestras Control mediante Bracketing

Para cuantificar cada una de las guinolenas en las muestras fortificadas, se uiilizd el método de
bracketing, en donde se midieron dos de los seis controles preparados independientemente
entremedio de la medicion de un estandar bajo y uno alto, hasta completar las seis muestras
control. Luego se procedid a la cuantificacién de estos controles vy a la determinacion de los
siguientes parametros:

Recuperacion.

La Recuperacion se calculd segun la siguiente ecuacion:

R = Concentracion Observada x 100

Concentracion Preparacion

Los resultados se pueden cbservar a continuacion.

Tabla 2. Resultados Obtenidos del
Recuperacion de las quinoclonas desde |la matriz carne de cerdo.

promedic de 6 replicados independientes para la

Conc de Conc Observada % Recuperacion
preparacion (ng/g) (ng/g)
Ciprofioxacina 93.5 88,0 94,1
Enrofloxacina 106.5 109.9 103.3
Acido Oxolinico 95.6 98.5 103.1

En los tres casos se obtuvieron muy buenas recuperaciones con valores cercanos al 100%, a los
cuales se les aplicé una prueba t demostrandose que las recuperaciones para ciprofloxacina,
enrofloxacina y acido oxolinico estadisticamente no son significativamente distintas del 100%. Por
lo tanto no se debe apiicar correccion en estos casos.
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9.2.2 Precision bajo condiciones de repetibilidad

l.a precision de los resultados es una medida de cuan cercanos estan los resultados unos de

otros y se expresa mediante la desviacion estandar, que es un estimador de la dispersion de los

resultados. Para determinar si un método es suficientemente preciso se realiza una prueba
L ) 2

estadistica donde se compara el valor de XE de tabla al 95 de confianza con el %~ calculado para

. . 2 .
el método. Si el xE calculado es menor al ¥~ de tabla enionces el método pasa el test de
precision. La ecuacion para el calculo de precision en condiciones de repeticién es la siguiente:

2 2
X calculado = Sw

Swo

2 2
% Tabla=Y w1y ;005

n-1
Donde
Sw: desviacion estandar inter laboratorio en condiciones de repetibilidad.
Swo : desviacion estandar inter laboratorio requerida (10% obtenido de literatura).
n-1: grados de libertad

Los resultados obtenidos para el cédlculo de la precision bajo condiciones de repetibilidad
muestran gue en los tres casos, tanto para ciprofloxacina, enrofloxacina y acido oxolinico se pasa
la prueba de precision. Los valores se pueden observar a continuacion:

Tabla 3. Prueba de Precisién bajo condiciones de repetibilidad

Ciprofloxacina Enrofloxacina Acido Oxolinico
Sw 7,135 75474 3,788
Swi 9,000 9,000 9,000
(n-1) Grados de Libertad 5 5 =)
X(n~112- 095 11,07 1,07 11,07
Xz calc 3!1 4 3154 0,37
Decision No Rechazo No Rechazo No rechazo
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9.2.3

2 2 2
YRA-ma) [ “RA-s.bajo u
WGy = { RA mm] +[ 1%} | RA-salio

Incertidumbre

La incertidumbre es un parametro asociado con el resultado de una medicién, que caracteriza la
dispersion de los valores que podrian ser atribuidos razonablemente a la medida.

El calcule de la incertidumbre del proceso de cuantificacidn cuando se usan razones de 4reas, se
explica a continuacion. RC corresponde a la razdn de concentracion entre el analito y el estandar
interno y RA corresponde la razdn de drea de los peaks respectivos, por |o tanto, la incertidumbre
asociada esta dada por la combinacibn de las incertidumbres de cada una de esas
concentraciones, basandose en la ley de propagacion de errores.

De esta manera, la incertidumbre de RC se calcula como:

C
u

2
std .bajo Csfd.baju x uC.srd.baer + u C.5!

CSf CSI’ C CSI

sid .bajo

Por otro lado, para calcular las incertidumbres en los valores de RA, se calcula primero la razén
area del antibidtico/ drea de STD interno para cada lectura. Luego, las incertidumbres de las
razones de areas se calculan como la desviacion estandar del promedio de las razones obtenidas
en cada caso, dividido por la raiz de n, siendo n el nimero de lecturas respectivas,

De esta manera el calculo de incertidumbre de la concentracion de la muestra se calcula a partir
de la ley de propagacién de errores en donde se combina la incertidumbre estandar de la razén de
concentracion de la muestra con la razén del estandar interno con la incertidumbre estandar de la
concentracion del estandar interno.

Entonces, el cdlculo final de la incertidumbre de la concentracién de la muestra es:

2 2
u u
. C—SI—s.allu] +( C-§ [—mta]

CSI—s.aIlo CSI—mm

RAmnta RA, st Cs.hajo Goalo CSI-s.baj o

) 2 2
U oo u
+[ c sbnjﬂ] +{ C-s.allo
RA . .
s5.bajo

2
uC—S!—s.ba}o}
.

Los valores de incertidumbre obtenidos durante el desarrollo de este método, utilizando la Planilla
de Kragten, se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Valores de incertidumbre asociada a la determinacién de quinclonas en matriz.

C oss (ng/g) U (ng/g) RU (%)
Ciprofloxacina 87,38 11,8 13,6
Enrofloxacina 110,31 12,0 11,0
Acido Oxolinico 98,01 10,8 10,9
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9.2.4 Sesgo Instrumental

En este trabajo se estudio el sesgo instrumental mediante la cuantificacién de 6 controles acuosos
preparados independientemente, con igual concentracion de las 3 quinolonas. Estos controles
fueron cuantificados mediante bracketing utilizando estandares altos y bajos, acuosos, La prueba

de sesgo compara el valor de Acalculado con el de Acritico, los cuales vienen dados por la
siguiente ecuacion.

Acalc = | Cops - C prep

R
Agitico=to0g7s x| 8 |+ U
172

4

Donde

C obs: es el promedio de la concentracidn calculada por bracketing para los n controles.
C prep: €5 el promedio de la concentracion calcula de preparacion de los controles.

t 0,975: es el valor de t de tabla para n-1 grados de libertad y un 97,5% de confianza.

s! es la desviacién estandar de los valores de concentracion obtenida por bracketing.
n: Nimero de replicados

U: es |a incertidumbre de la concentracién de preparacion.

El criterio de decisién para la aceptacion de la hipdtesis nula a un nivel de significacién (A) dado,
esta dado por;

Acalt: < Acritic:o

Entonces se acepta la hipotesis nula de “no sesgo”.

Como se observa en la tabla 5 la prueba de sesgo instrumental es pasada para la cuantificacion
de los controles de las 3 quinolonas, mostrando gue no se detecta un sesgo instrumental mayor al
esperado.

Tabila 5. Prueba de Sesgo instrumental.

Cae (N9/®) | 5 1Coew(nofd) | U AL |Agico | TESUMadO
Cipro 201,77 7,10 | 197,55 6,4 4,22 13,85 Acepto
Enro 219,21 7,07 |213,63 3,1 5,57 10,51 | Acepto
Ac Oxol | 205,61 274 |201,96 4,70 3.64 7,57 Acepto
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10 CONCLUSIONES

10.1 En este trabajo se describe la validacién de un método por HPLC con detector de arreglo de diodos
para ia deteccion y cuantificacién simultanea de ciprofioxacina, enrofloxacina y acido oxolinico en
matriz carne de cerdo utilizando como estandar interno flumequina.

10.2 Las condiciones experimentales optimas fueron establecidas luego de realizar varios cambios a los
metodos reportados en la literatura, logrando optimizar tanto extraccion de los analitos desde la
matriz como las condiciones cromatogréficas para su deteccion.

10.3 El metodo fue validado mediante la comprobacion de la linealidad del rango de trabajo, un estudio de
recuperacion utilizando cuantificacion por bracketing, y determinando parametros como la precision y
el sesgo del método, obteniéndose en todos ellos resultados satisfactorios.
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Objetivo

£l objetivo de este estudio es validar un método de pre-tratamiento y medicion de mercurio an
matriz carne de cerdo, utilizando como pre- tratamiento de la muestra, la digestian acida en horno
de microcndas y la medicidon de Hg en las muestras tratadas, mediante la técnica de EAA por
vapor frio.

Alcance

Este estudio permitira establecer un método de pre-tratamiento y medicion de mercurio en
muestras de carne, permitiendo cuantificar concentraciongs mayores a 0.02 ug de Hg/ g de carne.
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4 Antecedentes

El mercurio es un metal pesado, potenciaimente téxico con propiedades hematotdxicas,
neurotoxicas y nefrotéxicas, alin a muy bajas concentraciones. Este puede ser introducido al
ambiente, a partir de fuentes naturales como consecuencia de su gasificacién en depdsitos
minerales, de las emisiones de fuentes geotérmicas, de su volatilizacion en el suelo, de las
actividades volcanicas, de sismos, de la fota-reduccion de mercurio divalente en el agua, y de la
transformacion bicldgica de mercurio inorganico en orgdnico. Por otra parte, el mercurio puede
introducirse también, por fuentes relacionadas con la industria y la energia, por ejemplo, el
carbon gue puede contener cantidades traza de mercurio en forma natural y los procesos de
combustion en los cuales se emplea, se encuentran entre las fuentes mas importantes de
emision de este metal al aire. No menos importante, es la contribucién de la mineria y la
fundicion de metales a la contaminacién ambiental por mercurio, o la de los procesos de
extraccion de oro en los que se utiliza este metal®’.

A diferencia de otros metales, el mercurio esta continuamente recirculando en el ambiente, a lo
cual se agrega su metilacidn a través de procesos biolégicos y su bioacumulacion en diferentes
organismos vivos.

La contaminacién del suelo y de los cultivos agricolas ocurre tanto por el depésito de las
particulas del aire, como de la irrigacidn de cultivos o su fertilizacién con aguas o con lodos de
plantas de tratamiento de agua residual conteniendo concentraciones elevadas de mercurio de
origen industrial.

Existen, por tanto, muchas formas en las cuales los alimentos que consumimos pueden estar
expuestos y ser contaminados por mercurio, por lo que se reguiere de un estricto control de esta
situacion, tanto en el mercado nacional como internacional de alimentas por parte de los
arganismos competentes. En este contexto, existen reglamentaciones internacionales con relacién
a los limites méaximos permitidos para contenidos de mercurio. Tal es el caso de la directiva de la
Comunidad Europea®, que establece dos limites permitidos, uno de 0.5 ug/g el cual es aplicado a
la mayoria de las especies marinas, y un limite mayor de 1 ug/g para aquellas especies que
naturalmente acumulan altos niveles de Mercurio. No obstante, tomando el criterio de los limites
establecidos en paises como Inglaterra, este limite baja a 0.3 ug/g 2.

5 Descripcion del Método Estudiado

5.1 Pre-tratamiento
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7.2
7.3

El metal mercurio es extrafdo por digestién por via hiimeda, en medio 4cido, y en sistema cerrado
mediante horno de microondas (MO).

Medicion

La técnica de espectroscopia de absorcion atdmica por vapor frio se basa en la reaccidn de la
muestra con un agente reductor, usualmente el Borghidruro de Sodie (Na BH,). El borohidruro,
libera hidrégeno en contacto con los &cidos, y el Hg®* se reduce a su estado metalico. Dado que el
Hg" tiene una gran volatilidad, incluso a temperatura ambiente, éste se libera de la solucion con
una corriente de N, y se transporta a [a celda de cuarzo (mantenida a 100 °C). En estas
condiciones se mide la absorcion de las particulas atomizadas en la celda de cuarzo.

Reactivos

Agua desionizada para preparar todas las soluciones

Acido Nitrico 69-70% Instra Analized para analisis de trazas, J.T Baker.

Acido Clorhidrico 36.5 — 38 % Instra Analized para andlisis de trazas, J.T Baker.
Borohidruro de Sodio p.a, Merck.

Hidroxido de Sodio p.a ,Merck.

Permanganato de Potasio, (KMnQ,) p/a, MERCK.

Perdxido de Hidrogeno, HaO5, 31 %, Instra Analized, J.T. Baker.

Material de Referencia Certificado Hg SRM 3133; 10.00 + 0.02mg/g; Lote 991304; NIST.

Material de Referencia Certificado Hg 1000 £ 3 pg/mL, Cat. 1000 33-1, Lote No. 522719; HIGH
PURITY.

Solucién Reductora, 0.2 % de NaBH, y 0.05 9% de NaOH.

Se pesan 0.5 g de NaOH (6.4) se disuelven en aproximadamente 800 mlL de agua. lLuego se
pesan 2 g de NaBH,, {6.3) se disuelven en la solucion de NaOH, y se afora a 1000 mL. Se filtra
con papel GFC al vacio. La solucidn debe ser preparada al momento de usar.

Solucién portadora: HCI 3% (viv).

Adicionar 30 ml de HCI {(6.2) y completar en matraz de 1 litro con agua desionizada.
Estandar acuoso de Hg de concentracion 5 mg/L

Tomar 0,5 mL de MRC (6.8} y completar en matraz de 100 mL con agua desionizada.
Estandar acuoso de Mg de concentracion 0.05 mg/L.

Tomar 1 mL de estandar acuoso de Hg {(6.11) y completar en matraz de 100 mL con agua
desionizada .

Permanganato de Potasio { KMnO,) al 5 %.
Se pesan § g de KMnO, (6.5) y se completa con agua desionizada en matraz de 100 mL.
Carne de cerdo (pulpa)

Materia de Referencia certificado BCR 186, rifidn de cerdo licfilizado; concentracion de mercurio,
1.97 + 0.04 ug/g.

Aparatos y materiales

Espectrofotometro de Absorcidn Atdmica, modelo Analyst 100, Perkin Elmer, equipado con un
generador de hidruros, modelo FIAS-400, y software.

Lampara de Mercurio de descarga de electrodos (EDL), Perkin Elmer, fuente de poder Systemn 2.
Estufa con ventilacion de aire, capaz de mantener una temperatura de 95 °C.
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7.4 Microondas MARS 5 CEM.

7.5 Balanza analitica, precisién 0.001 g

7.6 Desecador.

7.7 Material de vidrio clase A, el cual se lava previamente con Extran alcalino, luego con una solucion
de HNQ; al 10 %, y se enjuaga con abundante agua desionizada. Fosterior a este primer lavado,
se vuelve a enjuagar cuatrc veces con agua desionizada y se deja en HNO, al 10 % .durante doce
horas para volver a enjuagar cuatro veces con agua desionizada. Por (ltimo se deja 12 horas en
agua desionizada y se seca en campana de flujo laminar.

En el caso de los vasos del microondas, se recomienda lavar estos, adicionando 5 ml. de HNO,
(6.1) y sometiendo al mismo programa de digestion de las muestras.

] Procedimiento
8.1 Pruebas experimentales.

En la primera parte de este trabajo (3.2), se presenta un procedimiento para el tratamiento de
muestras de carne de cerdo, mediante digestion por microondas y la medicién del mercurio
presente en las muesiras, utilizando EAA por vapor frie. Sin embargo, en el trabajo referido (3.2},
no se [ogra optimizar las variables involucradas en el fratamiento de las muesiras: tamafo de
muestra, programa de temperatura, y composicién de Acidos; debido a problemas operacionales
presentados con el horno de microondas utilizado. En este trabajo, se intenta optimizar estas
variables, utilizando un nuevo MO de la linea CEM (7.4) en el que la diferencia mas relevante con
relacion al horno de microondas anterior, esta dada por el programa de calentamiento. En el horno
MO actual, el calentamiento es controlado por un programa de temperatura, a diferencia del
anterior, el cual era controlade por un programa con rampa de potencia. Tomando en cuenta estas
premisas, a continuacion, se presenta el andlisis de estas variables, y su influencia en la
cuantificacién de mercurio.

8.1.1 Tamafo de muestra.

e acuerdo a las experiencias del trabajo anterior (3.2) y las obtenidas en este desarrolio
experimental, se reduce el tamafo de muestra de carmne a 2 g (carne fresca homogenizada).
Como se discute en el apartado 9.2, un tamafo de muestra de 2 g, permite obtener un limite de
cuantificacion aceptable, lograndose una digestion efectiva de la muestra segln las condiciones
experimentales definidas y gue se discuten en los apartados siguientes.

8.1.2 Programa de calentamiento.
Para la eleccién del programa de calentamiento, segin una rampa de temperatura, se
consideraron los programas que recomienda el manual del MO CEM para muestras organicas, en
este caso se selecciona el programa recomendado para digerir el MR de Higado Bovino SRM
1577a (3.24); el que se presenta a continuacion.

Tabla 1 Programa de Calentamiento: Rampa de Temperatura

Etapa Potencia % de | Tiempo Presion Temp Mant
Maxima Potencia {min) (psi) {"C) (min)
1 600 W 100 10:00 350 210 10:00
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8.1.3 Composicion de acidos a utilizados en [a digestion de las muestras. Eliminacion de

8.2

8.21

interferencias.

Considerando que el acido nitrico (HNO;) resulta el acide por excelencia en la digestién de
muestras organicas, se toma éste como Aacido de partida. Inicialmente se intentd ayudar a la
digestion de estas muestras, incrementando la cantidad de Acido presente en estas. Sin embargo,
la cantidad de HNO,; fue necesaria limitarla a un maximo de 5 ml, debide a la presencia de
interferencias, las cuales elevaban los valores de Hg en las muestras %,

En trabajos publicados™®¥®’, en los que se obtienen también altos resultados en la determinacién
de mercurio, |os autores presentan como hipdtesis, “que estos altos valores obtenidos se debian a
interferencias por especies NO, formadas (VNO), las cuales, absorben en longitudes de onda
cercanas a la longitud de onda de absorcion de Hg",

Por lo tanto, se decide incorporar una segunda digestion con peréxido de hidrégeno, coma forma
de disminuir la presencia de NO, y con esta eliminar las interferencias. Esta recomendacion fue
tomada de la publicacion 3.7; referida a; “Algunos problemas asociados con la determinacion de
mercurio en tejidos bioldgicos”.

Los resultados gue se obtienen en la determinacion de mercurio en muestras digeridas con acido
nitrico y peroxido se presentan vy discuten en el apartado 9.

Procedimiento desarrcllado para realizar la digestion por via hiimeda cerrada utilizando
horno de microondas.

En muestras de carne de cerdo

Tomar la carne y eliminar la grasa, cortarla y homogenizarla en minipimer

Pesar la muestra de carne (6.14) (se recomienda 2 g de carne), pesando los vasos del horno de
microondas, antes y después de adicionar la muestra.

La masa de la muestra de carne {my) se ohtiene, por diferencia enire la masa del vaso con
muestra de carne (my ) y la masa de vaso vacio (my);es decir; mp=my-m,

Adicionar a la muestra una cantidad definida de HNO; (6.1). (se recomienda 5 ml. de HNO3)

Dejar la muestra digiriendo durante 2 horas a temperatura ambients.

Antes de cerrar los vasos, se debe purgar los 6xidos de nitrégeno volatiles (VNQ) remanentes en la
solucidn, con gas nitrogeno.

Una vez eliminada gran parte de los VNO, se procede a cerrar los vasos, preparar el horno de
microondas; y se someten las muestras al programa definido (Tabla 1).

Una vez terminado el programa, los vasos permaneceran 20 min en un programa de enfriamiento.
Finalizado el programa de enfriamiento, se abren los vasos del horno microonda, y se adiciona a fa
muestra digerida una cantidad definida de Hz0; (6.6) (se recomienda 3 mL).

l.os vasos se mantienen abiertos durante 20 minutos, para ayudar a la eliminacién de los VNG, no
obstante, antes de cerrar los vasos, se debe purgar tambien los VNO remanentes en la solucion,
con gas nitrogeno.

Una vez eliminado gran parte de los VNO, se procede a cerrar los vasos, preparar el horno de
microondas; y someter nuevamente, al mismo programa de temperatura (Tabla 1).

Una vez terminado el programa, los vasos permaneceran 20 min en un programa de enfriamiento.
Finalmente, se transfiere la muestra digerida en el vaso a up matraz aforado de 50 mL, colocando
un embudo en diche matraz, se lava bien la tapa y el vaso con agua desionizada.

Antes aforar con agua desionizada, se adiciona un 3 % de HC! { 6.2 ), lo que implica adicionar 1.5
mL de 6.2 en un matraz de 50mL. Finalmente, se adiciona una gota de permanganato de potasio
(6.13) y se adiciona agua desionizada hasta completar el volumen del matraz.
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8.2.2 En material de referencia certificado de rindn de cerdo, BCR 186.

Se pesa 0.1 g del MRC BCR 186 {6.15) y se realiza al mismo procedimiento que se detalla en
8.2.1 Previamente, se debe determinar la pérdida de masa por humedad de este material. Para
esto, se procede segun se informa en el reporie de la certificacion de este material de referencia
3.9
Segtn se indica en este documento, el procedimiento para determinar la pérdida de masa durante
el secado es el siguiente.
a. Tomar crisol vacio y secar alrededor de una hora, en estufa (7.3).
b. Transferir el crisol a un desecador (7. 8) , hasta que se alcance temperatura ambiente, y pesar
en balanza (7. 5) el crisol vacio (M)
c. Colocar en el crisol aproximadamente 2 g de muestra de este material de referencia (6.15) y
pesar en balanza crisol y muestra (M,).
Colocar la muestra en estufa regulada, durante 2 horas a 102 + 1 °C.
e. Transferir la muestra al desecador y pesar la muestra cuando se haya alcanzado la
temperatura ambiente.
Colocar nuevamente la muestra en estufa y secar durante 1 hora.
g. Repetir procaso e.
h. Repetir proceso e-f hasta que dos pesadas sucesivas muestren solo una pérdida de masa de 5
mg. L.a masa final registra es Ma.
» Método de Célculo de |z pérdida de masa en el secado del material de referencia BCR 186

o

=h

Perdida de masa por (%)= _M;-Mo* 100
secado de la muestra M;-Mg

donde;

Ms- masa en gramo del crisol después del paso b.

M;- masa en gramo del crisol con muestra después dei proceso ¢,
M. - masa en gramo del crisol con muestra después del proceso h.

8.2.3 En muestras blancos.

8.3

8.3.1

Se adicionan todos los reactivos gue involucra el proceso de digestion de la muestra, y se procede
de igual forma que en 8.2.1.

El objetivo de este analisis es definir si existe algiin tipo de contaminacion en el proceso de
digestion.

Medicion

Condiciones de medicién

Las condiciones instrumentales de operacion que se establecieron previamente y que no varian en
el desarrollo del procesa cie medicion para la determinacion de Hg son:

Lampara : Hg (EDL)
Tiempo de integracién 158

Datos de procesamiento Peak Height.
Slit : 0.7 nm {Low)
Longitud de onda : 253.7 nm
Temperatura de celda 100 °C

Flujo de gas carrier (N;) 50- 70 mL/min
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Volumen de muestra : 500 uL
Correccion de Background: No

Flujo de &cido clorhidrico(portador): 8-16 mL /ciclo
Flujo NaBH, (reductor) 4-8 ml. fciclo

Bajo estas condiciones, se realiza el chequeo de sensibilidad del equipo, evaluando la
concentracion caracteristica del elemento, la cual corresponde a la concentracion del elemento que
genera una sefial de 0.0044 unidades de Time Average. Se obtiene lo siguiente:

Concentracion caracteristica calculada : 0.4 ug/l.
Concentracién caracteristica tedrica {proveedor) : 0.5 ug/lL.

8.3.2 Establecimiento del limite de deteccion y cuantificacion,

El limite de deteccién (L.D.} se estimd a pariir de la determinacion de seis blancos tratados
independientements, lo cuales fueron tomados a partir de muestras de carne de cerdo (6.14). Se
calcula la desviacion estandar de las determinaciones, y se expresa el limite de deteccién como
sigue:

LD = (Spneo *3)+Sefialblanco
Por su parte, el limite de cuantificacion (L.C.) se establece como sigue

LC = (Syneo *10)+ seRAIBIANCO

En el acapite 8.2, se presentan los resultados obtenidos para los Iimites de deteccién y
cuantificacion.

En Chile, el Plan de Control de Residuos Exportacion del SAG, establece un limite de deteccidn
de 0,01 ug/g *™°.

8.3.3 Establecimiento del intervalo de trabajo y preparacion de los estandares de calibracién.

Seguan el limite de deteccién y de cuantificacion obtenido en este trabajo, cuyos resultados se
presentan en el apartado 8.2, se establece como intervalo de trabajo para la cuantificacion 1 - 6.0
ug/L.

Se prepararon estdndares de mercurio dentro de este intervalo de trabajo, mediante diluciones
sucesivas a partir de un material de referencia (6.7). En la ultima dilucién de los estédndares, se
adiciona un 3 % de HCI (6.2) y 1 gota de permanganato de potasio (6.10} antes de completar el
volumen de agua del matraz.

8.3.4 Medicion de curva de calibracion y método de cuantificacién.

Se midieron curvas de calibracién dentro del intervalo de trabajo establecido. La cuantificacion del
contenido de Mercurio Total en las muestras se realizé mediante el método de Bracketing 1231

La elaboracion de las curvas de calibracion permite constatar la linealidad de los puntos de bracketing
en esta curva.
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De esta forma se obtienen los valores de concentracian, por bracketing, en unidades de ugfl. Para
poder obtener los valores cuantificados en {ug/g) se procede a calcular la concentracion a partir de la
siguiente expresion.

C(ug/g)=Cx‘—;7~—x1000

en donde:

C (vg/L) = Concentracion obtenida de la ecuacién de bracketing.

Vo {ml) = Relacion de la masa promedio de la muestra (g) y el volumen final del
matraz (mL) que contiene la muestra digerida.

m {(Q) = masa de la muestra de carne de cerdo 6 MRC

Nota: En caso de un MRC, se incorpora a esia expresion un factor de correccion de humedad que
aparece multiplicando en la expresién, cuyo calculo se detalla en 8.2.2

En este estudio se tomd 0.1 g como cantidad de muestra para el material de referencia {6.15), lo
que permite obtener un nivel de cuantificacion de Hg de alrededor de 3.9 ug/L,. Este nivel de
cuantificaciéon en una muestra de carne de cerdo, considerando el procedimiento descrito en (8.2.1)
equivale a 0.1 ug de Hg/g de carne de cerdo. Este nivel de cuantificacion, se encuentra por debajo
del valor permisible de Hg legislado para este fipo de matriz, gue alcanza que alcanza el valor mas
bajo en Inglaterra de 0.3 ug/g.(ver apartado 4)

En el apartado 9.3 se detalla los resultados obtenidos en esta cuantificacion.

84  Evaluacion de la precision de repetibilidad del método.

Se realizd la evaluacidén de la precision del método en condiciones de repetibilidad, a partir de las
mediciones que se realizaron a 6 muestras de MRC BCR 1B6 (6.15). Los resultados de estas
mediciones, se analizan mediante el test estadistico de evaluacién de la precision, recomendado en

la Guia ISO 33 (3.20).

La precision del método es evaluada por comparacion de la desviacion estandar Sw determinada bajo
condiciones de repetibilidad, con el valor requeride de desviacion, owg.. El valor de owo expresado
como forma porcentual es de un 4 % para este caso; el cual corresponde al valor mas riguroso
encontrade en las publicaciones relacionadas con analisis de Hg per métodos similares al desarrollado
en este trabajo, en donde aparecen informados valores entre 4 hasta un 16 % *7 .

Se calcula la razon:

El criterio de aceptacién esta dado por la comparacion del valor de ¥ * calculado con el valor de
tabla de la distribucién ¥ *:
2 Xp 095
T n-1
Six’< XTABLA2 no hay evidencia de que el método no tiene la precision requerida.
En el apariado 9.4 se ofrece los resultados obtenidos.

X1aBLa
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B.5 Evaluacion del sesgo en la determinacion.

Fara establecer si la determinacion por EAA por vapor frio, entrega valores no sesgados, se
realiza una prueba t a la hipdtesis nula de no sesgo, esto es Ho: X=Xo 8,

Esta prueba consiste en comparar el sesgo {A), con un valor critico{Ac). Estos valares se definen
a continuacion.

A = X - x, |
donde:
x = valor promedio de las “n" mediciones
Xo = valor certificado del material

S
Ac =t s x—=+U
Jn

y donde:
fn-1) : valor de la tabla “t" para n-1 grados de libertad
S : desviacion estandar de las medidas
n : ndmero de replicados
U : incertidumbre del material de referencia

El criterio de decision para la aceptacion de la hipotesis nula a un nivel de significancia {«) dado
esta dado por;

|A| < Ac

Entonces se acepta la hipétesis nula de “no sesgo”.
8.6 Estudios de Recuperacion.

Para evaluar el sesgo en la determinacién de Mercurio para la matriz carne, utilizando el
tratamiento previe de la muestra mediante digestién himeda cerrada en horno microondas, se
requiere realizar estudios de recuperacién.

En este caso, como existe dispenibilidad de un material de referencia certificade (CRM) de la

matriz de las muestras que se analizan; la recuperacién (A} es estimada por comparacion del

promedio de los analisis de las muestras replicadas del material de referencia certificado MRC
con el valer certificado.

En este caso se analiza BCR 186 (6.15), segun procedimiento que se detalla en 8.2.1.

De esta forma, la recuperacion se estima segin fa siguiente expresion.

ﬁ — Cobs

m
Conm
donde :

€, - Diferencia del promedio de los resultados de los  replicados de las adiciones del MRC BCR

186 en rifién de cerdo liofilizada.
e - Valor certificado del material de referencia BCR 186
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8.6.1

8.7

Evaluacion de la Incertidumbre de recuperacion.

Mediante la utilizacion material de referencia representativo, en este caso el MRC BCR 186.

La evaluacién de la incertidumbre asociada a la recuperacion mediante la utilizacién de un
material de referencia represeniativo, se realiza a partir de la expresion siguiente.

E 2
— o S U{Comy )
ulR)=R_,* obs =+ CAM
N #Cype Conm

donde:
Sobs : desviacion estandar de los replicados de las concentraciones en las adiciones de MRC
en la carne (MRC BCR 186)

u(Cpmy, ) - Incertidumbre estandar en el valor certificado del MRC (BCR 188).

Determinacion de Ia incertidumbre del método.

Para poder calcular la incertidumbre, debemos considerar la ecuacion que da cuenta de la
goncentracion. Tomando en cuenta que en este trabajo |a incertidumbre del método es estimada
a partir de estudios de recuperacidn, la expresion del apariado 8.3.4, debe considerar el término
de recuperacién del método (R.,).

La incertidumbre se calcula utilizando una planilla de Kragten®'s¥3"7

El método de calculo de Kragten es una herramienta para estimar la incertidumbre combinada,
basada en calculos a partir del modelo que rige el proceso de medicion y de las incertidumnbres
estandares asociadas a cada componentes del modelo.

La incertidumbre asociada a un resultado que depende de dos o mas variables, se calcula
utilizando la "Ley de propagacion de los errares” representada por [a ecuacidn general que se
muestra a continuacidn:

Spof N Sray ey
uly)= Z(E)—EU(X!)) +J;_I(Ea_)qu(xj’x]))

El procedimiento de célculo de Kragten aprovecha una aproximacion numérica de las derivadas
parciales (bajo ciertas condiciones) resultantes de la ecuacion de medicion, de la siguiente forma:

of _ y(xi+u(xi))—u(x)

oxi U xi)
Se construye una hoja de calculo, considerando esta aproximacion como base del desarrolio.
Para ello se debe incorporar en celdas predeterminadas de la hoja de calculo: la ecuacién de
medicion, los valores numéricos de los componentes de la ecuacion y las incertidumbres
astdndares correspondientes. Las diferentes operaciones matematicas definidas en las celdas
permiten finalmente obtener la incertidumbre estdndar combinada.

Los valores que se ingresan a esta planilla se describen a continuacion.
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Incertidumbre de las concentraciones de los estdandares: corresponden a las obtenidas por
preparacion.

Incerfidumbre de las Absorbancias: corresponde a la desviacion estandar del promedio, dividida por
la raiz cuadrada de las n mediciones.

8
LiAbs = ——
vn
Incertidumbre def Volumen final: este incluye 3 fuentes de incertidumbre que se combinan como se
muestra:

1 2 2
Ldil = \/ Upubricante” + Wlenado™ + UefecioT=”

Incertidumbre de la masa: esta dado por la incertidumbre de la pesada, que se calcula:

2 2 2
Lpesada = ‘\/ Ureperibitidad ~ + Umasas™ + Ubalanza

La incertidumbre asociada a la recuperacion;
up ( se detalia en acapite 8.6.1 )
Los resultados se presentan en el apartads 9.6.

9. Resultados obtenidos en el desarrollo y validacidon de un método para la determinacion de
mercurio en carne de cerdo por via hGmeda en sistema cerrado mediante horno microonda
y cuantificacidon por EAA por vapor frio.

9.1 Resultados preliminares

Continuando el desarrollo experimental de este trabajo, y tomando como antecedentes, los
resultados obtenidos en estudios preliminares anteriores {ver informe 3.2}, se continud el estudio
como se describe a continuacion.

Inicialmente, se analizaron muestras de carne de cerdo y muestras de carne de cerdo con adicion
de esténdar acuoso.

Para esto se analizaron 3 muestras de carne de cerdo con y sin adicién de estdndar acuoso,
para un tamafio se muestra de 3 g y se trataron, siguiendo un procedimiento simitar al descrito en
8.2.1. El tratamiento utilizado en este estudio preliminar, difiere del procedimiento 8.2.1, solo en
gue las muestras en la dilucion final se encuentran en un medio de HNO; y no en HCI como se
detalla en este procedimiento.

Tabla 2 Resuitados obtenidos en la cuantificacion de Hg en muestras tratadas mediante horno

microonda
Con tratamiento digestion
N° Muestra Carne Muestra carne de cerdo Muestra control
de cerdo con adiciénde std acuoso acuoso
UA ug/L ug/L
1 0.0026 2.02 1.97
2 0.0023 2.29 2.08
3 0.0018 2.01 2.12
Prom, 0.0022 211 2.06
C.V (%) 7.6 ( para graficos 39
seleccionados)
c:nom 2.0 2-0
R 108
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De los resultados que se reportan en la Tabla 2, resulta importante destacar, que se requirié
varias veces repetir la medicidn de las muestras y los estandares acuosos, debido a que la forma
gue se obtenia de los graficos absorbarncia vs tiempo {picos anchos e irregulares), demostraba
problemas en la reaccién de la muestra con el borohidruro, lo que podria obedecer a problemas
de interferencia o a problemas operacionales. Por otro lado, para la muestra de carne se obtiene
“algan nivel” de unidades de absorbancia, y esta posible de falsa deteccion de Hg, podria
obedecer a interferencias por la presencia de VNO, los cuales absorben a la misma longitud de
onda gue el Hg.

Debido a estas posibles interferencias, y a la pobre repetibilidad de las mediciones de las
muestras de carne y de Ios estandares acuosos, se decide disminuir el tamafio de la muestra a
digerir, y mantener una composicién de un 3 % de HCI en la Gitima dilucion de los estandares y
de las muestras,

Tabla 3
Muestras digeridas Muestras lecturas
Muestras por MRC BCR 186 Controles acuosos
lectura ug/L ug/g Muestras ug/Ll
MR 3.85 2.00 Ci 4.03
MR2 4.78 2.34 Cc2 3.81
MR3 3.74 2.02 C3 4.04
MR4 3.92 2.07 C4 4.04
MR5 3.94 2.18
MR6 3.87 2.1
MR1 4.13 2.14
MR2 4.65 2.43
MR3 4.14 2.23
MR4 4.08 2.18
MR5 3.893 217
MR8 4.15 2.26
promedio 218 3.98
C:V (%) 5.9 2.9
Crom (R %) 1.97 {111 %) 4.1

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en la cuantificacion de Hg para muestras de
MR de rifién de cerdo (6.15), digeridas en horno microonda, seguin procedimiento 8.2. Se utilizé un
tamafo de muestra de este MR de 0.1 g y la muestra fue disuelta finalmente en un 3 % de HCI. De
acuerdo a estos resultados, se observa que los valores se encuentran algo por encima del valor
certificado del MR obteniéndose un 111 % de recuperacion, Ademds, 24 horas después de
adicionar el HCl. comienza a observarse un precipitado en las soluciones digeridas y en los
estandares.

Es por esto, que se decide nuevamente repetir el ensayo, manteniendo las muestras finalmente en
una solucion acida de HNO,, al 3 %.

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos en la cuantificacion de MR de rifién de cerdo, y
en muestras de cerdo, tomando en cuenta esta consideracion, es decir manteniendo las muestras
disueltas en una solucion acida de HNOa . De acuerdo a estos resultados experimentales, si bien
las muestras en HNO,;, mantienen una apariencia estable, la medicién no es reproducible, se
obtienen formas de picos irregulares que no pudieron ser cuantificados. Es por esto que finalmente
se recomienda mantener en la dilucidn final las muestras digeridas y estandares acuosos en un
medio de HC| al 3 %.
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Dichos resultados pudieron ser también corroborados por los obtenidos en la literatura (3.23), para
muestras digeridas de materiales biologicos, en las cuales, se obtienen también sefales no
reproducibles, cuando estas muestras se mantienen en HNO,. La explicaciéon que se le da a este
hallazgo es que se presentan problemas en la reaccién de reduccién del Hg*? a Hg® con el
borohidruro, cuando las muestras se encuentran en un medio de HNQ;,

De acuerdo a esto, se decide finalmente que las muestras deberan ser mantenidas en su dilucién
final en un medio de HCI al 3 %, para que de esta forma se favorezca siempre la reaccion de las
muestras con el borohidruro en la reduccién del Hg*® a Hg®, obteniende una sefial reproducible. Es
importante sefalar que con vista a mantener la apariencia estable de la solucidn, es necesario que
la medicién se realice en un plazo no mayor a las 24 horas como forma de evitar la presencia de
precipitados en la solucién.

Tabla 4
Muestras digeridas Muestras lecturas
Muestra de ug/g Muestra de UA Muestras ug/L
MRC BCR 186 carne de Controles
cerdo Acuosos
MR 1.83 M1 0.0015 CA 4.07
MR2 1.87 M2 0.0027 c2 3.70
MR3 1.94 M3 0.0014 C3 3.77
MR4 1.92 M4 0.0014 C4 4.24
MRS 1.98 Mb 0.0013 Ch 4.21
MR8& 1.88 C8 3.89
MR 1.98
MR2 1.94
MR3 2.03
MR4 1.92
MR5 1.76
MR6 1.82
prom 1.91 0.0017 3.98
C:V (%) 4.2 (graficos 2.8 (graficos
seleccicnados) seleccionados)
Cromt R) 1.97 (R=97 %) 4.01

Tomando en cuenta estas experiencias obtenidas de estos resultados preliminares, se procede a
realizar la Validacion del Método para ia determinacion de Hg, en las muestras de carne de
cerdo, material de referencia de rindén de cerdo liofilizado vy blancos de digestion.; utilizando el
procedimiento propuesto en 8.2 el que considera un medio de HCE al 3 % en la dilucidn final de las
muestras digeridas.

9.2 Limite de deteccion y de cuantificacién.

En |la Tabla 5 se presentan los valores de absorbancia obtenidos para 6 muestras de carne de cerdo
que fueron tratadas independientemente y medidas segln el método desarrollado y detallado en 8.2.1.
Como se detalla en el procedimiento, se utiliza como tamafno de muestra una masa de carne de cerdo
de2qg.

Los limites de deteccién y cuantificacién (LD y LC) expresados en absorbancia; que se presentan
también en esta tabla, fueron calculados seglin las expresiones definidas en el acépite 8.3.2.
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Tabla 5 Valores de absorbancia obtenidos en la medicion de muestras de carne de cerdo

digeridas.
Medidas Abs/bco L.D {abs) L.C (abs)
1 0.002 0.003 0.007
2 0.003 0.004 0.009
3 0.007
4 0.001 0.003 0.007
5 0.001 0.003 0.007
6 0.001 0.003 0.007
prom 0.0017 0.0035 0.0076
ds 0.0006

Los limites de deteccién y de cuantificacién expresados en ug/L., se obtuvieron a partir de los valores
de pendiente {0.0088) e intercepto ( 0.0004), obtenidos a partir de la curva de calibracién medidas
en el intervalo de concentraciones de 1.0 — 5.9 ug/L. Esta curva de calibracion, fue medida
conjuntamente con las muestras de carne de cerdo.

Los valores de los limites de deteccidon y cuantificagion que se obtienen segin el método
desarrollado para la determinacion de Hg en carne de cerdo, son los siguientes.

LD (expresado enugfl) = 0.4 y LC (ug/y =0.8

considerando 2 g de carne de cerdo, y completando en matraz de 50 mL, se obtiene;

M)= 0.009 y LC (M )= 0.020

LD (expresado en
g de cerdo g de cerdo

Es importante destacar que este método desarrollade para la determinacién de Hg en carne
provee un limite de deteccion similar al limi{e de deteccion que establece el Plan de Control de
Residues Exportacion del SAG en Chie (0.010 ug/g) y mas de 15 veces el limite de
cuantificacion, si tomamos como referencia el limite permisible legislado por Inglaterra para
especies marinas {0.3 ug/g).

Cuaniificacion de Hg en muestras de material de referencia certificado de rindn de cerdo
liofilizado (BCR 186)

Se cuantificd la concentracion de Hg por bracketing, en muestras del material de referencia de rifion
de cerdo liofilizado certificado en Hg. Las curvas de calibracion se presentan en el 11.3.

En Ja Tabla 6 se presentan los valores de concentracion obtenida.
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Tabla 6 Concentraciones de Hg en ug/L {ug/g) obtenidas en el MRC BCR 186.
MRC BCR 186 Concentracion de Hg
ug/L ug/g
MR1 4.10 2.27
MR2 4.49 2.41
MR3 4.04 2.20
MR4 4.09 2.23
MR5 4.23 2.32
MR6 4.09 217
MRH1 3.99 2.21
MR3 4.18 2.28
MR4 4.42 2.40
MR5 4.33 2.37
MR6 4.07 2.25
Prom. 4.18 2.28
C:V (%) 3.7
Crom 1.97

Como se observa en la Tabla 6, se cuantifica Hg a niveles de 2 ug /g en un material de referencia
certificado con una desviacion estandar relativa que no supera el 4 %.

9.4 Evaluacion de la precision del método en condiciones de repetibilidad.

De acuerdo a los resultados de concentracion de Hg obtenidos, se realiza una evaluacién de la
precisidn. En la Tabla 7 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 7 Evaluacion de la precision en condiciones de repetibilidad.

MRC BCR 186
CV (Suo: %) 4
Swo {ug/L) 0.079
Sw 0.084
1 g.l 5
xzfn-ﬂ;u.ss 11.1
[ % cate. 5.7

Se obtiene que , X wae<X 1085 POr tanto el método evaluado presenta una precision requerida, al
cuantificar la concentracion de Hg en muestras de un MRC de rifidn de cerdo. Para este analisis, los
valores de precision obtenidos, fueron comparados con una desviacion estandar relativa del 4 %, el
cual corresponde al valor més riguroso encontrado en [as publicaciones relacionadas con analisis de
Hg por metodos similares al desarrollado en este trabajo, en donde aparecen informados valores enire
4 hastaun 16 % >,

9.5 Evaluacion de la Recuperacién y de su incertidumbre asociada.

Al evaluar la recuperacion en la cuantificacion de Hg en el MRC BCR 1886, se obtiene un nivel de
recuperacion de un 116 %, con una incertidumbre asociada de un 1.7 %.

Este nivel de recuperacion obtenido, se encuentra por encima de lo que se reparta en algunos de
los trabajos consultados (90-110 %)***#3%  Sepin explican los autores de estas publicaciones.
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Estos valores obtenidos en la medicién de Hg por sobre lo esperado, puede deberse a que atin
persisten interferencias en la medicion, debido a la presencia de dxidos de nitrégenos remanentes
en la solucion digerida, los cuales absorben a la misma longitud de onda del Hg, provocando un
incremento de la sefal de Hg.

La disminucion de estas interferencias se ha tratado en otros trabajos, a través de la adicion de
acido sulfamico en las soluciones digeridas, lo cual ha reducido considerablemente los efectos de
esta interferencia.

Evaluacion de la Incertidumbre en la determinacion de Hg en el MRC BCR 186 a partir del
método desarrollado

Se obtiene una incertidumbre relativa del orden del 7 %.

En el Grafico 1 se ilustran los aportes individuales en ia incertidumbre de la concentracion de Hg
en el MRC de rindn de cerdo, BCR 186.

Grafico 1 Aportes individuales en la incertidumbre de la concentracion de Hg en el MRC BCR 186

U del método (7 %)

ConcMUESTRA |
H -
Fa(miv)

F1{v/v)
Conc STD ALTO
Conc 8TD BAJO
L STDALTO [
L STD BAJO
L MUESTRA

i

0,0E+00 5,0E-02 1,0E-01 1,5E-01
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10  Conclusiones y Recomendaciones
1-  3e desarrolla y se valida un método de pre-tratamiento por digestién hdmeda cerrada en horno
de microondas, y medicién de mercurio por EAA por vapor frio para muestras de carne de

cerdo

2-  El limite de deteccidn, que proporciona este meétodo (0.002 ug/g) es similar &l limite de
deteccion regulado por el SAG.

3-  Se obtiene una precisién del método adecuada con un coeficiente de variacion de un 4 %.

4- En la determinacion de Mercurio en el MRC de rifidn de cerdo se obtiene una incertidumbre del
método de un 7 %.

5-  En las evaluaciones realizadas en la cuantificacién de Hg para el MRC BCR 186, se obtiene un
nivel de recuperacion de un 116 % por encima de lo esperado si se compara con lo reportado en
otros trabajos. Se considera que este nivel de recuperacién por encima de o esperado se debe
a que aln persisten interferencias por la presencia de remanentes en la solucidn digerida, de
oxidos de nitrogeno volatiles.

6- De acuerdo a los resultados de recuperacion obtenidos se recomienda buscar otras formas
posibles de disminuir estas interferencias, como puede ser la adicion de acido sulfamico en la
solucion digerida, la que en determinado nivel de concentracién podria reducir el efecto de estos
NO,, reduciendo las interferencias y obteniendo niveles de recuperacién mas acorde a los que
reporta la literatura.,
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3.1

3.2

3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

3.8

3.9

3.10

3.12
3.13

3.14

OBJETIVO

Validar un método analitico para la determinacion de Tetraciclinas en carne de cerdo a traves de
la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia con Detector con Arreglo de Diodos.

ALCANCE

Determinacion de la concentracion de Oxitetraciclina, Tetraciclina y Clortetraciclina en un rango
de concentracion de hasta 150 pg/kg en los extractos finales obtenidos, mediante Cromatografia
Liguida de Alta Eficiencia con deteccion de Arreglo de Diodos.
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4, DESCRIPCION DEL METODO ESTUDIADO

4.1 Antecedentes

Las tetraciclinas son antibidticos ampliamente utilizados en el control de enfermedades
bacterianas desde su descubrimiento a mediados de 1900 (Figura 1). Estos antibiGticos han
jugado un rol importante en la salud tanto de humanos como en medicina veterinaria, debido a
que presentan una actividad de amplio espectro contra organismos Gram-positivos y Gram-
negativos y ademas presentan un bajo costo. Su uso en medicina veterinaria esta relacionado
con la prevencién y control de enfermedades infecciosas. Sin embargo, el uso de estos
antibioticos ha llegado a ser un seric problema puesto que dejan residucs en los alimentos que
pueden ser toxicos o bien producir reacciones alérgicas en individuos hipersensibles. Por otro
lado, el consumo prolongade de bajas dosis de antibidticos puede inducir la resistencia
bacteriana @ estos mismos antibidticos. Con el fin de evitar estos efectos, la Unién Europea ha
establecido concentraciones limite maximas permitidas (MRL) para diversos residuos en
alimentos, siendo en general para las tetraciclinas de 100 pg/kg en misculo de cerdo.

. Hel - HCi
Tetraciclina
o
:  OH &
N . OH
+ HCI
OM
Clortetraciclina Doxiciclina (Std interno)

Figura 1. Estructura Quimica de las Tetraciclinas estudiadas.
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4.2 Principio
La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia es un método que es utilizado extensamente para la
separacion de mezclas complejas. Como toda técnica cromatogréafica, la separacion de los
analitos se basa en el reparto de cada analito en la fase estacionaria (sdlido quimicamente
activo) y la competencia por un mismo sitio con la fase mévil (solvente con gran afinidad a [a fase
estacionaria). La afinidad de cada analito con la fase estacionaria, dada por su constante de
reparto, permite la separacion de los componentes de una muestra los cuales son posteriormente
detectados y cuantificados.
En este estudio, el cromatdgrafo tiene acoplado un detector UV-vis con arreglo de diodos. La
tecnologia de este tipo de detectores permite el monitoreo continuo del espectro de absorcidn del
eluato proveniente de [a columna. De esta manera se obtiene el espectro completo de la elucién
de un peak, io gue ayuda a la identificacidn y cuantificacion de un determinado componente.
En la bibliografia existen diversos métodos para la determinacion de tetraciclinas en diferentes
matrices y formulaciones farmacoldgicas, en donde un nlmero impartante de ellas cumplen con
los requerimientos para la deteccion de estos antibidticos en tejidos. En este estudio se cumple
con algunos de los requerimientos de validacién internacionales basados en la Guia EC/657/2002
para este tipo de mediciones, al ttempo que presentan |a sensibilidad y especificidad requerida.
Las Tetraciclinas presentan absorcion de radiacién UV-vis, con dos bandas bien definidas cuyos
maximos estan entre 260 y 350 nm aproximadamente.
Dada la estructura gquimica de las Tetraciclinas, la técnica de extraccién y las condiciones
cromatograficas estan relacionadas con la solubilidad y estabilidad que éstas tienen en
soluciones de pH acido. A diferencia de otros antibidticos, las Tetraciclinas no presentan una
impaortante interaccidn con proteinas, cuando son aplicados en animales durante el tratamiento
de enfermedades. Sin embargo, presentan una gran capacidad para formar complejos con
cationes divalentes, por lo que el uso de EDTA se hace imprescindible para eliminar este tipo de
interferentes que estan presentes en las distintas matrices.
Par lo tanto, el procedimiento de extraccion se divide en dos etapas. La primera consiste en
extraer los antibidticos desde la matriz con buffer con un alto contenido de EDTA. La segunda
etapa de purificacién o clean up, donde el extracto obtenido es sometido a una extraccion en fase
solida con el objetivo de concentrar el analito y remover grasas y otros interferentes provenientes
de la matriz.
La cuantificacion se realizé mediante bracketing previa verificacion del rango lineal.

5. EQUIPAMIENTO

5.1 Material de vidrio clase A.

5.2 Balanza Sartorius MC1 RC 210P

53 Sistema de vacfo multicolumna "Manifold”

5.4 Columnas SPE C-18 Waters Qasis HLB 6cc (0,2 g) Extraction Cartridges.

55 Cromatografo liquido de alta eficiencia equipado con un detector de arreglo de diodos
(MPLC - DAD), Waters,

5.6 Columna XTerra RPg 5 pm, 3.5x150 mm para HPLC.

5.7 (Gas Helio (como desgasificador de los componentes de la Fase Movil).

5.8 Jeringa Hamilton de 500 uL..

5.9 Centrifuga HERMLE Z300K

510  Turbo Vap

5.11  Jeringas de 1 mL desechables

512  Jeringas de 10 mL desechables

513  Filtros Millipore 18 mm de diametro, desechables.
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5.14
5,15
518
5.17
5.18
5.19
5.20
5.21

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
6.10
6.11
6.12
6.13

7.1

7.2

Vorlex

Viales de 4 mL silanizados con tapa rosca de polipropilenc con septum de goma, Waters.
Tubes &mbar de 40 mL con tapa rosca de polipropileno con septa de goma (2.5 cm diametro}.
Tubos de centrifuga conicos de polipropileno de 50 mL con tapa.

Micropipeta electronica 50-1000 plL,

Micropipeta elecironica 20-300 plL.

Procesador de alimentos MiniPrimer Braum 400w.

Bario regulado con agitacion GFL 1092

REACTIVOS

Tetraciclina Sigma, estandar control Lote 092K1607

Tetraciclina Riedel de Haén, estandar calibracion Lote 3301X
Oxitetraciclina Sigma Lote, estandar control 111K1540
Oxitetraciclina Riedel de Haén, estandar calibracién Lote 3174X
Clortetraciclina Sigma, estandar control Lote 073K1208
Clortetraciclina Riedel de Haén, estandar calibracion Lote 3027X
Doxiciclina Sigma L.ote 062K1572

Acido Citrico monchidratado P.A. Merck

Acido Oxalico dihidratado P.A. Merck

Fosfato bibasico de Sodio P.A. Merck

Tritriplex 1l (EDTA) P.A. Merck

Acetonitrilo grado gradiente para cromatografia liquida Merck (ACN)
Metanol grado gradiente para cromatografia liquida Merck (MeOH)

PROCEDIMIENTO
PREPARACION DE SOLUCIONES DE ESTANDARES CONCENTRADOS

La preparacion de los estandares de calibracién y control se realiza en forma gravimétrica, a
partir de los solidos correspondientes, considerando la presentacion de los mismos para el
célcuio de la concentracion (es decir, si presenta como antibiético neutro o comao sal).

En una navecilla de aluminic de masa conocida se pesa la cantidad aproximada del sdlide para
obtener una concentracion final de 100 ppm. La navecilla completa se transfiere al matraz de
vidrio, previamenie pesade {vacio), y se afora con metanol. El matraz con la solucién se pesa
nuevamente. Los calcules de concentracion se realizan por diferencia de pesada,

PREPARACION DE SOLUCIONES INTERMEDIAS MULTIESTANDAR

Para la preparacion de estandares de calibracion es necesario preparar diluciones intermedias a
partir de los estdndares concentrados preparados como se describe en 7.1. Las soluciones
intermedias se preparan como multiestandares, es decir, contienen todos los antibidticos a
considerar en la calibracion, en este caso Tetraciclina, Oxitetraciclina y Clortetraciclina.

A partir de cada una de las soluciones concentradas y en funcién de la concentracion de la
solucidn de partida, se toma una alicuota necesaria para obtener una concentracion final de 2.5
ppm y se adiciona a un matraz vacio previamente pesado. El volumen de cada antibidtico
adicionado se regisira por pesada. Finalmente, luego de haber agregado todos los antibidticos,
se afora al volumen del mairaz con acido oxalico acuoso 0.01M, registrando la masa final.
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7.24

7.3

7.4

7.5

ESQUEMA DE PREPARACION DE SOLUCIONES INTERMEDIAS MULTIESTANDAR

El siguiente esquema resume la preparacion de las soluciones multicomponente de calibracién y
control, a partir de soluciones stock de cada antibidtico. Tanto para la solucién multicomponente
de calibracién como la de control, el procedimiento seguido fue el mismao.

2.5 mL Oxitetraciclina 2.5 mL Tetraciclina 2.5 mL Clortetraciclina
100 ppm 100 ppm 100 ppm

100 mL Sin Multicompenente
OXI/TETRA/CLOR
2.5 ppm

PREPARACION DE SOLUCION INTERMEDIA DE ESTANDAR INTERNO

La preparacion de la solucion intermedia del estandar interno Doxiciclina se realiza de acuerdo al
procedimiento descrito an el punto anterior.

En un matraz aforado de masa conocida se adiciona una alicuota de la solucién stock. Se
registra su masa y luego se afora con acido oxdlico acuoso 0.01M registrando la masa final. La
concentracion de esta solucion es de 2.5 ppm.

PREPARACION DE ESTANDARES DE PARA CURVA DE CALIBRACION EN MEDIO
ACUOSO

Los estandares de calibracion para la curva de calibracion en medio acuoso, se prepararon a
partir de la adicidn creciente de alicuotas tomadas de la solucién intermedia multicomponente de
calibracion.

Se adiciona un alicuota de la solucion intermedia multicomponente en un vial previamente
pesado y se registra su masa. Luego se adiciona una alicuota de estandar interno, se anota su
masa y se adiciona acido oxalico acuoso para completar la masa final a 1g. El rango de trabajo
fue de 20 — 150 ug/Kg.

PREPARACION DE ESTANDARES PARA CURVA DE CALIBRACION EN MATRIZ

L.a preparacion de la curva de calibracién en matriz carne se realizo pesando muestras de carne
previamente homogenizada, las que fueron fortificadas con alicuotas crecientes de las soluciones
multicomponente de calibracion. Para esto se pesd una muestra de carne en un tubo de
polipropileno de masa conocida y Juego se agregd una alicuota de solucidn multicomponente,
registrandose el peso total. De esta manera se obtuvo una curva de calibracidén con cinco niveles
de concentracion dentro de un rango de 20 — 150 pg/Kag.
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7.5.1

7.6

7.7

7.8

7.9

VALIDACION

' INFORME TECNICO DE

Las muestras blanco se prepararon agregando a una muestra de carne una alicucta de agua de
volumen equivalente de solucién multicomponente de calibracion adicionade en las otras
muestras.

ESQUEMA DE PREPARACION DE ESTANDARES DE CALIBRACION EN CARNE

El siguiente esquema resume la preparacion de las muesiras fortificadas de carne de cerdo
mediante la adicion de alicuotas de la solucién multicomponente de calibracion.

2.00 +0.02 g de
carne

2.00+0.02gde
carne

200+ 002gde
carne

2,00 + 0.02 g de
carne

2.00 +0.02 g de
carne

homogenizada homogenizada homegenizada hemogenizada hamogenizada
[ l | i I
20 uL Sin 40 pl Sin 80 pL Sln 120 ul Sin 150 pl Sin
multicomponents multicomponente mutticomponents multicomponente multicomponente

de calibracién

de calibracion

de calibracién

de calibracién

de calibracién

PREPARACION DE ESTANDARES Y MUESTRAS CONTROLES PARA CUANTIFICACION
MEDIANTE BRACKETING EN MATRIZ

Se prepararon seis muestras controles & solo un nivel de concentracion (100 ng/Kg}, a los cuales
se les agregd una alicuota equivalente de solucidn multicomponente control de 2.5 ppm tomada
en la preparacién de las muestras de calibracién para el mismo nivel de fortificacion.

l.a preparacién de los estandares de bracketing se realizd bajo el mismo procedimiento antes
descrito, pero sélo a dos niveles de conceniracion (50 y 120 ng/Kg).

PREPARACION DE ACIDO OXALICO 0.01 M ACUOSO

Esta solucion acuosa se prepara disolviendo 1.26 g de acido oxalico en agua. Luego se transfiere
cuantitativamente a matraz aforade de 1 L y se completa el volumen hasta el aforo.

PREPARACION DE ACIDO OXALICO 0.01 M METANOLICO

Esta solucion se prepara disolviendo 1.26 g de acido oxdlico en metanol. Luego se transfiere
cuantitativamente a matraz aforado de 1 L y se completa el volumen con metanol hasta el aforo.

PREPARACION DE BUFFER MC ILVAINE

Pesar 21 g de &cido citrico monohidratado y 28.4 g de fosfato de sodio bibésico, para preparar 1
L de solucion 0.1 My 1L de solucién 0.2 M, respectivamente.
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Al litro de solucién de acido citrico 0.1 M, se agregan 625 mL de la solucion de fosfato. Se obtiene
una mezcla de volumen final de 1625 mL a los cuales se agregan 60.5 de EDTA (Tritriplex 111).
Agitar hasta obtener una solucion traslicida.

El pH de esta solucion debe ser 4.00. Si es necesario, ajustar el pH con HCI o NaOH.

710 PREPARACION DE METANOL AL 5% EN AGUA

Diluir & mil. de metanol en 100 ml de agua milli-Q. Esta solucion debe ser preparada cada dia.

7.11. ACTIVACION DE LAS COLUMNAS DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Las columnas de exfraccion en fase sélida deben ser activadas antes de usar, con el fin de
activar los sitios de unién. Este procedimiento se realiza agregando a cada columna 7 mL de
metanol, luego 7 mL de agua y finalmente 7 mL de buffer Mc llvaine.

7.12. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Adicionar a las muestras previamente pesadas y fortificadas 10 mL de buffer Mc livaine. Agitar en
vortex durante 1 minuto y luego agitar en bafio termostatizado a 20°C por 10 minutos. La mezcla
homogenea obtenida se centrifuga a 4000 rpm por 10 minutos a 10°C. Se separa el
sobrenadante en otro tubo de polipropileno y se mantiene refrigerado. Se repite el procedimiento
de extraccion y se mezclan los extractos obtenidos. Estos extractos se cargan en las columnas
de extraccion en fase sdlida previamente acondicionadas. Cuando se ha cargado todo el
extracto, las columnas son lavadas con 10 mL de agua milli-Q y 2 mL de solucién metandlica al
5%. Dejar secar las columnas aplicando vacio durante 2 minutos aproximadamente.

Las tetraciclinas son eludidas de las columnas con 3 mlL de acido oxalico 0.01 M en metanal.
Posteriormente se reduce el volumen bajo corriente de nitrdgeno en TurboVap a 35°C hasta un
volumen aproximado de 200 plL. El extracto se transfiere a un vial ambar previamente pesado y
que contiene una masa conocida de estandar interno, se registra su masa y se adiciona acido
oxalico acuoso hasta completar la masaa 1 g.

Filtrar e inyectar.
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7.12.1 ESQUEMA DEL PROCEDIMEINTO DE EXTRACCION

2 g decarne

7 mL de buffer Mc
llvaine pH 4.0

Solucién

multicomponente 2.5 ppm

Homogenizar en
vortex

Agitar a 20°C por
10 min.

Centrifugar a 4000 rpm

por 10 mina 10°C

Reservar

Repetir extraccidn con

10 mL de buffer

sgbrenadante

Mezclar sobrenadante y cargar
en las eolumnas
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7.12.2 ESQUEMA DE PURIFICACION DE LAS TETRACICLINAS EN COLUMNAS DE EXTRACCION
EN FASE SOLIDA

Activacion de la
columna SPE

Carga de los
awvtrartne

Lavar con 10 mL de

agua milli-Q y 2 mL

de Metancl al 5% en
agua

Secar columna con
vaclo por 2 min
aprox.

Eluir eon 3 mL de Acido
Oxalico en metanal

Concentrar en TurboVap
hasta un volumen de 200 ul,

Pesar extracto, adicionar 120
uL Doxiciclina 2.5 ppm y
completar masa a 1 g con
acido oxdlico acuoso
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8.1.

RESULTADOS

Condiciones Cromatograficas

Debido a la estructura quimica de las tetraciclinas la extraccion y clean-up de estos antibidticos
desde distintas matrices y la siguiente determinacién por via cromatograffa liquida puede ser
dificultosa. Existen diversas publicaciones en donde se describen los principales problemas vy
desafios en el desarrofio de un método para la determinacién cuantitativa de la tetraciclinas, sin
embargo, la resolucion de algunos de estos problemas esta basado en comprender la quimica
asociada a estos antibioticos. Por ofro lado, como todo compuesto, pueden presentar un pequedo
porcentaje de impurezas, ios cuales pueden ser principalmente productos de degradacion propia
de estos antibioticos que presentan estructuras guimicas anélogas.
Con estos antecedentes, las condiciones cromatograficas fueron optimizadas a través de la
inyeccion de soluciones acuosas de las tetraciclinas y de los extractos provenientes de la matriz.
Las condiciones que se consideraron en la optimizacion de las condiciones cromatogréaficas son:

- Modificacion de la composicion de la fase mavil (proporcién de solventes).
- Cambio de algunos solventes por otros en la fase mavil.

- Cambio de flujo durante la corrida cromatografica,

- Modificacion del pH.

- Cambio de la columna cromatogréfica (distinto relleno, dimensiones y tamarfio de particula).
- Modificacion de las condicionas de extraccion.

Las principales dificultades que se presentaron fueron la elucién de las cuatro tetraciclinas con el
frente de la fase maévil, el solapamiento de sefiales y la cantidad de metancl que contiene la
muestra al ser inyectada, puesto que este solvente distorsiona la forma de los peaks.
Los parametros cromatograficos que mostraron mejores resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla1. Condiciones cromatograficas HPLC-DAD

Parametro
Flujo 0.8 — 1.1 mt/min
Fase movil Acido Oxalico acuoso 0.01 M / ACN (gradiente)

Temperatura de la columna

35°C

Volumen de inyeccion (Loop)

200 uL

Columna

Ca, 150 x 3.6 mm, tamano de particula de 5 um

Rango espectral

210 — 450 nm, Apes 354 Nnm
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Tabla 2. Composicion de fa fase mévil para el andlisis en gradiente de las tetraciclinas

< o/ Ani
Tiempo, min nﬂj;’;h % ACN oxél/(i’ciclljc.l& M grcag;:l?te
0 0.8 10 90 -
> 0.8 30 70 6
8 1.1 30 70 6
10 1.1 30 70 6
12 0.8 10 90 6
20 0.8 10 80 6

Con estas condiciones cromatograficas se obtuvieron cromatrogramas como el que se muestra
en la Figura 2. En esta figura se observan los peaks correspondientes a cada una de las cuatro
tetraciclinas, Oxitetraciclina, Tetraciclina, Clortetraciclina y Doxiciclina, presentando peaks
definidos y separados. Como es sabido, el tiempo de retencién es uno de los principales
parametros para la asignacién de sefiales, sin embargo, en este estudio la asignacion se realizé
a traves de la comparacion de los espectros de absorcion de cada peak con el asignado a una
determinada tetraciclina (Figura 3), tomando como referencia los tiempos de retencién y la
adicion de alicuotas sucesivas de estandar a una misma muestra observande el crecimiento de la

senal,

0.01¢

0.0087

0.008-

Al

0.004+

0.002+

0.000-

ra

10.009

;_\ Muw

e Rt
9.00
Minutes

R L e s
12.00 13.00 14.00

Figura 2. Cromatograma obtenido para nivel de fortificacion de 100 ng/g en matriz. (1)
Oxitetraciclina, {2) Tetraciclina, (3) Clortetraciclina, (4) Doxicilcina.
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Figura 3. Espectro de absorcion de Tetraciclina bajo condiciones finales de elucion.

8.2 CURVA DE CALIBRACION. RANGO LINEAL

Las siguientes figuras muestran las curvas de calibracién obtenidas para cada tetraciclina en
donde se observa el rango lineal de respuesta del detector para cada analito validado. Cada

grafico representa la relacion entre la razén de la concentracién entre analito y el estandar interno
(RC) y la razon de las areas de respuesta del analito y el estandar interno (RA).
8.2.1 Tetraciclina

Curva de Calibracion Tetraciclina en matriz
60000

50000 -

40000 -

RA

30000
20000

10000 -

0 r : T ' r ‘ T
0,0 20,0 40,0 60,0 800 100,0 120,0 1400
RC

160,0

Figura 4. Curva de calibracion de Tetraciclina en carne de cerdo.
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El rango de concentracion que comprende esta figura es 20 - 150 ng/g. La ecuacidn de regresidn

lineal para esta gréafica es la siguiente:

AA = 0.0210 + 0.6878 RC
R? = 0.0957

8.2.2 Oxitetraciclina

Curva de Calibracion Oxitetraciclina en matriz

60000
50000 -
40000
30000

RA

20000 -
10000 -

T T u

ao 100 120 140 180
RC

Figura 5. Curva de calibracion de Oxitetraciclina en carne de cerdo,

El rango de concentracion que comprende esta figura es 20 - 150 ng/g. La ecuacion de regresion

lineal para esta grafica es [a siguiente:

RA =0.0225 + 0.6676 RC

R? =0.9924

8.2.3 Clortetraciclina

Curva de Calibracién Clortetraciclina en matriz
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Figura 6. Curva de calibracion de Clortetraciclina en carne de cerdo.
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8.3.1

El rango de concentracion que comprende esta figura es 27 - 150 ng/g. La ecuacion de regresion
lineal para esta grafica es la siguiente:

RA = 0.0793 + 0.3632 RC
R%=0.9915

Como se puede observar, para los tres analitos el rango de concentracion elegido representa un
buen rango de trabajo. La concentracion de Limite méximo de residuo permitido (100 ug/kg) esta
en medio del rango lineal de la curva de calibracién, lo que permite realizar la cuantificacion de
muestras controles a través de bracketing.

CUANTIFICACION DE TETRACICLINAS EN MUESTRAS CONTROL MEDIANTE
BRACKETING

Para cuantificar cada una de las tetraciclinas en las muestras fortificadas, se utilizd el método de
bracketing, en donde se inyecta el extracto provenienie de una muestra fortificada con las
soluciones de estandares de calibracion, llamadas estandar bajo y estandar alto y, los valores de
concentracién de estos estandares corresponden a los calculados por preparacion.

Tabla 3. Resultados del analisis de las 6 muestras de carne fortificadas.

Crup (0/G) | Comsnglg) | CV(w) | HocURRIacion
Tetraciclina 70.4 70.2 10.5 100
Cxitetraciclina 76.5 68.4 8.8 89
Clortetraciciina 70.2 72.4 12.8 103

Estos valores representan la obtencién de resultados satisfactorios que indican un éptimo
procedimiento de extraccion y de las condiciones cromatograficas. Por otra parte, se evalud la
recuperacién de los antibidticos relacionando la concentracidn obtenida a través de la
cuantificacion por bracketing y la de preparacion. Esto porque al no contar con materiales de
referencia certificados de estos antibidticos en esta matriz, las guias internacionales sobre la
validacion de métodos analiticos recomiendan la evaluacién de la recuperacion, puesto que es un
buen indicativo de la eficiencia del proceso completo de extraccion. Los valores de recuperacion
obtenidos son satisfactorios y la evaluacion de los datos a través de test estadisticos indican que
estos no son significativamente diferente del 100 %.

Evaluacion de la Recuperacién

Para estudiar el efecto de la matriz en la medicién, y la eficiencia del proceso de extraccion de los
antibiéticos en la carne de cerdo, mediante extraccién en fase sélida, se prepararon muestras con
adicion de los antibiéticos considerados en este estudio.
La recuperacion promedio obtenida (R) estara dada por:

R=£x100

Prep
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Donde, Cus es la concentracion promedio observada en las muestras con adicion de
tetraciclinas, y Cprep 5 |2 concentracian de antibidtico agregada a las muestras medidas.
Se debe evaluar si el R obienido es diferente de 1. Para ello se hace la siguiente prueba en la
cual se comparan los valores de t calcutado {t) respecto a un t critico (). Los valores de cada
uno de ellos esta dado por:

. [(R-ﬂ]

u

i

e {n-1;0.85)
Sit.< t. na hay evidencia de que R sea diferente de 1.

La tabla 4 resume los resultados del test de evaluacion de la recuperacian.

Tabla 4. Resultados de la evaluacion de recuperacian.

i t. Decisién
Tetraciclina 2.21 2.78 No se corrige
Oxitetraciclina 0.61 2.57 No se corrige
Clortetraciclina 0.22 2.57 No se corrige

Los valores de recuperacion obtenidos son satisfactorios y la evaluacién de los datos a traves de
test estadisticos indican que estos no son significativamente diferente del 100 %.

8.3.1 Evaluacion de la Precision

La precisién de las determinaciones se evallia mediante la prueba de x°. Se evalla un pardmetro
calculado versus un valor critico. Los valores de cada uno de ellos estan dado por:

(%)
x = | —
c,‘W

2 x f—l;u‘us
Kiabla = -1

Donde, Sw es la desviacion estandar intralaboratorio en condiciones de repetibilidad, o, es el
valor requerido de desviacion estandar intralaboratorio, x2(n.1); 0es €5 el valor obtenido de tabla
para el nimero de grados de libertad correspondientes. Si y%c< % anm NO hay evidencia de gue el
método no tiene la precision requerida.

Dado que no hay datos de desviacion estandar requerida para las mediciones de tetraciclinas en
cerdo, se adopta como valor de desviacion estandar reguerida, un 7%, considerando la
informacion que existe en bibliografia.

La precision de |la determinaciones provenientes de la cuantificacion de las muestras fortificadas
mediante bracketing, se evalud bajo condiciones de repetibilidad. Segln valores cbtenidos de la
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bibtiografia el valor de apeq &5 de 7% y con este valor se tiene que xrapa ©5 11.07. Los resultados
obtenidos se resumen en la tabla 4, los que indican que e! método desarroliado y validado cuenta
con una buena precisién y cumple con los requerimientos para este tipo de andlisis.

Tabla 4. Resultados de la evaluacion de la precision.

Ooss Acare
Tetraciclina 7.34 5.50
Oxitetraciclina 6.03 3.72
Clortetraciclina 9.24 8.71

Calculo de la Incertidumbre

El calculo de la incertidumbre del proceso de cuantificacion cuando se usan razones de areas, se
explica a continuacion. RC corresponde la razén de concentracién enire el analito y el estandar
interno y RA corresponde la razén de area de los peaks respectivos, por [o tanto, la incertidumbre
asociada esta dada por la combinacién de las incertidumbres de cada una de esas
concentraciones, basandose en la ley de propagacion de errores.

De esta manera, la incertidumbre de RC se calcula como:

2

Csrd bajo uG.std.baju

CSI

u Csrd .bajo
CS.'

Ue g

CS.'

Cstd bajo

Por otro lado, para calcular las incertidumbres en los valores de RA, se calcula primero la razdn
area del antibidtico/ area de STD interno para cada lectura. Luego, las incertidumbres de las
razones de areas se calculan como la desviacion estandar de! promedio de las razones obtenidas
en cada caso, dividido por la raiz de n, siendo n el nimero de lecturas respectivas.

De esta manera el célculo de incertidumbre de la concentracién de la muestra se calcula a partir
de la ley de propagacion de errores en donde se combina la incertidumbre estédndar de la razon
de concentracién de la muestra con la razén del estandar interno con la incertidumbre estandar
de la concentracion del estandar interno.

Entonces, el calculo final de la incertidumbre de la concentracidn de Ia muestra es:

2 2 2 2 2 2 2 2
u u s u e ai u ) U ar : U, u, .
WGy = [ RA—mla} +[ RArS-baJOJ +[ RA—s.nIm] +[ C s-h'uO] +| 2C-salio +( C-SLsbajol CmSI—s.allu] +[ C-SI mtn}

RAnta RAs.ba.jo RAs.a]so Cs.bnjo CSI—s.huju CSLsalte CSi-mta

Cs.:lltn

La incertidumbre relativa reportada en distintas publicaciones para la determinacion de
tetraciclinas en distintas matrices es del orden de 15 — 20 %. Los valores de incertidumbre
obtenidos durante el desarrollo de este método a partir de la Planilla de Kragten se muestran en
la tabla 5.
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Tabla 5. Valores de incertidumbre asociada a la determinacion de tetraciclinas en matriz.

C oss (ng/g) U (ng/g) RU (%)
Tetraciclina 70.2 8.3 11.7
Oxitetraciclina 68.4 13.4 19.4
Clortetraciclina 72.4 28.1 38.6

Si bien la Tetraciclina y la Oxitetraciclina presentan valores de incertidumbre relativa que estan
dentro del rango que se reporta en la bibliografia, los resultados de la Clortetraciclina no satisface
los requerimientos establecidos a pesar de presentar una buena recuperacion y precision. Para
identificar de manera mas clara cuzles son las principales fuentes que contribuyen el valor de
incertidumbre, se graficé la contribucion de cada factor considerado en la cuantificacion de cada
una de las tetraciclinas. La Figura 7 muestra el aporte de cada factor en el valor de incertidumbre
de la Clortetraciclina.

U por Razones de Area

Conc Mira ¢
ﬂ |
CONC A Std int-MTA
CONC A Std int-SA
CONC A Std int-SB
CONC SA |
CONC SB [

AA LA SHdint
AB /A Stdint _.
AM/ASHdint =

0.0 5,0 10,0 15,0

Figura 7. Aporte de cada factor en el valor de incertidumbre de |a Clortetraciclina.

Esta figura representa la tendencia observada en las tres tetraciclinas, en donde claramente la
mayor fuente de incertidumbre estd relacionada a la incertidumbre en la concentracién del
estandar. Por lo tanto, disminuir esta variable depende de la eleccidon de un estandar que
presente menor incertidumbre en su concentracion. Sin embargo, debido a los buenos resultados
obtenidos en el desarrollo y validacion de este método, se deberia esperar una incertidumbre
relativa en la concentracion de las muestras cercanas al coeficiente de variacion proveniente de
los valores obtenidos.
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8.3.3 Evaluacion del sesgo

La estimacion del sesgo (A) se evalud considerando la diferencia entre el valor absoluto de
concentracién promedio observada y la concentracion calculada de la preparacion, es decir,

A = ' X - x,
Donde:
X = valor promedio de las “n” mediciones
Xa = valor calculado por preparacion

5
Ac =tiosx—+U

n

El valor critico {Ac) para probar sesgo se define como:

Donde:

fogrs - valor de la tabla “t" para n-1 grados de libertad

5 : desviacion estandar de las medidas

n : nimero de replicados

U : incertidumbre de la concentracion en la preparacion

El criterio de decision para la aceptacién de la hipdtesis nula a un nivel de significacién (A) dado,
esta dado por;

]A{ < Ac
Entonces se acepta la hipétesis nula de "no sesgo”

Los resultados obtenidos de la prueba de sesgo se presentan en la tabla 6, para lo cual se tomo
como control de lectura 6 muestras independientes preparadas en fase mavil cuantificadas
mediante bracketing, como una medida de evaluar el sesgo instrumental, debido a que no se
trabajd con material de referencia certificado.
Al calcular los valores se determina que el método es no sesgado para los ires antibidticos,
Tetraciclina, Oxitetraciclina y Clorietraciclina.

Tabla 6. Resultados de la evaluacion del sesgo en muestras acuosas de control.

c oBs Core
CV (% peee u A Ac Resultado
(ng/g) %) | (nglg)
Tetraciclina 160.2 5.6 142.9 8.6 17.34 18.04 Acepto
Oxitetraciclina 150.9 4.3 154.7 7.1 3.72 13.83 Acepto
Clortetraciclina 152.9 13.8 1424 18 10.51 40.11 Acepto
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CONCLUSIONES

El método descrito en este informe representa un importante mejoramiento de las condiciones
previamente reportadas para la determinacion de 3 tetraciclinas en carne de cerdo. Se ha
desarrollado un metodo rapido y eficiente para la determinacion simultdnea de Tetraciclina,
Oxitetraciclina y Clortetraciclina.

A pesar de gue el método es menos sensible para la Clortetraciclina (segin los resultados
observados en la curva de calibracion) este método presenta resultados satisfactorios en
terminos de recuperacion, precisidn, sesgo e incertidumbre con valores que son del orden a ios
reporiados previamente en |a hibliegrafia.

La cuantificacion mediante bracketing resulta ser adecuada para la determinacion de la
concentracion de estas tetraciclinas en carne de cerdo.

El método propuesto puede ser adoptado como método de andlisis rutinario con un
procedimiento que puede realizarse en un dia. Sin embargo, es importante considerar que antes
de implementar el método de analisis en cualquier laboratorio se debe ser prudente en la
modificacién de cualquiera de las condiciones. Esto porque para esta familia de antibidticos
afectan factores tan importantes como: las propiedades y posicion de grupos funcionales, las
constante de disociacion acidica, estados iénicos (controlado por pH), la naturaleza del solvente y
de la columna cromatografica, la presencia de metales quelantes, ete.
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DESARROLLO DE UN METODO DE CUANTIFICACION DE SULFONAMIDAS EN CARNE DE CERDO POR
HPLC CON DETECTOR DE ARREGLO DE DIODOS.
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OBJETIVO

Validar un método analitico para la determinacion de seis Sulfonamidas: Sulfatiazol, Sulfadiazina,
Sulfametazina, Sulfamerazina, Sulfaguinoxalina y Sulfadimetoxina en carne de cerdo a través de
la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) con Detector con Arreglo de Diodos.

ALCANCE

Este trabajo permitira establecer las condiciones experimentales 6ptimas para la cuantificacion de
Sulfonamidas en carne de cerdo en un rango de concentracion de hasta 200ng/g utifizando HPLC
con detector de arreglo de diodos.

REFERENCIAS

3.1 Council Regulation n® 2377/90. Updated up to 12.10.2005.

3.2 Commission Decision del 14 de Agosto del 2002. {2002/657/EC)

3.3 J. Kragten, (1994} "Calculating Standard Deviations and Confidence Intervals with a Universally
Applicable Spreadsheet Technique", Analyst. 119 (10), 2161-2165.

3.4 Austin, R.L., Hsieh, L, Malbrough, M., Short, C., Barker, S. (1990) "Multiresidue Method for the
Determination of Sulfonamides in Pork Tissue". J. Agric. Food Chem., 38, 423-426.

3.5 European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA/MRL/026/95). Veterinary
Medicines Evaluation Unit, Committee for Veterinary Medicinal Products. Sulfonamides Summary
Reperts 1, 2, 3.

3.6 Kim, D., Choi, J., Kim, J., Woon Lee, D. {2002) "Determination of Sulfonamides in Meat by Liquid
Chromatography Coupled with Atmospheric Pressure Chemical lonization Mass Spectrometry”. Bulf
Korean Chem. Soc., 23, 1590-1594,

3.7 Kunihiro, K., Furusawa, N., (2001) "Matriz Solid-phase Dispersion Extraction and High-performance
Liquid Chromatographic Determination of Residual Sulfonamides in Chicken” J. mof
Chromatography A, 937, 49-55.

3.8 Stoev, G., Michailova, A., (2000) “"Quantitative Determination of Sulphonamide Residues in Foods of
Animal QOrigin by High-performance Liquid Chromategraphy with Fluorescence Destection” J of
Chromatography A., 871, 37-42.

4.9 Shao, B., Dong, D, Wu, Y., Meng, J., Tu, X,, Xu, S., (2005) “Simultanecus Determination of 17
Sulfonamide Residues in Porcine Meat, Kidney and Liver by Solid-phase Exiraction and Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry” Analytica Chimica Acta, 546, 174-181.

3.10 Guo-Zhen, F., Jing-Xing, H., Shuo, W., (2006} "Multiwalled Carbon Nanotubes as Sorbent for
On-line  Coupling of Solid-phase Extraction to High-performance Liquid Chromatography for
Simultaneous Determination of 10 Sulfonamides in Eggs and Pork” J. of Chromatography A, 1127,
12-17.

3.11 Hela, W., Brandtner, M., Widek, R., Schuh, R., "Determination of Sulfonamides in animal tissue
using cation exchange reversed phase sorbent for sample cleanup and HPLC-DAD for detection”
Food Chenistry, 83, 601-608.
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DESCRIPCION DEL METODO ESTUDIADO

Antecedentes

Las Sulionamidas (Figura 1) son un grupe importante de antibidticos sintéticos que han sido
utilizados tanto en terapia veterinaria y human, son altamente activos contra un amplio rango de
bacterias Gram-positivo y Gram-negativo. Las Sulfonamidas inhiben la multiplicacién bacteriana
actuando como inhibideres competitivos del acido p-aminobenzoico en el ciclo metabdlico del
acido fdlico,

Figura 1. Estructura de algunas sulfonamidas.
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Estas drogas han sido ampliamente introducidas en la produccién de alimentos, cobrando con
esto gran importancia sus residuos debide a que han sidoe involucrados en el desarrollo de
resistencias y alergias entre otros efectos, implicando un riesgo para la salud humana.

Existen reportes de bioensayos con roedores tratados con sulfametazina que desarrollaron
tumores, ademas existe evidencia de toxicidad de las sulfonamidas en la glandula tircide.

Debido a esto, es que organismos como el FDA y la Unidn Europea, a través de la Normativa
Europea 2377/90 han establecidos limites méaximos permitidos de 100 pg/Kg para estas
sustancias presentes en alimentos de origen animal.



4.2,

Para la determinacion de sulfonamidas se han sido desarrollados diversos metodos basados en
cromatografia gaseosa y cromatografia liquida de alta eficiencia {HPLC) tanto con deteccion de
fluorescencia como con deteccion UV.

Debido a su naturaleza polar, la extraccién de las sulfenamidas desde la matriz presenta algunas
complicaciones las cuales se ven reflejadas tanto en la presencia de interferentes como en las
bajas recuperaciones obtenidas. Para la extraccidn de estos analitos desde la matriz se han
reportado diferentes procedimientos los cuales varian principalmente en el extractante usado. El
tratamiento de la muestra incluye generalmente pasos de extraccion con solventes organicos de
polaridad mediana, 6 mezclas organicas-acuosas acidas seguidas por varias extracciones liquido-
liguido o liquido-sdlido.

En este informe se presenta la puesta a punto de un adecuado método cromatografico de
cuantificacion de sulfonamidas en matriz misculo de cerdo, optimizando tanto las condiciones
cromatograficas como la extraccidn de la matriz para su deteccion deniro de los rangos de
concentraciones maximas permitidas, utilizando como estandar interno sulfacloropiridazina.

Principio

El método de cuantificacion para la determinacion de Sulfonamidas: Sulfatiazol, Sulfadiazina,
Sulfametazina, Sulfamerazina, Sulfaguinoxalina y Sulfadimetoxina en musculo de cerdo
presentado fue realizado utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia, acoplado
a un detector de arreglo de diodos. Como toda técnica cromatogréfica, la separacion de los
analitos se basa en el reparto de cada analito en |a fase estacionaria (sélido quimicamente activo)
y la competencia por un mismo sitio con la fase moévil (solvente con gran afinidad a la fase
estacionaria). La afinidad de cada analito con la fase estacionaria, dada por su constante de
reparto, permite la separacién de los componentes de una muestra los cuales son posteriormente
detectados y cuantificados. La tecnologia del detector de arregle de diodos permite el monitoreo
continuo del especiro de absorcion del eluato proveniente de la columna. De esta manera se
obtiene el espectro completo de la elucion de un peak, lo que ayuda a la identificacion y
cuantificacion de un determinado componente.

El procedimiento involucrado en la extraccion de las sulfonamidas desde carne de cerdo utiliza
acetato de etilo como extractante. La purificacién es realizada mediante extraceion liquido-sdlido
utiizando columnas de fase reversa (C-18) eluyendo a los analitos con mezcla
metanol/diclorometano para posteriormente de una evaporacién y dilucién en buffer pH 4,5,
realizando los analisis en cromatografia liquida con fase mdvil en gradiente y registrando las
senales entre los 200nm y 400nm.



5.1

5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
59
5.10
5.11
5.12
513
5.14
5.15
5.16

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
6.10
6.11
6.12
6.13
6.14
6.15
6.18
6.17
6.18
6.19
6.20

EQUIPAMIENTO

Equipo de HPLC compuesto por: Bomba cuaternaria Waters 6010 E, calefactor de columna,
sistema de adquisicidn de datos “Empower software” y un detector de arreglo de diodos. El estudio
se realizé con una columna Waters X-Terra RP-18 de tamafio de particulas de 3,5um vy
dimensiones 250 x 4,6 mm y una precolumna de la misma marca. Se inyectaron las muestras
manualmente en un loop de 200 pk.

Viales ambar de 4 mL Restek con tapa rosca de ptf/silicona, marca Restek.

Vortex

Turbovap

Balanza Sartorius MC 210P.

Sistema de vacio multicolumna “Manifold”.

Columnas SPE C-18 Waters Oasis HLB 6cc (0,2g) Extraction Cariridges.

Jeringa Hamilton de 500 ul.

Gas Helio.

Material de vidrio clase A

Micropipetas electronica de 50-1000

Micropipeta electronica de 20-300 ul.

Centrifuga HERMLE Z300K.

Filtros Millipore 13 mm de diametro, desechables.

Procesador de alimentos Braun Multiquick.

Bafo Termorregulado con agitacién GFL1092.

REACTIVOS

Acetonitrilo, Lichrosclv, uso HPLC, Merck.
Metanol, Lichrosolv, uso HPLC, Merck.
Fosfato de sodio monobasico, p.a, Merck.
Hidréxido de sodio, p.a., Merck.
Diclorometano, Merck.

Acido Clorhidrico p.a Merck.

Hidréxido de sodio, p.a, Merck.
Sulfatiazol Vetranal.

Sulfatiazol Sigma.

Sulfadiazina Vetranal.

Sulfadiazina Sigma.

Sulfamerazina Vetranal.

Sulfamerazina Sigma.

Sulfadimetoxina Vetranal.
Sulfadimetoxina Sigma.

Sulfametazina Vetranal.

Sulfametazina Sigma.

Sulfaguinoxalina Vetranal.
Sulfaquinoxalina Sigma.
Sulfaclorpiridazina Vetranal.
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7.2

7.24

PROCEDIMIENTO

Buffer Fosfato 0,05M pH 4.5
Disolver en agua 6,0 g de fosiato de sodioc monobasico. Diluir hasta 1000 mL.

Preparacion de Soluciones de Stock de Calibracion y Control

La preparacion de estandares de calibracion, estandar interno, contrales se llevd a cabo mediante
técnica gravimétrica. Todas las soluciones preparadas fueron mantenidas en viales ambar a
temperaturas de aproximadamentie 4 °C.

Todos los reactivos de calibracién fueron preparados a partir de la sal de alta pureza
correspondiente (Fluka). Los controles fueron preparados a partir de los compuestos sélidos de
menor pureza (AppliChem y Sigma). Se pesd 10 mg de la suifonamida correspondiente y se
disolvio en 100 mL. de metanol (6.2). En el esquema 7.4.1 se muestra el diagrama de preparacion
de las soluciones concentradas.

Esquema de Preparacion Soluciones Stock de Calibracion y de Control.

Std Sélido Std Solida Std Sélido
Sultatiazol Sulfadiazina Sulfamerazina
(STZ) (SDZ) (SMR)
STZ sol stock 8SDZ sol stock SMR sol stock
100 ppm/en metanol 100 ppm/ en methanol 100 ppm/en metanol
Std Sélido Std Solido Std Sdlido
Sulfametazina Sulfadimetoxina Sulfaguinoxalina
{SMA) (SDM) (80X)
SMA sol stock SDM sol stock SQX sol stock
100 ppm/en metanol 100 ppm/ en methanol 100 ppm/en metanol
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Preparacidon de Soluciones Intermedias Multiestandar

Se peso una alicuota de 2,5mL de cada una de las sulfonamidas stock en un matraz de 100mL.
Luego se aforo 1a solucidn con buffer fosfato pH 4,5 ( 7.1), para obtener una solucidn multiestandar
de 2,5ppm. Tanto para la solucidn multicomponente de calibracion como control, el procedimiento
seguido es el que se muestra en el esquema 7.3.1.

Esquema de preparacion de una solucién multiestandar de sulfonamidas a 2,5 ppm.

STZ stock SDM stock SMAstock SDZ stock SMRstock SQX stock
100 ppm en 100 ppm en 100 ppm en 100 ppm en 100 ppm en 100 ppm en
MeOH MeCH MceOH McOH MeOH MeOH

v
Solucién Multiestandar
2,5 ppm
en Buffer Fosfato pH 4,5

Preparacion de Solucién Intermedia de Estandar Interno.

La preparacion de la solucion intermedia del estandar interno Sulfacloropiridazina se realiza de
acuerdo al procedimiento descrito en el punto anterior.

En un matraz aforade de masa conocida se adiciona una alicucta de la solucion stock. Se registra
su masa y luego se afora con la solucion buffer fosfato pH 4,5 {7.1) registrandose la masa final. La
concentracion de esta solucion es de aproximadamente 2ppm.

Preparacion de Estandares para la Curva de Calibracién en Matriz,

A la carne adquirida comercialmente se le guito la grasa y el tejido conectivo para ser luego picada
en cubos y molida utilizando un procesador de alimentos hasta obtener una pasta homogenea. Se
pesaron 2 = 0,01g y se fortificé el homogenizado de carne en 5 niveles de concentracion , 25ng/g,
50ng/g, 100ng/g, 150ng/g v 200 ng/g adicionando distintas alicuotas de la solucién multiestandar
de calibracién. El procediemiento seguido fue registrar el peso de una cantidad aproximada de 2g
de carne homogenizada, en un tubo de masa conocida. Luego se agregd una alicuota de la
solucion multiestandar de calibracién de concentracion 2,5ppm (7.2), obteniéndose un nuevo valor
para el peso total de ambos. De ésta forma, se prepararon muestras fortificadas en los 5 niveles
de concentracion. {Esquema 7.7.1}.
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7.6

Esquema de preparacién de los estandares de calibracion en carne de cerdo.

Multiestandar de
calibracién 2,5 ppm

25ng/g S50ng/g 100ng/e 150ng/g 200ng/e
2g de carne 2p de carne 2g de carne 2g de carne 2g de carne
20 pl Mstd 40 ul. Msid 80 i Mstd 120 pl. Msid 150 pl. Mstd

Procedimiento de Extraccidn

Alos 2 grs de carne previamente fortificados, se le agregaron 4 mL de acetato de etilo y 2gr de
sulfato de sodio anhidro homogenizando la mezcla en el vortex por 3 minuto. Luego, el
homogenizado se colocd en un agitador orbital por 12 minutos a 20°C y se centrifugd a 4000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Se separé el sobrenadante y se repitid la extraccidn con la pella agregando
nuevamente 4 mlL de acetato de sodio anhidro (Esguema 7.6.1). Los sobrenadantes se
evaporaron a sequedad bajo corrienie de nitrogeno por 35 minutos a 40°C, redisolviéndose el
residuio en 6 mL de buffer fosfato pH 4,5. Los extractos disueltos se cargarcn en columnas Oasis
C-18 de 200mg y capacidad de 6 cc previamente acondicionados con BmL de metanol, 6 mL de
agua y 6 mL de buffer fosfato pH 4,5, lavando posteriormente con 20 mL de agua y 18 ml de agua
con metanol al 5%. Los analitos fueron eluidos con 4mk de una mezcla de metanol-diclorometana
en una relacién de 80:20. Las muestras fueron concentradas a 40°C hasta casi sequedad, para
luego redisolverlas en 600 pL de buffer fosfato pH 4,5 adicionar el estandar interno y llevara 1 gr
con buffer fosfato pH 4,5. Las muestras fueron filtradas e inyectadas al HPLC. (Esquema 7.6.2)



7.6.1

© INFORMET

Esquema del procedimiento de extraccion de las sulfonamidas desde la matriz carne de

cerdo.

2 gr de carne
homogenizada

Fortificar con solucidn

A

4mL de Acetato de
Etilo + 2 prde
sulfato de sodio anh.

Multistd de 2,5ppm

Vorlear por 3 min

oL
ay

Centrifugar a 4000rpm
por 10 min a 4°C

Agitar a 20°C por 12 min.

Sobrenadante Precipitado

l ) Agregar 4mL de
- Acetato de sodio y
repetir.
Sobrenadante
Yy
Sobrenadantes
Evaporar a 40°C.

Redisolver en 6 mL de
buffer Fosfato y cargar
en columnas SPE.

10
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7.6.2 Esquema del procedimiento de purificacion de las sulfonamidas en columnas de extraccion
en fase solida.

Activacidn de las columnas SPE
6ml. de MeOH

6mi. de H,O

6mL de Bulfer Fosfato pH 4,5

Cargar de los
extractos

A

Lavado con 20mL de
agua milli-Q y 18 mL de
agua con 5% de Metanol

Secado de columnas
con vacio por 2 min
aprox.

Elucion con 4mlL de
mezcla
MeOH/diclorometano
(80:20)

Concentracion en
TurboVap a 40 °C hasta
casi sequedad.

Disolver extracto en 600puL de
buffer fosfato, adicionar 1501
de Sulfocloropiridazina 2 ppm

y completar a 1g con buffer
fosfato pH 4,5.
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8 Optimizacion del las Condiciones Cromatograficas.

En literatura existen varios métodos para la determinacién de sulfonamidas, destacandose los que
utilizan deteccién UV por arreglo de diodos debido principalmente a la posibilidades de obtener los
espectros completos de cada una de las sulffonamidas lo que ayuda tanto a la identificacion de los
peak cromatograficos, como a la deteccién de posibles coeluciones con interferentes.

Se probaron las siguientes condiciones cromatograficas para la determinacion de Sulfonamidas:
Sulfatiazol (8TZ), Sulfadiazina (SDZ), Sulfametazina (SMA), Sulfamerazina (SMR),
Sulfaquinoxalina (SQX}, Sulfadimetoxina (SDM) y Sulfacloropiridazina (SCP):

1.- Columna: C18 tamafic de particula de 3,5 um, dimensiones 250 x 4,6mm.
Flujo: 1,2 mlfmin

Temperatura; 25 °C

Deteccién: DAD.

Fase Movil; Gradiente Acetonitrilo-buffer fosfato 0,05M pH 4,5 (7.1)

Tiempo Acetonitrilo Bufier Fosfato
pH 4,5
0 15 85
10 15 85
11 30 70
19 30 70
20 15 85
35 15 85

Se observé gue los pares de sefiales de correspondientes a sulffametazina, sulfamerazina y
sulfadimetoxina, sulfaquinoxalina aparecen solapadas entre si.

Figura 2. Cromatograma de solucién acuosa de sulfonamidas (150ng/g) utilizando el Gradiente 1.

0.0301
0.0257
0,020
2 0015
0010

WAL

0.000

R A A S I P T LA TR S S ) S MU A ML
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20:00 22:00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00
Mnutes
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Se probaron varias modificaciones al gradiente 1 , variando tanto las proporciones de acetonitrilo y
buffer fosfato pH 4,5 como el flujo de la fase mavil, encontrandose finalmente que las mejores
condiciones cromatograficas para la cuantificacion de sulfonamidas son las siguientes:

Columna: C18 tamano de particula de 3,5 pm, dimensiones 250 x 4,6mm.
Flujo: 0,7 mL/min

Temperatura: 25 "C

Deteccion: DAD.

Fase Movil: Gradiente Acetonitrilo-buffer fosfato 0,05M pH 4,5 (7.1)

Tiempao Acetonitrilo Buffer Fosfato
pH 3,0
0 11 89
9 15 85
12 31 69
17 3 89
23 15 85
30 11 89

Los cambios efectuados mejoraron bastante la forma y resolucion de los peak como se observa en
el siguienta cromatograma (Figura 3)

Figura 3. Cromatograma de solucidon acuosa de sulfonamidas (150 ng/g) utilizandc las
condiciones cromatogréficas finales.

SMA
SDZ SCP SDM
D020 - SMR SQX
' STZ

0.015 -
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0.005 -

0.000 —_MJ L

T N e e o A B I B e
10.00 12.00 14,00 16.00 $8.00 20.00 22.00 24,00 26.00 28.00 3c.00
Minutes
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Sulfamerazina,

Sulfaguinoxalina,

Utilizando estas condiciones de andlisis, se inyectaron los estandares puros de Suifatiazol,
Sulfadimetoxina ¥

Sulfametazina,

Sulfadiazina,
Sulfacloropiridazina para contruir fa libreria de compuestos.
Los tiempos de retencion y los espectros para cada una de las sulfonamidas se muestran a

continuacion:

Figura 4. Espectros de Sulfatiazol, Sulfadiazina, Sulfametazina, Sulfamerazina, Sulfaquinoxalina,

Sulfadimetoxina y Sulfacloropiridazina:

Sulfadiacina (SDZ)

CEG]
I
JAA

71.9

i e

T
400.00

4£50.00

e T T
250.00 300.00

Tr: 12,2 min

350.00

nm

Amax: 266,3 nm

Sulfamerazina (SMR)

T 367
N

450.00

T T
250.00 300,80

Tr: 15,7 min

aseon
nr

Amax: 283nm.

)
400.00

Sulfatiazol (STZ)

344.7357.63p4 5
N A ‘

T T
350.00 400.00
nm

T "
250.00 300.00

Tr: 8,8Bmin
Amax: 258,0 nm; 285,2 nm.

Sulfametazina (SMA)

450.00

M. 3883

450.00

e
350.00
nm

B ma e e MR inas man e
240.00 ao0o.00

Tr: 18,8 min

T
400,00

A max; 240,3 nm, 363,9nm
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Sulfaclorpiridazina Sulfadimetoxina

269.8 ﬁ G

\ 342,3368.3303 5
3083 B0

T e —— r o R aa e e T T S o e e e
250.00 EDC;.OD 350.00 400,00 45000 250.00 300.00 350.00 400.00 450.00

T 3695

Tr: 21,6 min Tr: 28,1 min
Amax: 269 nm. A max; 271 nm

Sulfaquinoxalina

5466
337.5
\-M//V\\\\A\A-‘(\
25000 30000 35000 40000  450.00
nm
Tr: 28,7 min

Amax: 248,6 nm, 337,5nm.

Optimizacion del las Condiciones de Extraccion desde {a Matriz.

Para extraer las sulfonamidas desde |la matriz carne de cerdo se probaron diferentes procedimientos
utilizando como extractantes Cloroformo @ Acetona (2/1), Acetonitrito : Buffer fosfato, Acetato de Etilo
entre otros. Tambien se estudié la etapa del cleanup variando fanto el acondicionamiento de las
columnas como el lavado y la extraccidn final de las sulfonamidas desde las columnas Oasis. Los
principales problemas que se presentaron en esta etapa fueron lograr una adecuada recuperacién de
las sulfonamias y eliminar interferentes que se solapaban con las sefales de los analitos analizados.
Finalmente se logré obtener buernos rendimientos pero no fue posible eliminar un interferente que
solapa la sefal de sulfatiazol haciendo imposible su adecuada cuanificacion.

15



Las mejores condiciones de extraccidn y cleanup encontradas fueron las descritas con detalle en &l
punto 7.6, utilizando acetato de etilo como estractande desde la matriz en presencia de sulfato de
sodio anhidro y cargando los exiractos disueitos en buffer en las columnas preacondicionadas con
metanol, agua y buffer fosfato pH 4,5, realizando lavados con agua y agua con metanol al 5% vy
eluyendo finalmente las sulfonamidas con una mezcla metanol : diclorometano en una proporcién de
80/20.

La longitud de onda de integracion donde se puede cbservar y cuantificar de mejor forma ias sefales
de las sulfonamidas es 270 nm. A continuacion se muestra un cromatograma de un extracto de carne
de cerdo contaminado con 150 ng/g de sulfonamidas (Figura 5) y un cromatograma de un blanco de
matriz (Figura 6).

Figura 5. Cromatograma de un exiracto de carne de cerdo contaminado a un nivel de 150 ng/g en
cada sulfonamida.
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Figura 6 Cromatograma de un blanco de carne de cerdo sin contaminar.
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10 RESULTADOS

10.1

Curva de Calibracion. Rango Lineal.

Para verificar la linealidad en el rango de trabajos se fortificd el homogenizado de carne en 5
niveles de concentracion, 30 ng/g, 50ng/g, 100ng/g, 150ng/g y 200 ng/g adicionando distintas
alicuotas de la solucion multiestandar de calibracion.

Se extrajeron las muestras tal como se mostrd en el esquema 4 y se adiciont antes de la
inyeccién a cada uno de los extractos una alicuota del estandar interno Sulfacloropiridazina.

La preparacion del blanco consistid en una muestra de 2g de carne homogenizada no foriificada a
la cual sdlo se le adiciond una alicuota del estandar interno Sulfaclorpiridazina luego de pasar por
el praceso de extraccion .

Al graficar la razén entre las areas de las sulfonamidas/area del esténdar interno versus la razén
entre la concentracidn de las sulfonamida/concentracion del estandar interno obtenemos las
curvas de calibracion mostradas en las Figuras 7-11. Comeo se puede observar entre los rangos de
concentracion de aproximadamente 30 ng/g y 200 ng/g existe un comportamiento lineal el cual se
ve reflejado tanto al observar las curvas como al verificar los R® obtenidos para cada una de ellas.

Figura 7. Curva de Calibracién para Sulfadiazina

Curva de Calibracién para Sulfadiazina

2,50

y = 1,548x — 0,107

2004) Y3
R" = 0,941

1,50
1,00

0,50 -

0,00 T T T - T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1.20 1,40

Rango de trabajo: 36,92 ng/g — 184,94 ng/g

Concentracidn Area Razén Razdn
Sulfadiazina | Sulfaclorpiridazina SuIfadEazinalSuIfaclorplridazina de de

ng/g ng/g uv*seg uV*seg Concentracion Argas
36,818 145,564 57427 168864 0,254 0,340
64,306 144,738 105009 168217 0,444 0,624
102,927 145,343 154331 169339 0,708 0,911
148,977 144,824 219273 169515 1,029 1,284
184,939 144,986 342852 168073 1,276 2,040
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Figura 8. Curva de Calibracion para Sulfamerazina

2,50

Curva de Calibracién para Sulfamerazina

1,50

1,00

0,50

0,00

240 1 y =1,441x~0.085
RE

= 0,832

T

R (R L I

0,08 0,20 0,40 0,80 0,80

1.00 1,20

1,40

Rango de trabajo: 37,51 ng/g — 187,88 ng/g

Concentracion Area Razon Razon
SuifamerazinalSulfacioropiridazina SulfamerazineJSu!faclorupiridazina de de

nyg/g ng/g uV*seg uV*seg Concentracién Areas
37,506 145,564 56964 168864 0,258 0,337
65,330 144,738 101581 168217 0,451 0,604
104,566 145,343 142147 169339 0,719 0,839
151,349 144,824 208372 168515 1,045 1,229
187,884 144,986 327129 168073 1,296 1,946
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Figura 9. Curva de Calibracidn para Sulfametazina.

2,50

Curva de Calibracién para Suifametazina

2.00 4

1,50 4

1,00 4

0,50 4

0,09

y =1,401x - 0,023
R®=0,939

A e

0,00

0,20 0,40

0,60

0,80

1,00 1.20

140

Rango de trabzjo: 37,66 ng/g — 188,69 ng/g

Concentracian Area Razdn Razon
Sulfametazina|Sulfacloropiridazina SuIfametazlnalSquacIoroplridazlna de de

ng/g ng/g uV*seg uV*seg Concentracion Areas
37,667 145,564 56281 168864 0,259 0,333
65,609 144,738 107094 168217 0,453 0,637
105,013 145,343 178963 165339 0,723 1,057
151,997 144,824 209048 168515 1,050 1,233
188,688 144 986 323954 168073 1,301 1,927
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Figura 10. Curva de Calibracion para Sulfadimetoxina.

Curva de Calibracion para Sulfadimetoxina

1,80
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y=1,257x-0,104
R®=0,917

0,00 T - T T

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

1,20 1,40

Rango de trabajo: 37,24 ng/g — 187,05 ng/g

Concentracion Area Razon Razén
Suifadimetuxina]SulfadicloropiridazinaSulfadirneioxina’Sulfacloropiridazina de de

ng/g ng/g uV*seg uV*seg Concentracion Areas
37,340 145,564 49383 168864 0,257 0,292
65,040 144,738 84631 168217 0,449 0,503
104,102 145,343 113321 169339 0,716 0,669
150,677 144,824 178118 168515 1,040 1,051
187,050 144,986 283054 168073 1,290 1,684
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Figura 11. Curva de Calibracidn para Sulfaquinoxalina.

Curva de Calibracion para Sulfaquinoxalina
- :
' y=1,13x - 0,094
1204 1 R?=0,930
1,00 -
0,80 - il
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 T T T - ; :
0,60 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
Rango de trabajo: 37,51 na/g — 187,91 ng/g
Concentracion Area Razén Razon
SuifaquinoxalinaJSquadicIoropirldazlnaSquaquinoxa!inaSquaclcropiridazina de de
ng/g ng/g uV*seg uV*seq Concentracién Areas
37,512 145,564 44013 168864 0,258 0,261
65,340 144,738 76359 168217 0,451 0,454
104,582 145,343 103610 168339 0,720 0,612
151,372 144,824 164375 169515 1,045 0,970
187,913 144,986 254318 168073 1,296 1,513
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CONCLUSIONES

En este trabajo se describe el desarrollo de un método por HPLC con detector de arregio de
diodos para la deteccidon y cuantificacion simultdnea de Sulfadiazina, Sulfametazina,
Sulfamerazina, Sulfaquinoxalina y Sulfadimetoxina en matriz carne de cerdo utilizando como
estandar interno Sulfacloropiridazina.

La cuantificacion en matriz de Sulfatiazol no fue posible debide a la presencia de una sefal
interferente gue se solapa con la sefal de este analito. Se realizaran otras modificaciones a las
realizadas que permitan eliminar los interferentes que impiden la cuantificacion de sulfatiazol en ia
matriz.

LLas condiciones experimentales optimas fueron establecidas luego de realizar varios cambios a
los métodos reportados en la literatura, logrando optimizar tanto la extraccion de los analitos
desde la matriz como las condiciones cromatograficas para su deteccion.

Se pudo comprobar la linealidad en el rango de trabajo para Sulfadiazina, Sulfametazina,
Sulfamerazina, Sulfaguinoxalina y Sulfadimetoxina en matriz, realizandose en este momento los
estudios de recuperacién, precisibn y sesgo que permitirdn validar esta metodologia de
cuantificacion de sulfonamidas en carne de cerdo.
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