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RESUMEN

Introduccioén: La presencia de ciertos agentes infecciosos hace necesario el uso de antibidticos
para asegurar el bienestar de los animales destinados a consumo humano; sin embargo,
hay que considerar y respetar el tiempo de retiro ya que existe la posibilidad de encontrar
residuos por encima de los niveles permitidos, hecho que podria constituir un riesgo para la
salud publica. Objetivo: Presentar una recopilacion de informacion basada en como se realiza
la deteccion y cuantificacion de residuos de antibidticos en diversos productos de origen
animal mediante métodos cromatograficos. Método: Revision de bases de datos en Elsevier,
SciELO, Springer, Hindawi, FAO, EFSA, Senasa y Sanipes, utilizando palabras clave como
“cromatografia liquida”, “espectrometria de masas”, “residuos de antibioticos” y “productos
de origen animal” en idioma espafol e inglés. Resultados: Se seleccionaron 71 referencias
entre articulos, capitulos de libros, normas y reglamentos publicados entre el 2000 al 2017,
de las cuales se destaca que las metodologias cromatograficas para el monitoreo de residuos
de antibioticos deben ser sensibles, reproducibles, confiables e identificar volumenes en
mg/kg; asimismo, deben cumplir con las exigencias de las normas internacionales para la
deteccion de limites maximos de residuos. Conclusiones: La cromatografia liquida acoplada
a espectrometro de masas es la técnica mas utilizada ya permite la separacion de matrices
complejas en base del peso molecular del compuesto (antibidtico) o sus fragmentos; sin
embargo, es compleja, costosa y requiere personal altamente entrenado.

PALABRAS CLAVE: Antibioticos; Cromatografia Liquida; Espectrometria de Masas; Residuos
de Farmacos Veterinarios

ABSTRACT

Introduction: The presence of certain infectious agents makes necessary the use of
antibiotics to ensure the welfare of animals destined for human consumption; however,
the withdrawal time must be considered and respected since there is the possibility of
finding residues above the permitted levels, which could constitute a risk to public
health. Objective: Present a collection of information based on how is performed the
detection and quantification of antibiotic residues in various products of animal origin
using chromatography methods. Method: Review of databases in Elsevier, SciELO, Springer,
Hindawi, FAO, EFSA, Senasa and Sanipes, using keywords such as “liquid chromatography”,
“mass spectrometry”, “antibiotic residues” and “products of animal origin” in Spanish and
English. Results: They were selected 71 references among articles, book chapters, norms and
regulations published between 2000 and 2017, which it is emphasized that chromatographic
methodologies for antibiotic residues monitoring must be sensitive, reproducible, reliable
and identify volumes in mg/kg; likewise, they must follow the requirements of international
standards for the maximum residue limits detecction. Conclusions: Liquid chromatography
coupled to a mass spectrometer is the most used technique to allow the separation of
complex matrices based on the molecular weight of the compound (antibiotic) or its
fragments; however, It is complex, expensive and requires highly trained personnel.

KEYWORDS: Antibiotic; Liquid Chromatography; Mass Spectrometry; Veterinary Drug Residues
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INTRODUCCION

La presencia de residuos de antibioticos de uso veterinario en ali-
mentos de origen animal es uno de los problemas mas importantes
relacionados con la inocuidad alimentaria'. Estos productos han
sido usados en veterinaria desde 1950 con fines terapéuticos y
como promotores de crecimiento, teniendo desde esa época una
relacion con los residuos alimentos y el medio ambiente, volvién-
dose un problema de salud publica cuando residuos del farmaco
y/0 sus metabolitos llega al consumidor en niveles que pueden
ser perjudiciales para su salud ocasionando reacciones alérgicas,
toxicidad y teratogenicidad?. Ademas de eso, se puede generar
resistencia bacteriana e inclusive causar problemas tecnoldgicos?.

Debido a estas prerrogativas, es de suma importancia el control de
los residuos de antibioticos. Para esto organismos como Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) y World Health
Organization (WHO) han establecido limite maximo de residuos
(LMR) en alimentos. Segln la Tabla 1, donde se muestran algunos de
los LMR de antibioticos para productos de origen animal, se tendria
que poner mas énfasis en los LMR de productos como musculo (carne)
y la leche; sin embargo, estos valores son igual o mas bajos si los
comparados con otros tejidos como higado, rifiones, grasa. Esto es de
suma importancia ya que en diversas partes del mundo estos tejidos
se consumen y son parte fundamental de la dieta.

“Métodos  screening” Enzyme-linked Immunosor-

bent Assay (Elisa) el cual tiene la ventaja de ser de bajo costo,

como

su facilidad operativa, rapidez y el manejo de gran nimero
de muestras, han sido propuestos para la identificacion de
antibioticos. Sin embargo, muchas veces esta técnica no dife-
rencia entre antibioticos de la misma clase y/o proporciona
informacion semicuantitativa de los residuos por lo que para la
necesidad de establecer si los residuos estan por encima de los
LMR recomendados, Elisa no seria la mas adecuada*. Por estos
motivos y antes de declarar que las muestras analizadas contie-
nen residuos de antibioticos es necesario realizar una adecuada
confirmacion de la identificacion y su cuantificacion®. Es asi que
el analisis cromatografico en fase liquida (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) o gaseosa (Gas Chromatogra-
phy, GC) acoplados a diferentes tipos de detectores (Ultra-
violeta, UV, Arreglo de diodos, DAD, fluorescencia y espectro-
metria de masas [mass spectrometry, MS]) es una técnica que
responde a estas exigencias®, brindando informacion sobre el
analito en evaluacion’®°,

A pesar de ser una herramienta confiable, los métodos croma-
tograficos no estan exentos de inconvenientes como el costo de
implementacion del equipamiento, capacitacion técnica, infra-
estructura de laboratorios, personal capacitado, costo por ana-
lisis, tiempo entre la recoleccion y el resultado, entre otros.
Debido a esto es necesario conocer las diversas técnicas croma-
tograficas para poder elegir la que mejor se adapte a las necesi-
dades y viabilidad de cada laboratorio.

Tabla 1. Limites maximos permisibles de antibidticos en carne de diversas especies y leche.

Antibiotico Bovino Porcino Ovino Pollo Pavo Conejo Leche
Amoxicilina 50 50 50 - - - 4
Avilamicina - 200 - 200 200 200

Benzilpenicilina 50 50 50 - - 4
Ceftiofur 1.000 1.000 - - - - 100
Colistina 150 150 150 150 150 150 50
f;g:;iitgﬁil:li na/Oxitetraciclina/ 200 200 200 200 : ) 100
Danofloxacina 200 100 200 -

Estreptomicina 600 600 600 600 - - 200
Eritromicina 100 100

Flumequina 500 500 500 500 -

Gentamicina 100 100 - - 200
Lincomicina - 200 - 200 - - 150
Neomicina 500 500 500 500 500 1.500
Pirlimicina 100 - - - - 100
Sarafloxacina 10 10

Espectinomicina 500 500 500 500 - - 200
Espiramicina 200 200 200 - - 200
Sulfadimidina 100 - - 25
Tilmicosina 100 100 100 150 100

Tilosina 100 100 - 100 - - 100
Cloranfenicol/Furazolidona/ Ausencia

Nitrofurano/Olanquindox

Valores expresados en pg/kg para carne y pg/L para leche.
Fuente: FAO/WHO’.
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METODO

El presente trabajo narrativo tiene como objetivo brindar
informacion y explorar las diferentes técnicas cromatograficas
y su aplicacion en determinacion de residuos de antibidticos
veterinarios en productos de origen animal a partir de una
revision de literatura de capitulos de libros y articulos cien-
tificos indexados, siendo las bases de datos mas consultadas
Elsevier, Scientific Electronic Library Online (SciELO), Sprin-
ger y Hindawi. Ademas, fueron consultados diversas normas
y reglamentos de las bases de datos internacionales como la
FAO, Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European
Food Safety Authority, EFSA), Union Europea, Comunidad
Andina; y otras nacionales como el Servicio Nacional de Sani-
dad Agropecuaria (Senasa) del Per(, Servicio Nacional de Sani-
dad Pesquera (Sanipes). Todos ellos estan disponibles en inter-
net de forma libre y/o bajo un costo. Es importante senalar
que inicialmente la busqueda on-line se basé en términos de
referencia mixtos en espanol involucrando palabras como: pro-
ductos de origen animal, antibidticos y cromatografia liquida,
espectrometria de masas. Esto nos sirvié para conocer un poco
la realidad. Sin embargo, la busqueda no resulté muy actua-
lizada por lo que posteriormente se empez6 a utilizar térmi-
nos en inglés como: “Liquid chromatography” “
phy”, “mass spectrometry”, “LC/MS”, “antibiotic residues”,
“meat”, “milk”, “fish”, “food”, “animal origin”. El periodo de
busqueda bibliografica fue de enero de 2016 hasta diciembre
de 2017. En este tiempo se pudieron encontrar 164 referen-
cias, de las cuales solo se utilizaron 71 para la realizacion de
esta revision. Dentro de los criterios de inclusion de las refe-
rencias seleccionadas se traté en lo posible de usar referencias
de los Ultimos 7 afos, sin embargo fue necesario ampliar este
rango ya que encontramos referencias que eran interesantes

chromatogra-

y necesarias, sobre todo algunas normas y reglamentos que
vienen desde el afno 2000.

RESULTADOS Y DISCUSION

Panorama sobre el control y monitoreo de residuos de
antibiéticos veterinarios

Es bastante conocida la importancia del uso de antibidticos
en la crianza de animales de produccion. Sin embargo, su
uso indiscriminado, la falta de informacion sobre su cinética
en diferentes especies o incluso no respetar los periodos de
retiro hace que se incremente el riesgo de residuos por encima
de los niveles tolerables. Esto podria conllevar a la aparicion
de cuadros alérgicos y el desarrollo de resistencia bacteriana
trasferida del alimento al hombre'. Todos los alimentos son
susceptibles de contener residuos de farmacos, un ejemplo
son los productos provenientes de bovinos (leche, carne vy
derivados), a los cuales se les asocia la presencia de resi-
duos de antibioticos al tratamiento de enfermedades infec-
ciosas frecuentes como mastitis, neumonia o podofilitis'12,
Aunque los paises de la Union Europea (UE) prohibieron el uso
de antibioticos como promotores de crecimiento desde 2006
y los Estados Unidos han planteado su retiro gradual, muchos
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paises continian con esta practica que contribuye a la gene-
racion de residuos'™. En una sociedad que esta interconectada
globalmente, es necesario que paises importadores y expor-
tadores de alimentos estén monitoreando continuamente sus
productos. Una de las producciones que mas esta destacando
en los ultimos afos por la preferencia del consumidor es la
de productos acuicolas. En la Tabla 2 se presentan LMR de
algunos antibidticos establecidos por diferentes paises para
productos de acuicultura.

En la UE el Reglamento n° 37/2010, de 22 de diciembre de
2009, describe las sustancias y medicamentos veterinarios
monitoreados y los procedimientos para establecer los LMR
para productos veterinarios en productos de origen animal'.
Basado en esto el monitoreo realizado en el 2014 por la EFSA
evidencio que 0,03% de muestras (n = 736.907) presento resi-
duos de antibidticos del Grupo A (sustancias prohibidas como
cloranfenicol, nitrofuranos, nitroimidazoles) asimismo solo el
0.18% de las muestras analizadas presenté valores por encima
de los permisibles para antibidticos del Grupo B (Residuos de
antibidticos veterinarios), siendo las muestras de miel las que
estaban mas implicadas.

En el caso de los paises miembros de la Comunidad Andina se
viene impulsado el desarrollo pecuario y agroindustrial, siendo
uno de sus objetivos alcanzar un mayor grado de seguridad ali-
mentaria. Todo esto dentro del marco establecido por el Acuerdo
de Cartagena establecido para adoptar normas y programas
comunes de sanidad vegetal y animal. Es asi que Decision 483
establece una norma para el registro, control, comercializacion
y uso de productos veterinarios en todos los paises miembros de
la Comunidad Andina.

En base a esta Decision, si vemos lo que sucede en el Peru en
relacion a los residuos de antibidticos, encontramos un Regla-
mento de Inocuidad Agroalimentaria y un Programa Nacional de
Monitoreo de contaminantes en alimentos agropecuarios prima-
rios y piensos mediante Decreto Supremo N° 004-2011-AG. Este
también establece que los alimentos agropecuarios primarios
que se consuman en el mercado nacional, incluyendo los alimen-
tos importados, no deben exceder limites maximos permisibles

Tabla 2. Limites maximos permisibles de antibioticos para productos
acuicolas aceptados por diversos paises.

Antibi6tico PERU USA EUROPA JAPON
Cloranfenicol Ausencia -

Nitrofuranos Ausencia =

Amoxicilina 50 Ausencia 50 50
Ciprofloxacina 100 Ausencia  Ausencia 200
Enrofloxacina 100 Ausencia 100 100
Eritromicina 200 Ausencia 200 200
Florfenicol 1.000 1000 1.000 200
Sulfas 100 Ausencia 100 100
Oxitetraciclina 100 2000 100 200

Valores expresados en pg/kg.
Fuente: Servicio Nacional de Sanidad Pesquera (Sanipes)??2.
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de residuos quimicos y otros contaminantes, fijados en la norma
nacional, o establecidos por la FAO/WHO'". Este pais cuenta con
3 instituciones encargadas del control y monitoreo de residuos
de farmacos: el Senasa, la Direccion General de Salud Ambiental
(Digesa) y el Sanipes'™'". Estas establecen planes anuales para
realizar muestreos por regiones, definen el tipo de alimento a
evaluar, el niUmero de muestra a analizar y los procedimientos
analiticos; ademas, se establecen los procedimientos necesarios
para la toma y envio para la determinacion de residuos de medi-
camentos veterinarios?2'.

La cromatografia en la determinacion de residuos veterinarios

Haciendo un poco de historia, encontramos que las primeras
experiencias sobre cromatografia fueron llevadas a cabo en el
ano 1906 por el botanico ruso Mikhail Tswett quien consiguio
separar algunos pigmentos (clorofilas y xantofilas) de hojas de
plantas utilizando una columna de vidrio empacadas con CaCO,.
Las especies separadas aparecian como bandas coloridas sobre
la columna, lo cual explica el nombre de origen griego chroma
= color y graphein = describir, con el cual se nombroé el método.
Segln la International Union of Pure and Applied Chemistry
(lupac) la cromatografia se define como un método fisico de
separacion en el cual los componentes son separados y distri-
buidos entre dos fases, una que es fija (fase estacionaria) mien-
tras que la otra se mueve en una direccion establecida (fase
movil), la cual puede ser gas, gel o liquido**?>. Este principio es
fundamental para la separacion y analisis de moléculas especi-
fica en matrices complejas como los alimentos, por lo que su
aplicacion en la determinacion de residuos de farmacos ha sido
muy explorada.

En nuestra revision podemos verificar que la cromatografia y su
aplicacion en residuos de antibiotico han variado mucho durante
los afos. En un inicio se empleaba la GC acoplada a detectores
de captura de electrones (ECD), nitrogeno-fosforo (NPD) y foto-
métrico de llama (FPD). Las aplicaciones que se llevaban a cabo
mediante LC eran menos habituales debido a que los detecto-
res utilizados como UV, diodos y fluorescencia presentaban una
menor sensibilidad y selectividad que los empleados en GC. El
desarrollo que ha experimentado la MS, que permiten detectar
niveles por debajo de pg/kg e incluso ng/kg, ha revolucionado
este campo a tal punto que hoy en dia no puede concebirse la
deteccion y cuantificacion de residuos sin el uso de los detec-
tores de MS?. Los detectores MS aportan a los métodos croma-
tograficos una sensibilidad y poder de confirmacion mucho mas
elevados, que no era posible conseguir con los detectores tradi-
cionales (UV y fluorescencia)?. Teniendo en consideracion esto,
a continuacion vamos a detallar los procedimientos para realizar
la LC acoplada a detector MS.

Cromatografia liquida de alta resolucion

Mejor conocida como HPLC por sus siglas en inglés High Perfor-
mance Liquid Chromatography?, este tipo de cromatografia se
basa en una fase movil liquida donde se usan solventes como
agua, acetonitrilo o metanol y una fase estacionaria o columna
cromatografica que puede variar dependiendo del analito.
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Alintroducir la muestra al sistema cromatografico, esta hace una
interaccion con ambas fases y es en la fase estacionaria donde se
retienen las sustancias que pretendemos identificar. Las particu-
las retenidas poseen diferente afinidad por la fase estacionaria,
esta propiedad hace que la salida del sistema sea en tiempos
diferentes, esto corresponde al tiempo de retencion y es funda-
mental en el proceso de separacion. Esto podria realizarse con
mayor velocidad y eficacia si incrementamos la presion del flujo
de la fase movil de algunos cientos de kilos por centimetro cua-
drado, por lo que son necesarias ciertas condiciones en el equipo
que soporte estas variaciones?.

Normalmente, un sistema HPLC cuenta con 6 componentes basi-
cos: un sistema de inyeccion para introducir la muestra, una
bomba que mantiene constante el flujo de la fase movil, una fase
movil, una fase estacionaria, un detector y el integrador que
procesa las sefales y las transforma en un lenguaje que poda-
mos interpretar (Figura 1). La eleccion del sistema de deteccion
para el sistema HPLC es muy importante para la selectividad y
sensibilidad del analito a identificar. Entre los detectores mas
utilizados podemos mencionar el UV y el de DAD*. Sin embargo,
en la actualidad la asociacion del HPLC con la deteccion por
espectrometria de masas (LC-MS) es la mas preferida para la
determinacion de residuos de farmacos veterinarios®. Es impor-
tante sefalar también que los métodos cromatograficos emple-
ados deben ser validados para una correcta aplicacion, tratando
que cumplan especificaciones como limites de deteccion/cuanti-
ficacion, repetitividad, linealidad, robustez, entre otras®.

La clasificacion de la LC puede ser realizada en base a la compo-
sicion quimicas de los tipos de relleno de la columna cromatogra-
fica, las cuales tienen caracteristicas fisico-quimicas que producen
diferentes mecanismos de separacion. En el caso de antibioticos
el mas utilizado es la LC en fase reversa la cual se adecua al ana-
lisis de analitos polares e incluso idnicos, si se hace uso de la
formacion de pares ionicos. El tipo de material apolar con que
se rellenan las columnas de fase reversa suele ser silice quimica-
mente modificada (cadenas de C8, C18), las cuales interactGan
con una fase movil polar (combinaciones de agua con solventes
organicos como metanol o acetonitrilo). El porcentaje y tipo de
modificador organico en la fase movil es el factor mas determi-
nante en la retencion de los analitos polares, pero no idnicos. Las
interacciones entre el analito y el solvente son las que determi-
nan la especificidad de la cromatografia en fase reversa, ya que
las interacciones del analito con la fase estacionaria son relativa-
mente débiles, interacciones de Van der Waals no especificas®'.

Procedimientos utilizados para realizar la cromatografia
liquida de alta resolucion

Acondicionamiento de las muestras

Las condiciones y procedimientos empleados van a depender del
tipo de material a ser analizado (carne, leche, huevos, entre
otros). En el caso de muestras solidas como la carne, es nece-
sario realizar un proceso de cortes, molido y homogenizacion®.
Una desventaja de esto es que el muestreo es destructivo y se
realiza luego de que el animal ha sido faenado®.
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Figura 1. Esquema de un cromatodgrafo liquido acoplado a un detector de ultravioleta.

Extraccion de analitos de la muestra

Luego de su acondicionamiento, deben eliminarse elementos
como proteinas, lipidos u otros que puedan interferir en la lec-
tura de los analitos. La mayoria de metodologias usan solven-
tes organicos (acetonitrilo, acetato de etilo, metanol, acetona
o éter de petroleo). El uso de estos solventes va acompaiiado
de proceso de agitacion, homogeneizacion o ultrasonicacion que
permite una mejor interaccion con las muestras®.

Posterior a este procedimiento, es recomendable utilizar una téc-
nica de purificacion o limpieza denominada extraccion en fase solida
(Solid Phase Extraction, SPE). En esta parte se somete la muestra
mas el solvente organico a un cartucho (jeringa) que contiene inter-
namente las mismas propiedades de la fase estacionaria (C18) y
sirve para retener los analitos de interés (residuos de antibioticos).
Para recuperar estos residuos se realiza el lavado del cartucho con
solventes (acetonitrilo/metanol y agua) para luego ser inyectado
en el cromatdgrafo®. La SPE es muy efectiva para la deteccion de
compuestos con propiedades no muy diferentes; sin embargo, esta
técnica inicialmente concebida con la fase estacionaria fija en un
cartucho demandaba aun tiempo de preparacion, uso bombas de
vacio y limpieza para su reutilizacion. Por este motivo comenzaron
a presentarse variaciones a la SPE inicial*.

La extraccion en fase solida dispersa (SPE-d) es una de estas varia-
ciones, la cual consiste en la adicion de un material adsorbente
al extracto crudo seguido de agitacion, centrifugacion y poste-
rior aislamiento del adsorbente. En la actualidad este método
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es el denominado QUEChERS, acrénimo de las palabras en inglés
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, y Safe. Esta técnica, la
cual se caracteriza por ser rapida, facil de realizar, econdmica,
eficaz, robusta y segura, consta de dos etapas: 1) extraccion
liquida con solventes (agua y acetonitrilo) y soluciones hiperto-
nicas (cloruro de sodio, sulfato de magnesio, agentes tampon) y
2) SPE-d en la que una alicuota de la fase organica de la primera
etapa se trata con diversos adsorbentes para eliminar los inter-
ferentes de la matriz que pudieran dificultar el posterior analisis
instrumental®**, Recientemente se ha experimentado con diver-
sos materiales para mejorar la extraccion y purificacion utilizando
SPE. Columnas con polimeros impresos molecularmente (PIM) que
reconocen selectivamente moléculas para lo que fueron sintetiza-
dos hacen que la adsorcion sea mas selectiva®.

El proceso de extraccion es fundamental para asegurar la vida
media de las columnas y optimizar los tiempos de mantenimiento
y limpieza del sistema cromatografico. Sin embargo, si se abusa de
los solventes en los procesos de filtrado y purificacion, podemos
perder parte de los analitos (residuos de antibioticos). Por este
motivo se debe elegir juiciosamente el método a utilizar de
acuerdo al alimento como el tipo de molécula®.

Instrumentacion

Las partes fundamentales del sistema cromatografico constan
de una bomba, la cual suministra un flujo constante (entre
10 pL/min y 2 mL/min) y libre de pulsos de la fase movil a
través de la columna. A parte de la capacidad de la bomba, la
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velocidad del flujo depende del diametro y del material de la
columna cromatografica. Asimismo, la bomba debe ser fabri-
cada con materiales quimicamente inertes, soportar altas pre-
siones y proporcionar un flujo libre de pulsaciones?*. Otro parte
fundamental del sistema es la columna, lugar donde se rea-
liza la separacion de los analitos. La mayoria de las columnas
consisten en estructuras cilindricas de acero rellenas de silice
quimicamente modificada (C8 6 C18). Existen variaciones de la
columna en base al diametro interno, longitud, tipo de relleno
y tamafo de particula de relleno. La evolucion de la columna
ha priorizado la disminucion del tamano de particula de rel-
leno, lo cual se ha traducido en un incremento de la selectivi-
dad y mejora de la resolucion de los cromatogramas?'.

El detector del sistema cromatografico debe ser sensible a
pequehas concentraciones de analito, dar una respuesta lineal
amplia, tener poco ruido de fondo y ser estable en el tiempo
que dura la corrida cromatografica. Ademas, debe ser capaz de
resistir presion, flujo y porcentajes de la fase movil (gradiente).
Algunos de los detectores mas usados son los espectrofotometros
que miden la absorbencia a una o varias longitudes de onda en
el espectro UV o en el visible; los de fluorescencia, que miden la
emision fluorescente por parte de los analitos inducida mediante
un reactor situado antes o después de la separacion; y otros mas
complejos como la MS pueden proporcionar informacion especi-
fica que permita la determinacion inequivoca de compuestos en
base a su peso molecular?. En la siguiente seccion se detalla las
partes y funcionamiento del detector de MS.

El volumen de muestra aplicada al sistema cromatografico debe
ser preciso y no debe perturbar la circulacion de la fase movil.
Debido a esto es necesario contar con un sistema de inyeccion el
cual consta de valvulas rotatorias de alta presion de varias vias
las cuales pueden ser manuales o automatizadas. Estas valvu-
las posen dos posiciones. En la posicion de llenado, la bomba y
la columna estan comunicadas y la muestra se introduce en un
pequeno depdsito de forma tubular (bucle) con ayuda de una
microjeringa. El bucle puede escogerse de diferente volumen
(5-500 pL). En la posiciéon de inyeccion, gracias a la rotacion de
la valvula, la muestra se arrastra por el flujo de la fase movil y
se introduce en la columna?. Por otro lado, es necesario que los
solventes que ingresen al sistema estén libres de aire. Esto hace
preciso el uso de un desgasificador, el cual puede funcionar por
un sistema de bombeo al vacio, un sistema de destilacion, dispo-
sitivos para calentar y agitar los solventes o sistemas de difusion
que permiten arrastrar los gases disueltos fuera de la solucion
mediante finas burbujas de un gas inerte de baja solubilidad. Por
ejemplo, una forma conveniente de tratar los solventes antes de
ser usados como fase movil es filtrarlos al vacio a través de un
filtro de poro muy pequeno.

En la actualidad, los diversos métodos favorecen la interac-
cion de la fase movil y estacionaria lleve mas tiempo por lo
que se tuvo que aumentar la velocidad del flujo para no afec-
tar el tiempo de retencion. Esto trajo como consecuencia la
aparicion de una nueva linea de cromatografos con capacidad
de trabajar en altas presiones, utilizar inyectores mas rapi-
dos, flujos de alta velocidad y detectores de mayor velocidad
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de captura lo que conllevo a reducir el tiempo de la corrida
cromatografica. Es asi como aparece la Cromatografia Liquida
de Ultra Presion (Ultra Performance Liquid Chromatography,
UPLC) y la Cromatografia Liquida Ultra Rapida (Ultra Fast
Liquid Chromatography, UFLC)%.

Espectrometria de masas

La MS acoplada a LC (Figura 2) es una de las técnicas anali-
ticas que mas se ha extendido en las ultimas décadas para
la confirmacion de residuos de antibidticos en productos de
origen animal. El éxito de su aplicacion es una consecuencia
de la combinacion de una técnica de separacion por LC y la
capacidad de deteccion por espectro de masas. La MS se ha
presentado como una técnica analitica de elevadisima sensi-
bilidad, incluso hasta niveles de pg/L. Ademas, es capaz de
medir los iones con masa exacta, proporcionando informacion
de la composicion elemental, permitiendo establecer las rutas
de fragmentacion. Incluso, ha sido posible aplicar todas esas
cualidades en muestras de alta complejidad, alcanzando nive-
les de resolucion muy altos*-3.

La MS esta basada en la deteccion de iones a partir de molécu-
las organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se
separan de acuerdo a la relacion masa a carga (m/z), y final-
mente se detectan por medio de un detector que convierte el
haz de iones en una sefial eléctrica que puede ser procesada y
almacenada. Estos analizadores, pueden detectar solo los iones
y por lo tanto las moléculas deben ser ionizadas en una fuente
de iones antes de su separacion y deteccion.

Métodos de ionizacion

La clave que asegura el éxito de la deteccion por MS es con-
seguir que los compuestos neutros se conviertan, dependiendo
de la fuente de iones, en iones moleculares, moléculas proto-
nadas, cationizadas, desprotonadas, anionizadas o fragmentos
en estado gaseoso mediante la aplicacion de campos eléctricos

Figura 2. Cromatografo liquido acoplado a espectrometro de masas
cuadrupolo en tandem. (Cortesia Senasa).
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y magnéticos. La ionizacion es la una propiedad en la que las
moléculas de los analitos pasan a estado gaseoso ionizandose,
este estado se consigue adicionando o eliminando un electron o
un proton. EL exceso de energia proporcionado en este paso tam-
bién puede transformarse en una fragmentacion de la molécula,
generando iones fragmento?.

Las primeras interfases que se desarrollaron tenian como obje-
tivo la eliminacion del disolvente (fase movil) e intentar conse-
guir moléculas de analito en fase gaseosa antes de llegar a la
fuente de ionizacion. Posteriormente, durante el desarrollo de
estas fuentes se comprobd que era posible favorecer la ioniza-
cion de los analitos en presencia del solvente y a presion atmos-
férica sin perturbar al analizador de masas. A partir de estos
principios fisicos basicos se comenzd a desarrollar las interfases
a presion atmosféricas (Atmospheric Pressure Interfase, API),
incluyendo la de ionizacion por electrospray (Electrospray loni-
zation, ESI) que son los mas utilizados en la deteccion de resi-
duos de antibidticos por LC-MS¥.

La ESI se produce por la aplicacion de un alto voltaje (3-6 kV)
sobre un capilar conductor por el que circula un pequeio flujo
de fase mavil a presion atmosférica. La elevada diferencia de
potencial crea un campo eléctrico que induce la acumulacion
de cargas sobre la superficie del liquido al final del capilar, rom-
piéndose en pequenas gotas de solvente cargado positivamente
(modo positivo) o negativamente (modo negativo). Estas gotas
de solvente se dispersan como consecuencia de la introduccion
de un flujo de gas inerte coaxial al flujo de la fase mdvil, este gas
también provoca la evaporacion o pérdida del resto de solvente
en las gotas, ya que circula a altas temperaturas. El flujo 6ptimo
proveniente de la LC debe ser del orden de 2 a 10 pL/min, sin
embargo se han aplicado flujos mayores, de hasta 300 pL/min,
empleando disefios de fuentes con energia adicional, tempera-
tura o flujo del gas, lo que permitir una mejor dispersion de las
gotas a partir del capilar®.

Por otro lado, la lonizacion Quimica a Presion Atmosférica
(Atmospheric pressure chemical ionization, APCI) es una inter-
fase que primero vaporiza la fase movil y luego somete a las
particulas a una descarga para cargarlas al analito en fase
gaseosa. Esta técnica es usada en compuestos que no se ioni-
zan bien con la ESI (frecuentemente mas estables, compuestos
con pesos moleculares bajos y compuestos no polares) pero en
condiciones mas complejas es probable que ESI cause la degra-
dacion de la muestra, especialmente en compuestos termolabi-
les. Al parecer APCI tienes menos problemas para la ionizacion
que ESI. Debido a que tanto ESI como APCI tienen diferentes
mecanismos de ionizacion, la respuesta y la selectividad pue-
den variar entre ambas interfases®.

Separacién de iones

Al analizador de masas es la parte mas importante del espec-
trometro, el principio fisico se basa en la dispersion y focali-
zacion de los iones en funcion de la relacion masa/carga (indi-
cado comUnmente como m/q o m/z), siendo las variantes de
este proceso la diferencia entre los distintos instrumentos de
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espectrometria de masa. Entre los mas utilizados tenemos: cua-
drupolo (Quadrupole, Q), trampa de iones cuadrupolares (Qua-
drupole lon Trap, QIT) y tiempo de vuelo (Time of flight, TOF).

El cuadrupolo es el mas usado ya que ofrece un amplio rango
de masas (40 a 4000 u), reproducibilidad y precision para la
cuantificacion, ademas de una alta sensibilidad. Un cuadru-
polo consiste en cuatro barras dispuestas en paralelo con una
alta precision, los polos se encuentran espaciados alrede-
dor de unos ejes centrales. Las barras situadas en posicion
opuesta se les aplican una corriente continua (DC) y un vol-
taje de radiofrecuencia (RF)®. Los iones son introducidos en
el campo cuadrupolar mediante la aplicacion de un potencial,
con lo que empiezan a oscilar en un plano perpendicular a las
cuatro barras. De esta manera los iones describen una trayec-
toria que depende directamente de su relacion m/z permi-
tiendo realizar un analisis completo de todos los elementos
de la muestra (Full scan). Sin embargo, de forma especifica,
los cuadrupolos son capaces de ajustar una radiofrecuencia
para estabilizar una relaciébn m/z concreta que es dirigida
hacia el detector, descartando aquellas relaciones m/z mayo-
res o menores a la seleccionada (Selected lon Monitoring). El
cuadrupolo actGia como un filtro de masas, de forma que, de
todos los iones provenientes de la fuente, sélo se van transfi-
riendo al detector los seleccionados, perdiéndose el resto por
el camino. En ese sentido, para obtener un barrido total de
masas debe ir acoplando una a una las m/z mediante la crea-
cion de campos eléctricos selectivos de cada una de ellas®.

La trampa idnica cuadrupolar es un dispositivo formado por tres
electrodos, dos de ellos hiperbolicos, y entre estos un electrodo
en forma de anillo toroidal. El sistema tiene el mismo funda-
mento que el analizador de cuadrupolo. Se aplican, simultanea-
mente, una corriente continua y un potencial de radiofrecuencia,
de tal forma que los iones generados quedan confinados dentro
del anillo toroidal. Los iones son expulsados de la camara tras
la aplicacion de rampas de radiofrecuencia. Conforme aumenta
el voltaje, aumenta la amplitud de su movimiento oscilatorio
hasta ser expulsados. Los iones de mayor masa se desestabilizan
conforme va aumentando el voltaje de radiofrecuencia, de tal
forma que los iones se detectan de forma secuencial, obteniendo
asi el espectro en funcion del voltaje y la masa?.

El triple cuadrupolo (QqQ o TQ), donde el primer cuadrupolo
(Q1) actta como un filtro que selecciona y separa las molécu-
las cargadas del resto de componentes que eluyen del croma-
tografo. El tercer cuadrupolo (Q3) actia también como filtro,
pero en este caso de los fragmentos producidos por disociacion
que llegan del segundo cuadrupolo (Q2), dejando pasar hacia el
detector solo aquellas masas de los fragmento seleccionados.
El proceso de disociacion que ocurre en el Q2, es inducido por un
gas ionizado y acelerado, de forma que colisiona con las molécu-
las de analito provocando su fragmentacion?.

El TOF, se basa en la separacion de los iones en funcion del
tiempo que tardan en atravesar un tubo de vuelo de longitud
conocida. Este tiempo depende de la relacion m/z porque los
iones menos pesados llegaran mas rapidamente al detector
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que aquellos que presentan una relacion m/z de valor mas
alto. Una de las dificultades mas importantes de este tipo de
instrumentos al acoplarlos con LC es que los iones que lle-
gan continuamente de la interfase tienen que ser enviados
al TOF mediante un pulso. Para obtener una buena medida
del tiempo de vuelo de los iones, el tiempo al que comienza
el vuelo de los iones debe estar muy bien controlado. TOF
trabaja de forma discontinua al contrario que el analizador de
cuadrupolo, ya que los iones que llegan al analizador son pul-
sados al tubo de vuelo teniendo que esperar el tiempo nece-
sario para que todos alcancen al detector antes de volver a
lanzar otro pulso’:%,

Tradicionalmente se habia trabajado con cuadrupolos simples
acoplados a GC, debido a que se obtenia gran cantidad de
informacion estructural bajo una ionizacion por impacto elec-
tronico. Ante la aparicion de las fuentes de ionizacion API,
que permiten el acoplamiento entre LC y MS, se vio un pri-
mer inconveniente relacionado a la poca fragmentacion de
las moléculas ionizadas, lo cual genera escasa informacion
estructural. Por este motivo surge la idea de acoplar dos ana-
lizadores de espectrometria de masa (MS/MS) para aumentar
considerablemente el potencial y las posibilidades que ofrece
el LC-MS. De este modo, la MS en tandem (MS/MS) conlleva dos
etapas: En la primera, se produce la seleccion de un ion pre-
cursor seguida de una ionizacién de las moléculas mediante un
proceso de disociacion o por medio de una reaccion quimica.
En la segunda etapa se lleva a cabo el analisis de los iones pro-
ducto obtenidos del proceso de fragmentacion. Esta técnica
ofrece una gran selectividad, ya que permite la posibilidad de
aislar un ion en la celda de colision, eliminando otros iones o
fragmentos que puedan interferir. La fragmentacion en este
caso se produce por la colision del ion seleccionado®”-8.

Deteccion de iones

Un espectro de masas sera, en consecuencia, una informacion
bidimensional que representa un parametro relacionado con
la abundancia de los diferentes tipos de iones en funcion de la
relacion m/z de cada uno de ellos. Una vez realizada la adqui-
sicion, el procesamiento de los datos es una de las partes mas
importantes para identificar y cuantificar la cantidad de analitos
presentes en la muestra. Hay que tener en cuenta que de una
muestra eluyen miles de compuestos, incluyendo los de interés,
siendo la determinacion de todos casi imposible debido en parte
a la cantidad de compuestos presentes y a las bases de datos
insuficientes para los compuestos®.

La mayoria de los proveedores de instrumentos ofrecen her-
ramientas de software quimiométricos para analizar sus pro-
pios formatos de datos. Sin embargo, la determinacion de los
compuestos en analisis se realiza mediante comparacion con
estandares. Ademas, la creacion de bases de datos (bibliote-
cas) con informacion acerca de fragmentos, formula molecular,
etc., para el analisis es de vital importancia. La mayoria de
los programas proporcionados por los fabricantes permiten la
generacion de varias formulas moleculares a partir de un m/z
particular y su patron isotopico®.
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La cuantificacion utilizando la deteccion MS/MS no difiere de
las cuantificacion utilizada por otras técnicas cromatograficas.
Basicamente se compara la intensidad de la sefial generada
por un analito en una muestra con un estandar con cantidades
y concentraciones conocidas. En base a esto se puede crear
una relacion entre la sefal y la concentracion del estandar,
obteniendo una ecuacion lineal (Figura 3). La MS en tandem
presenta grandes ventajas practicas frente a MS simple, ya que
la calidad y la cantidad de informacion proporcionada por MS/
MS, aumenta la selectividad y la capacidad de la técnica para la
elucidacion estructural. En la mayoria de equipos MS, la cuanti-
ficacion y determinacion de los compuestos puede ser direccio-
nada con diferentes formas de analisis®.

» Barrido de todos los iones (Full Scan), en este modo de
adquisicion todas las moléculas que se ionizan en la inter-
fase llegan al detector. En el QgQ, tanto la celda de
colision (q) como el segundo cuadrupolo (Q2) no acttan
en el proceso de seleccion, realizandose el barrido de iones
en alguno de los cuadrupolos y obteniendo un espectro de
full scan.

e Adquisicion de un ion seleccionado (Single lon Moni-
toring, SIM), la adquisicion SIM esta dirigida a la
medida de unsolo i6n, que es seleccionado en el primer
cuadrupolo. Este tipo de adquisicion deriva del uso de Q
simple, y su aplicacion en instrumentos QgQ no suele ser
muy frecuente.

» Barrido de iones producto (Product lon Scan), el bar-
rido de iones producto se lleva a cabo seleccionando en
el primer cuadrupolo (Q1) una m/z concreta denominado
ion precursor, que se fragmenta con una energia adecuada
en la celda de colision; el segundo analizador adquiere
en modo full scan de forma que se obtiene la medida de
todos los fragmentos del i6n precursor. A estos fragmentos
se les denomina iones producto. Este modo de adquisicion
es ideal para la obtencion de la maxima informacion estruc-
tural posible del i6n precursor.
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Figura 3. Representacion de la Linealidad. Relacion entre senal (area)
y concentracion del estandar para la cuantificacion cromatografica. En
este caso se presentan ocho concentraciones diferentes del estandar
de penicilina.
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« Adquisicion de la reaccion seleccionada (Selected Reaction
Monitoring, SRM), en el modo de adquisicion SRM, se selec-
ciona un i6n en el primer cuadrupolo (Q1) denominado i6n
precursor; el ion precursor se fragmenta en la celda (q) de
colision en presencia de gas inerte aplicando una energia de
colision 6ptima; uno de los iones fragmento obtenido en q
se selecciona en el segundo cuadrupolo (Q2) etiquetandose
como i6n producto. La adquisicion en SRM es la mas utilizada
en las aplicaciones analiticas cuantitativas mediante QqQ,
ya que minimiza al maximo la presencia de otros interferen-
tes y se presenta como una herramienta de alta sensibilidad
y selectividad.

« Barrido de iones precursor (Precursor lon Scan), en este
modo de adquisicion, el primer cuadrupolo (Q1) hace un bar-
rido de todos los iones que provienen de la interfase en el
primer cuadrupolo, fragmentandose en la celda de colision
a una energia concreta, de todos los fragmentos obteni-
dos solo se selecciona uno por el segundo cuadrupolo (Q2).
El barrido de iones precursores tiene sentido en instrumentos
de QqQ, debido a que se debe seleccionar un ion fragmento
proveniente de la celda de colision en el segundo analizador
(Q2). La aplicacion a la que viene asociado este modo de
adquisicion es a un grupo de compuestos de la misma familia
o0 a metabolitos provenientes de un mismo analito, pues el
barrido de iones precursores a un i6n producto comdn esta
directamente ligado a una estructura quimica comun.

« Barrido de pérdidas neutras (Neutral Loss Scan), es un
modo de adquisicion muy especifico de QqQ debido a que es
necesario que dos analizadores trabajen coordinadamente.
El primer cuadrupolo (Q1) y el segundo cuadrupolo (Q2)
realizan un barrido en desfase, fijando un valor de masa
que diferencia los iones barridos en Q1 y los barridos en
Q2, una vez han sido fragmentados en la celda de colision a
una energia concreta. De esta forma, solo aquellos analitos
que presenten la pérdida neutra seleccionada seran detec-
tados. Al igual que en el barrido de iones precursores, este
modo de adquisicion es idoneo para la basqueda de analitos
de la misma familia o de metabolitos que comparten una
estructura quimica comun.

Aplicacion de la cromatografia en la determincion de
antibioticos

Basados en la naturaleza polar y baja volatilidad de los resi-
duos de antibioticos veterinarios, la LC es la técnica de elec-
cion para su identificacion y cuantificacion; sin embargo, hay
tener en cuenta puntos importantes como la diversidad de
antimicrobianos usados en la crianza de animales; la baja con-
centracion de residuos de antimicrobianos en los alimentos,
muchas veces en pg/kg y la complejidad de las matrices ali-
mentarias las cuales pueden contener elementos que interfie-
ren en la lectura cromatografica, esto hace que se desarrollen
diversos métodos de extraccion®#4!, La Figura 4 muestra las
estructuras quimicas de los principales antimicrobianos usa-
dos en veterinaria.
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Como se menciond anteriormente en la seccion extraccion de
analitos de la muestra, los antibacterianos se unen a diversos
componentes de la matriz alimentaria (proteinas) por lo que las
muestras deben sufrir un primer proceso de desproteinizacion.
Esto puede ser realizado con solvente como acetonitrilo, acetato
de etilo, diclorometano o metanol. La SPE es otro de los pasos
fundamentales en la extraccion ya que permite retener diver-
sos componentes de la matriz alimentaria que puedan interferir
en el sistema cromatografico>*. A continuacion presentamos un
resumen de los métodos de separacion y deteccion en diferentes
técnicas cromatograficas usadas para el monitoreo de algunos
antibidticos (Tabla 3).

Aminoglucésidos

Lo mas representativos de esta clase son la gentamicina, neo-
micina y estreptomicina®. Aunque es sabido que estos farmacos
pueden causar nefro y ototoxicidad, aun son utilizados en el
tratamiento de enfermedades infecciosas®. Diversos factores
hacen dificil su determinacion. Su naturaleza polar impide su
extraccion y separacion cromatografica, asimismo no poseen
propiedades de cromdforos o fluoroforos y la mayoria de far-
macos de este grupo poseen estructuras similares®#. Para su
determinacion se prefiere la extraccion por intercambio ionico
en pH alto o bajo, también puede ser utilizada el pareamiento
ionico en solucion acuosa o metandlica®. Por otro lado, para
facilitar su visualizacion uno de los agentes de derivatizacion
que mas se utiliza es el heptaldehido (OPA) y un detector de
fluorescencia. Dentro del protocolo de extraccion las muestras
pueden pasar por desproteinizacion con acido tricloroacético 6
acido clorhidrico. Debido a su naturaleza polar la purificacion
es realizada con columnas C8 6 C18, se usa una fase movil de
acetonitrilo/metanol y agua y se prefiere un sistema de croma-
tografia liquida de intercambio idnico®*.

Tetraciclinas

Producidas por Streptomyces spp. y con actividad contra bacte-
rias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo algunas anaero-
bias. Tienen afinidad sobre el ribosoma 30S y por lo tanto inhibe
la sintesis de proteinas, produciendo un efecto bacteriostatico.
Los farmacos mas representativos de este grupo son la oxitetra-
ciclina, tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina, demeclociclina;
siendo asociados a problemas gastrointestinales, hipersensibilidad
y pobre desarrollo fetal en humanos con un consumo subcronico®.
Como se vio anteriormente, los LMR para carne de diversas espe-
cies y leche de este grupo son de 200 y 100 pg/kg respectiva-
mente; sin embargo, se acepta 400, 600 y 1200 pg/kg en huevos,
higado y rifiones’. Por otro lado, para miel no debe encontrarse,
aunque algunos paises europeos aceptan LMR entre 15 a 50 ng/g*®.
Las técnicas de extraccion para la determinacion de residuos de
tetraciclinas por HPLC prefieren el uso de SPE, deteccion por
ultravioleta y diferentes soluciones dependiendo del alimento.
Cinquina et al.* usaron acido tricloroacético en leche y carne
mientras que Andersen et al.*’ utilizaron acido succinico en cama-
rones. Por otro lado, para la miel Vifas et al.® y Li et al.* realiza-
ron propusieron usar un buffer de Na, EDTA.
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Figura 4. Estructura quimica de los principales antibioticos veterinarios de importancia en salud pUblica.

Betalactamicos

Este grupo de antibioticos son ampliamente utilizados en bovi-
nos. Basicamente estan divididos en dos clases las penicilinas
y las cefalosporinas™. Dentro de la metodologia cromatografica
la parte de extraccion y purificacion es uno de los pasos mas
complicados pues requiere una gran cantidad de sales bufera-
das y solventes organicos (acetato de sodio, acetato de amo-
nio, cloruro de tetraetilo amonio, tungsteno de sodio, citrato
de sodio, acido tricloroacético, acido sulfurico o acetonitrilo);
asimismo, se indica el uso de SPE (C18) y la deteccion en base
a MS®#, Los LMR varian de 4ug/L para la ampicilina en leche
hasta 300 pg/Kg para oxacilina, cloxacilina en tejido como mus-
culo, higado y rifiones™.

Macrdélidos

Son un grupo de farmacos con efectos sobre bacterias Gram
positivas, algunas Gram negativas y micoplasma. ActlUan

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

inhibiendo la sintesis proteica de los microorganismos sensi-
bles, al unirse reversiblemente a la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano. No se unen a ribosomas de células de mamiferos.
Los métodos cromatograficos se basan en la extraccion con
acetonitrilo 6 metanol. La fase movil esta compuesta de agua,
acetonitrilo/metanol y acido formico/acetato en diferentes
proporciones. Asimismo, se prefiere el uso de columnas C18
acoplada a espectrometro de masas. La forma de ionizacion
mas utilizada es la ESI debido a que los macrdlidos son molé-
culas que contienen atomos de nitrégeno que son facilmente
protonadas positivamente®.

Quinolon

Es un compuesto heterociclico aromatico que muestra una exce-
lente actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negati-
vas inhibiendo la replicacion del acido desoxirribonucleico (ADN)
bacteriano. Es usado a menudo en la industria ganadera y en la
acuicultura para combatir cuadros infecciosos de tipo pulmonar,
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Tabla 3. Técnicas cromatograficas para la determinacion de residuos de antibioticos veterinarios.

Zambranol PER et al.

Residuos de antibidticos por cromatografia

Fase

Antibiotico Muestra Extraccion . . Fase Movil Deteccion Referencia
estacionaria
Tetraciclinas
Carne Metano.l/dlclorometano/Fase liquida c18 ACE, FOR, AG MS/MS Mookantga, )
dispersiva Dube y Nindi*
Carne. leche Acetonitrilo, Acido trifluoroacético/
h ’ ’ Fase solida con polimero impreso C18 ACE, TFA, AG uv Feng et al.”
uevos
molecularmente
Miel, leche Acetonitrilo, acido acetico/Fase solida c18 FOR, MET TOF/MS  Xu et al.0
miniaturizada
B-lactamicos
Carne Acetonitrilo/Fase liquida C18 ACE, AAC, AG MS/MS Li et al.®
Leche, huevos Acetonitrilo/Fase liquida C18 ACE, ACA, AG uv Shao et al.*
Carne (cerdo) Acetonitrilo/Fase solida dispersiva Cc18 ACE, FOR, AG MS/MS Huang et al.®?
Macrélidos
Garnel(cetdo Borato de sodio y acetato de etilo/
. Fase solida con polimero impreso C18 ACE, FOR, AG MS/MS Song et al.®
pollo, bovino)
molecularmente
Carne (cerdo,
pollo, bovino), Acetonitrilo/Fase liquida C18 ACE, AG MS/MS Jank et al.*
leche
Quinolon
Carne, huevos Metanol, acido metafosforico/Fase solida Cc18 ACE, FOR, AG MS/MS :F?Sunnata et
ledie A_cetom.tnlo, metanol/Fase solida c18 MET, FOR MS/MS Donv?ﬁl-Garua
dispersiva et al.
Cloranfenicol
Leche, miel Acetonitrilo, acido acético/Fase solida C18 MET, ACE MS/MS Liu, Lin y Fuh¢’
Carne
(Pollo, bovino, Acetato de etilo, hidroxido de sodio C18 ACE, ACA, AG MS/MS Barreto et al.®®
pescado)
Nitrofuranos
Pescado (diversos)  Acido clorhidrico/Fase solida C18 ACE, ACA, AG MS/MS Zhang et al.®
Sl [ Alkan, Kotan
(pollo, pescado), Acido clorhidrico/Fase liquida C18 MET, AG MS/MS D e y
; Ozdemir’
leche, miel
Carne (pollo) Acido clorhidrico/Fase solida C18 ACE, ACA, MET, AG MS/MS Kim et al.”

C18, Columna cromatografica de carbono octadecil ligado a silice; MS, Espectrometro de masa; UV, Ultravioleta; TOF, Tiempo de vuelo, ACE,
Acetonitrilo; FOR, acido formico; TFA, acido trifluoroacético; MET, metanol; AAC, acido acético; ACA, acetato de amonio, AG, agua

urinario y digestivo. Dentro de las técnicas cromatograficas, la
extraccion del analito con acetonitrilo a diferentes pH y la iden-
tificacion y cuantificacion con el HPLC y el detector de fluores-
cencia fueron los mas usados. Sin embargo, en afos recientes se
esta empleando mas la LC-MS/MS*.

Anfenicoles

El cloranfenicol se ha utilizado durante mas de 60 afios en veteri-
naria debido a su actividad antibidtica de amplio espectro contra
una variedad de patdgenos. Sin embargo, en 1994 se clasifico
como medicamento de riesgo para la salud y desde entonces se
ha prohibido su uso en la produccion ganadera. Los métodos de
extraccion mas utilizados involucran el uso de acetato de etilo
6 acetonitrilo, una purificacion con SPE (C18), separacion en
columnas C18 y deteccion por ultravioleta®.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Nitrofuranos

Son un grupo particular de antibidticos que fueron usados como
promotores de crecimiento en diversos sistemas de produccion
animal y utilizados fundamentalmente para tratar la histomoniasis
y coccidiosis en aves, tricomoniasis en ganado vacuno o la disente-
ria porcina; sin embargo fueron prohibidos debido a la implicancia
de sus residuos en matrices alimentares y la generacion de carci-
nogénesis y mutagénesis en humanos. Nitrofurantoina (NFT), fura-
zolidona (FZD), nitrofurazona (NFZ), nifursol (NFS) y furaltadona
(FTD) son alguno de los farmacos que fueron utilizados. Estos rapi-
damente eran metabolizados y se generaban ciertos metabolitos
como 3-amino-2-oxazolidinona (AOZ), 3-amino-5-morfolinome-
til-2-oxazolidinona (AMOZ), 3,5-dinitro-acido salicilico hidracina
(DNSAH), semicarbazida (SEM), y 1-aminohidantoina (AHD)3"-52.
El proceso de extraccion cuenta con el uso de soluciones acidas
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como el HCL (0.125 M), fase movil con mezclas de agua y metanol,
SPE y deteccion por espectrometria de masa

Multiples residuos de antibidticos

En la actualidad, diversas técnicas cromatograficas han sido desar-
rolladas y validadas orientadas a la determinacion simultanea
de farmacos de diferentes grupos. Esto ha sido posible debido al
enorme progreso de la MS®. El objetivo es desarrollar una técnica
que sea facil, econdmica y rapida en la determinacion y cuantifica-
cion de residuos de antibioticos. El analisis simultaneo de residuos
de antibioticos veterinarios ha sido realizado en diversas matrices
alimentarias de origen animal como huevos®, miel>*% y leche-57:%,

CONCLUSIONES

Después de la revision realizada podemos definir que la téc-
nica mas eficiente para detectar y cuantificar residuos de
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