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Arch. med. vet. v.33 n.1 Valdivia 2001

Ensayo rapido para la determinacion simultanea de enrofloxacina y
ciprofloxacina en leche mediante Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento

A fast assay for the simultaneous determination of enrofloxacine and
criprofloxacine in milk by high performance liquid chromatography

A. SAN MARTIN, M.V, DMV; H. CANON, MV, cM. Sc; D. IRAGUEN, MV.

Laboratorio de Farmacologia, Departamento de Ciencias Clinicas, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias, Universidad de Chile, Av. Santa Rosa 11735, Correo 2, Casilla 15, La Pintana, Santiago,
Chile. Fax: 56-2-541 6840.

SUMMARY

A fast liquid chromatography method with detection of fluorescence for enrofloxacine and ciprofloxacine
residues in bovine milk (powder, pasteurized, raw) is reported. The procedures consisted of succesive
extraction of milk with acidified ethanol concentrated by dryness and reconstituted for the
chromatographic analysis. The analysis is performed by isocratic elution using an acetonitrile-2% acetic
acid (15:85) mobile phase and silica dimetiloctadesil column with fluorescence detection at excitation
and emission wavelengths of 278 and 450 nm. respectively. The limit of detection and quantification
was 5 ng/ml for enrofloxacine and ciprofloxacine. Both analites presented a lineal behaviour when the
different concentrations of the pure standars and contaminated matrixes were analyzed; the coefficients
of correlation were higher than 0.99. The porcentages of recovery of both analites in the different
matrixes were between 82.9 and 115%.



Archivos de medicina veterinaria - Ensayo rapido para la determinacién...  http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S030

Key words: analytical methodology, enrofloxacine, ciprofloxacine, milk.

INTRODUCCION

Los agentes antimicrobianos en medicina veterinaria son la principal herramienta terapéutica en el
control y tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas en animales de produccién; sin embargo,
la presencia de residuos de estos quimioterépicos en la leche se ha convertido en un tema de interés en
los consumidores (Jones y Seymour, 1987; Hutchinson y Sears, 1994).

Diversos estudios han puesto de manifiesto que entre los principales problemas en salud publica que
generan los residuos de antimicrobianos en productos de origen animal figuran las reacciones
anafilacticas (Van Arsdel, 1983), alteraciones de la flora intestinal humana (Gorbach, 1993) y
alteraciones toxicas especificas como es el caso de cloranfenicol (Kucers, 1980).

Las quinolonas, en particular, poseen efectos adversos especificos a nivel de cartilago de crecimiento en
diversos animales jovenes de laboratorio, comprobandose también este efecto en nifios (Stahlman y
Lode, 1989). En humanos, su uso se ha restringido fuertemente, contraindicandose en el caso de nifios,
adolescentes, mujeres en estado de gestacion y lactancia. La artropatia en las especies juveniles se ha
observado con todas las quinolonas, sin embargo el mecanismo por el cual se produce este efecto alin
permanece sin aclarar. Los hallazgos patolégicos, macroscopicos y microscopicos, en perros y ratas de
laboratorio enfrentados a quinolonas, son de agrupacion de condrocitos y erosiones en el cartilago de
crecimiento de las articulaciones que soportan el mayor peso del animal (World Health Organization,
1995; Center for Veterinary Medicinal Products, 1998).

Las quinolonas pueden ademas afectar en forma inespecifica diversos sistemas, provocando alteraciones
a nivel gastrointestinal, renal, cardiovascular, sistema nervioso central, ocular, como también
alteraciones en la espermatogénesis, mutagenicidad y fotosensibilidad (Stahlmann y Lode, 1989).

La enrofloxacina es una fluoroquinolona que actia sobre algunas bacterias gramnegativas y
grampositivas; es recomendada para el tratamiento de enfermedades respiratorias, gastrointestinales y
urinarias de bovinos, cerdos y aves en la Unién Europea (Center for Veterinary Medicinal Products,
1998).

En la reunién numero 43 del Comité de Expertos de la OMS (World Health Organi-zation,1995),
celebrada en Ginebra, se dio un MRL de 10 ng/ml hipotético para enrofloxacina en leche bovina,
basandose en métodos analiticos con limites de cuantificacion de 5 ng/ml para esta droga en leche.

Por otro lado, la Agencia Europea de Evaluacion de productos Medicinales (Center for Veterinary
Medicinal Products,1998), recomendd la inclusiéon de enrofloxacina en vacas lactantes con un MRL de
100 ng/ml en leche bovina, considerando la suma de residuos de enroflo-xacina y ciprofloxacina.

Existen diversos métodos basados en la Cromatografia Liquida de Alta Precisidon, para la determinacion
de enrofloxacina y su metabolito ciprofloxacina en diferentes tejidos (Hormazabal y col., 1991; Martinez
y col., 1997); sin embargo, existen escasas publicaciones para la determinacién de éstos en leche
(Roybal y col., 1997).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un método por Cromatografia Liquida de Alta Precision
rapido, simple y con buena sensibilidad para la determinacion simultanea de residuos de enrofloxacina y
ciprofloxacina en leche bovina.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos: Enrofloxacina (100% pureza) se obtuvo de Bayer Chile, mientras que ciprofloxacina (98.3%
pureza) fue obtenido del Instituto de Investigaciones y Ensayos Farmacoldgicos de la Universidad de
Chile (IDIEF, Universidad de Chile). Todos los reactivos quimicos fueron grado analitico. Estos fueron:

- Acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker).
- Agua grado HPLC (Millipore).

A rMIAA AaRrATIiAA Avrada ACC Alacial likhre Ao aldabhidAA DiadAAl Aa LIAaARY nara mroarmarar caliiriamoc AaciiAncAac
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- Etanol absoluto: alcohol etilico deshidratado(Riedel de Haén).

- Fase movil: acetonitrilo-acido acético al 2% (15:85).

- Solucién de extraccion: &cido acético al 1%- etanol absoluto (1:99).
- Filtros: 13 mm x 0,45 mm nylon (Gelman Science)

SOLUCIONES STOCK Y CONCENTRACIONES DE TRABAJO PARA CADA ANALITO:

a. Soluciones stock (1000 mg/ml): Se pesaron 25.0+0.5 mg (después de corregir segun pureza) de
enrofloxacina y ciprofloxacina. Cada una se diluy6é en 25 ml de NaOH 0,03 M. Estas se almacenaron a
4°C protegidas de la luz, condiciones bajo las cuales son estables por 30 dias.

b. Soluciéon intermedia (1 ug/ml): 25 ml de la solucion stock de enrofloxacina y ciprofloxacina se
diluyeron en 25 ml de acido acético al 1%, quedando una solucién intermedia de 1.0 mg/ml (s.i.). Esta
se preparod el dia en que se analizaron.

c. Concentraciones de trabajo de los analitos puros : De la s.i. se utilizaron alicuotas de .5, 10, 20, 40,
80 y 100 ul y se enrasaron a 2 ml con acido acético al 1%, quedando concentraciones de 2,5, 5, 10, 20,
40, 50 ng/ml respectivamente. Estas se prepararon el dia en que se analizaron.

d. Concentraciones de trabajo de los analitos en las muestras fortificadas*: De la s.i. se utilizaron
alicuotas de 25, 50, 100, 200 y 250 ml para agregar en 5 ml de leche control, obteniéndose niveles de
fortificacion de 5, 10, 20, 40, 50 ng/ml de leche, respectivamente. Estas se prepararon el dia en que se
analizaron las muestras.

Muestras: Se utilizaron tres tipos de leche: leche en polvo, leche pasteurizada y leche cruda libres de
antibidticos; esta dltima fue mantenida a-25°C hasta su analisis.

La leche cruda se obtuvo de vacas en produccioén lactea, clinicamente sanas de la Estaciéon Experimental
"La Platina", INIA, Santiago, Chile. Los animales no recibieron tratamiento o alimentacidon con agentes
antimicrobianos por al menos 8 semanas antes de obtener la leche, como lo sefiala Reichmuth y col.

(1997).

* Muestra fortificada: tejido o fluido que contiene concentraciones conocidas del elemento analizado,
agregado a la muestra de tejido o fluido de control. Codex Alimentarius, 1995 "Residuos de
Medicamentos Veterinarios".

CONDICIONES GEOGRAFICAS:

Los andlisis fueron realizados en un sistema Waters con una bomba isocratica 510, autosampler 717
plus, detector de fluorescencia 474 e integrador 746. El detector se operé con una longitud de onda de
excitacion de 278 nm y emision de 450 nm. Se utilizé una columna analitica Symmetry C18 (25 cm X
4,6 mm DI, Waters) y una precolumna Sentry Guard mBondapack C18 (2 cm x 3,9 mm DI, Waters)
empaquetadas con particulas de dimetiloctadecil silica de 5 y 10 mm, respectivamente.

Se ocupod un flujo de fase movil de 1,0 mi/min. inyectando alicuotas de 50 ml a la columna analitica.

PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE LAS MUESTRAS:

Para la extraccion de las muestras se siguié como pauta el trabajo de Roybal y col. (1997) con
modificaciones.

Se colocaron 5 ml de leche (cruda, pasteurizada o polvo reconstituida) en un tubo de centrifuga de
polipropileno de 50 ml. En este momento se contamind con la concentraciéon de trabajo preparada
previamente para cada droga; se cerr6 el tubo y se esperaron al menos 30 min., permitiendo que la
droga se impregnara en la leche. Se agregaron 25 ml de la solucién de extraccion, se agité durante 15 s
y se agregaron 4 g de sulfato de sodio. Se agité por 15 s y se centrifugé a 3000 rpm por 5 min; el
sobrenadante se pas6 a otro tubo de centrifuga de polipropileno de 50 ml. Al sedimento anterior se
agregaron nuevamente 25 ml de solucién de extraccién, se agité hasta dispersar y se centrifugé a 3000
rom por 5 min. Ambos sobrenadantes se juntaron y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min,
traspasando el nuevo sobrenadante a un matraz Erlenmeyer de 50 ml. En este trabajo, las muestras no
se pasaron por columnas de extraccion en fase sdélida como sefiala Roybal y col. (1997). Nuestra
modificacion fue que el sobrenadante final se llevé directamente a sequedad bajo un flujo de nitrégeno
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se filtr6é a un vial de HPLC para el andlisis cromatografico.

VALIDACION DEL ENSAYO. Para la validacion del ensayo se siguieron las recomendaciones entregadas
por el Codex Alimentarius (1995), Food and Drug Administration (1997) y Servicio Agricola Ganadero
del Ministerio de Agricultura, Chile (SAG, 1999), para lo cual se definieron los siguientes aspectos:

Especificidad: Debido a que el método debe ser capaz de discriminar entre las impurezas propias de la
leche y los analitos de interés, primero se analizaron las drogas puras a una concentracion de 10ng/mil,
con el fin de definir sus tiempos de retencion. Luego se analizaron 20 muestras diferentes de leche
cruda libre de antimicrobianos, 5 de leche pasteurizada y 5 de leche en polvo reconstituida.

Una vez definido si existian impurezas en las diferentes muestras de leche, que pudieran interferir con
los analitos en estudio, se confirmd la especificidad del método fortificando las diferentes leches con
enrofloxacina y ciprofloxacina simultaneamente.

Limite de deteccién (L.D.) y cuantificacion (L.C.): Ya que en las muestras de leche sin antimicrobiano, no
existian interferencias en los tiempos de retencion de enrofloxacina y ciprofloxacina, el L.D. se
determiné como la menor sefial detectable y el L.C. como la menor sefial cuantificable, para lo cual el
c.v. no debe ser superior al 5% en inyecciones manuales (SAG, 1999).

Linealidad de los analitos en estudio: Se definieron 6 concentraciones de trabajo para enrofloxacina y
ciprofloxacina; estas fueron: 2,5; 5, 10, 20, 40, y 50, ng/ml; cada una se inyectd por triplicado. Para
cada concentracion se definio el promedio de las areas cromatogréaficas, su desviacion estandar y
coeficiente de variacion (c.v.).

Linealidad de las muestras fortificadas: Para analizar la respuesta de los analitos en las diferentes
leches, estas se fortificaron con las siguientes concentraciones: 5, 10, 20, 40, 50, ng/ml de leche; cada
concentracién se inyectd por triplicado. Para cada concentracion se calculé el promedio de las areas
cromatograficas, su desviacion estandar y c.v. El promedio de los c.v. sefiala la variabilidad interensayo,
también denominado intradia.

Ademas, con el promedio de las areas cromatograficas se realiz6 un Andalisis de Regresion Lineal
determinando la pendiente, interseccién del eje y, coeficiente de correlacion.

Recuperacion: Para cada matriz en estudio se seleccionaron tres concentraciones (10, 20, y 40, ng/ml).
Estas se analizaron en triplicado y en dias diferentes (variabilidad interdia).

Para el calculo de la recuperacion se utilizé la siguiente formula:

R= Co x 100
Cr

Donde:

Co : concentraciéon en la muestra fortificada. Se obtiene al transformar el area cromatografica de la
muestra fortificada a concentracion, a partir de la ecuacion resultante del andlisis de regresion lineal.
Cr : concentracion real de fortificacion

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar las drogas puras, la minima concentracion detectada fue de 5 ng/ml para enrofloxacina y
ciprofloxacina. El andlisis de regresion lineal de las diferentes concentraciones mostré una correlacion
mayor a 0, 99. En la figura 1 se muestra el cromatograma con los estandares puros a una concentracion
de 10 ng/ml, con tiempos de retencion de 4,28 y 5,55 min. para ciprofloxacina y enrofloxacina,
respectivamente.
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Figura 1. Cromatogramas de ciprofloxacina (A) y enrofloxacina (B) a una concentracion de 10 ng/ml
Chromatograms of ciprofloxacine (A) and enrofloxacine (B) al 10 ng/ml

Para definir la especificidad del método se analizaron las diferentes matrices de leche libre de
antimicrobianos. Los cromatogramas se presentan en la figura 2, en la cual se puede observar que no
existen interferencias en los tiempos de retencion de las drogas analizadas. La especificidad fue
confirmada al fortificar las diferentes leches con 20 ng/ml de ciprofloxacina y enrofloxacina
simultdneamente. En la_figura 3 se muestra el cromatograma de leche cruda fortificada con ambas
drogas. Nuestros resultados coinciden con los descritos por Kaartinen y col. (1995) y Roybal y col.
(1997), quienes también trabajaron con estos analitos en leche. Asi también, trabajos realizados en
otros tejidos o fluidos bioldgicos (plasma, orina, bilis, heces, miel), demostraron una especificidad
similar al presente trabajo (Weber y col., 1985; Garcia y col., 1999).
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Figura 2. Cromatogramas de las diferentes matrices de leche control. A: Leche en polvo.
B: Leche pasteurizada. C: Leche cruda.

Chromatograms ofdifferent control milk matrices. A: Powder milk. B: Pasteurized milk.
C: Raw milk
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Figura 3. Cromatograma de laleche cruda fortificada con 20 ng/ml de ciprofloxacina y
enrofloxacina.

Chromatograms of fortified raw milk fortified with ciprofloxacine and enrofloxacine at
20ng/ml.

Jm

En relacion a las metodologias analiticas para monitorear residuos de enrofloxacina y su metabolito
ciprofloxacina en leche, es importante sefialar que ensayos publicados (Roybal y col., 1997), aplican
solventes organicos para la extraccion de grasa y un paso de clean-up con columnas de extraccion en
fase solida C-18 SPE para purificar la fase acuosa. Si bien es cierto, con estas condiciones los extractos
no presentan impurezas que puedan interferir con las drogas y la sensibilidad es bastante buena
(5ng/ml), los costos quimicos son bastante altos, sumandose a esto la lentitud de los analisis.

En este trabajo, no utilizamos el paso por la columna, llevando la fase acuosa obtenida de los sistemas
de extraccion directamente a sequedad. Luego se reconstituyd, sonicé y centrifugd, obteniéndose un
sobrenadante que se inyecté directamente a la columna analitica, previo filtrado de esta. Con estas
condiciones, tal como se sefialé6 anteriormente, la especificidad del método fue bastante buena, ya que
en las diferentes matrices estudiadas hubo una adecuada separacion de los analitos en estudio, sin
afectar el limite de cuantificacion, ya que al igual que otros trabajos publicados este fue de 5 ng/ml para
ambos analitos.

Dentro de los parametros importantes a considerar en la validacion de una metodologia analitica, esta
el Limite de Deteccion (L.D.), Limite de Cuantificacion (L.C.), variabilidad intradia e interdia y la
linealidad de las concentraciones analizadas en las matrices fortificadas; este ultimo, permite ademas
definir si el método en estudio puede ser cuantitativo.

Debido a que las matrices analizadas no mostraron interferencia en los tiempos de retencion de los
analitos en estudio, el L.D. se definié en 5 ng/ml, ya que a esta concentracion se obtuvo la menor sefal
visible en los cromatogramas. Ademas, como el c.v. de esta concentracidon, para ambos analitos
analizados en las diferentes matrices de leche, no superé6 el 5% (cuadro 1 y 2), estando este dentro de
los rangos permitidos por el SAG (1999), el L.C. también se definié en 5 ng/ml.

Cuadro 1. Promedio de las areas cromatograficas (a.c.) para las diferentes concentraciones de
enrofloxacina

0000000analizada en las matrices de leche

0000000High Perfomance Liquid Chromatography enrofloxacine concentrations in fortified powder,
0000000pasteurized and raw milk.
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Leche enpolvo Leche pastearizada " Lechecruda
n=3 n=3 n=3
Concentracién | _(a.c) - CV.] _lac) _ C.v, @) | . Tcw.
(ng/ml) ;
3 449113 | 23454 [ 49 | so02857 8542 1.7 369976 | 82w | 22 |
10 744679 | 18679 | 2.5 | 728241 6578 43 653441 539] 4,5
20 123839 | 53520 | 43 | 1455848 41872 29 1394651 179 2.1
10 2600728 | o305 | 44 | 2723212 TOU10 2.0 743337 Bi% A1
50 3485516 | 22742 | 438 [ 3342404 87515 26 3610645 26404 4.8
Variabilidad “|Fromedic 4,18 T | Promedo = 2.8 | Promedio 3,34
interensayo DesvEst. 097 |_Desvest, 093 | |_Desv.Ba. 126 |

La variabilidad intradia para enrofloxacina y ciprofloxacina en las diferentes matrices de leche,
expresada por el c.v. para cada concentracion, esta dentro de los rangos aceptables en la validacion de
una metodologia analitica, como se observa en las cuadros 1 y 2. Estos resultados eran esperables, ya
que el laboratorio cuenta con un programa de aseguramiento de calidad que asegura la repetitibidad de
los resultados.

Cuadro 2. Promedio de las areas cromatograficas (a.c.) para las diferentes concentraciones de
ciprofloxacina

0000000analizadas en las matrices de leche.

0000000High Perfomance Liquid Chromatography ciprofloxacine concentrations in fortified powder,
0000000pasteurized and raw milk.

Leche en polvo Leche pasteurizada Leche cruda
n=3 n=3 n=3

Concentracitn (ng/ml) _AC.) - CV. | _{ac) _ C.v. _(ae) - C.v.
5 160902 9153 | 47 | 2895%9 | 6193 21 1541257 4265 28

10 325901 309 52 333776 8265 25 393116 24159 41

20 598497 20521 34 647251 12112 19 655644 11995 18

40 1312897 BI04 47 1160461 16808 1.6 1123771 53830 48

50 1674929 158420 45 14(6769 25987 18 1479233 01205.91 46
Variabilidad Promedio 4.5 | Promedioc 198 | | Promedio | 3.62
interensayo DesvEst. 0,66 DesvEst 0732 Desv.Est 128

Al realizar el analisis de regresion lineal con las concentraciones de trabajo en las diferentes muestras
de leche fortificadas, estas mostraron una correlacion mayor a 0.99 con un p< 0,05, (cuadro 3),
sefialando que el método, ademas de identificar, permite cuantificar enrofloxacina y ciprofloxacina en
muestras problemas.

Ciiadro 2 Informacian de 1a rearecidn lineal (v=bh*4+m**x) v coeaficientes de correlacion (r2) de lac
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00000000Lineal regresion information (y=b*+m**x) and coefficients of correlation (r2) of the different

00000000concentrations of enrofloxacine and ciprofloxacine in the different milk matrixes.

Enrofloxacina Ciproflmacinag
Tipo Matriz "Ecuacion r Ecuacion r
L eche en polvo y=34671 + 67468x 0.997 y=-26501 + 33645x 0999
Leche pasteurizada y=20722 + 1399x 0.997 y=125434 + 25678 0999
Leche cruda y=-33007 + 71505x 0.9% | y=68249 +27718x 0991
*= intersecdon eje y
**=pendiente

Los porcentajes de recuperacion para ambos analitos se generaron a partir de tres dias de analisis, con
el fin de ver, ademas, la variabilidad interdia; en el dia uno se analizaron 10 ng/ml, el dia dos 20 ng/ml
y el dia tres 40 ng/ml; todas las concentraciones se analizaron por triplicado.

Los porcentajes de recuperacion, calculados para cada concentracion en las diferentes matrices se
pueden observar en la cuadro 4. Dependiendo de la concentracion analizada estos varian entre 82,9 a
105,1% para enrofloxacina y entre 92,8 a 115,0% para ciprofloxacina. Al respecto, el SAG (1999),
sefiala que los porcentajes de recuperaciéon deben fluctuar en rangos de 60 al 115% para las
concentraciones analizadas en este estudio. Por otro lado, el Codex Alimentarius (1995) sefiala que

cuando el LMR de un analito es inferior a 10 ppb, la recuperacion recomendada como aceptable debe
estar entre el 60 y el 120 por ciento.

Cuadro 4. Porcentajes de recuperacion de enrofloxacina y ciprofloxacina en las diferentes matrices de
00000000leche.

00000000Recovery percentages of enrofloxacine and ciprofloxacine according to different milk matrixes

Enrofloxacina Ciprofloxacina
Matriz de leche Matriz de leche
Palvo Pasteurizada | Cruda | Polvo Pasteurizada Cruda
Concentracién | (n=3) (n=3) (n=3) | (n=3) (n=3) (n=3)
(ng/ml)
10 1021 88,6 08.8 1046 928 1150
20 891 101 4 829 928 1051 1027
40 1013 1004 1051 99,6 1006 1002
_ 97,5 96,8 956 99,0 99,5 1059
D.S. 728 7,11 114 592 6,22 7,92
C.V.(%) 747 7.35 11,96 598 6,25 7.47

Es importante sefialar que el porcentaje de recuperacion, ademas de indicar que los sistemas de
extraccion y limpieza utilizados en la metodologia, permiten recuperar el analito dentro de rangos

aceptables, es un pardmetro necesario para calcular la concentracion de un analito en una muestra
problema.

De acuerdo a las normas del S.A.G. de Chile (1999), las cuales siguen los criterios del Codex
Alimentarius (1995), un laboratorio analitico que trabaja bajo un programa de aseguramiento de
calidad, previo al analisis de las muestras problemas, siempre debe calcular la recuperacién diaria de su
metodologia analitica . Para esto debe definir gue concentracion de las utilizadas en la validaciéon del
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definido el porcentaje de recuperacion del dia de analisis y, considerando, ademas, el porcentaje de
recuperacion de la C.T. definida, se puede calcular la concentracion de una muestra problema.
Siguiendo fundamentalmente este criterio, en este trabajo, se calculé la recuperacion para cada
concentracion analizada.

Por otro lado, la precisiéon del método, es decir, el grado de coincidencia de nuestros resultados al
realizar los andlisis en diferentes dias, expresada por el c.v., estd dentro de los valores recomendados.
Al respecto, el Codex Alimentarius (1995) sefiala que el c.v. dentro del laboratorio debe ser menor o
igual al 20 por ciento cuando se trabaja con concentraciones del analito entre 10 y 100 ppb. En el
cuadro 4 se puede observar que los c.v. obtenidos en las diferentes matrices de leche fueron menores al
12%.

De acuerdo a las pautas de validacion recomendadas por el S.A.G. o instituciones internacionales, en los
métodos analiticos multiresiduales validados por un laboratorio no es necesario utilizar un estandar
interno, criterio que se adopté en este trabajo, ya que ademas, este método podria ser utilizado para la
deteccion de otro antimicrobiano del grupo de las quinolonas, como por ejemplo danofloxacina.

Dado que el método desarrollado en este trabajo demostré6 una buena sensibilidad, correlacién,
recuperacion, precision y el limite de cuantificacion fue menor a 10 ppb, MRL estipulado por el Center
for Veterinary Medicinal Products de la Unién Europea (1998) y W. Health O. (1995) para enrofloxacina
y su metabotito (ciprofloxacina), pensamos que este podria ser una buena alternativa para el monitoreo
de estos metabolitos en diferentes matrices de leche bovina.

Por otro lado, a lo anteriormente sefialado, se puede agregar que este método utiliza un sistema de
extraccion simplificado comparado con métodos previamente publicados (Roybal y col., 1997), siendo
los costos de los agentes quimicos bastante reducidos, principalmente porque no se realiza un clean-up
con columnas de extraccion en fase sdlida. Esta caracteristica reduce el tiempo de los andlisis (3
muestras por hora), siendo esto importante cuando se debe realizar un gran nimero de muestras en un
plazo fijo o breve, ya que reduce al minimo la posibilidad de errores analiticos, tal como la sefala el
Codex Alimentarius (1995).

CONCLUSIONES

Este estudio demostré que concentraciones de 5 ng/ml de enrofloxacina y su metabolito, ciprofloxacina,
pueden ser detectadas en leche bovina en polvo, pasteurizada y cruda, después de que las muestras
hayan sido sometidas a procesos de extraccion muy simples y de bajo costo, obteniéndose ademas una
buena sensibilidad, correlacién, recuperacién, precision y limite de cuantificacion con la metodologia
analitica ensayada en este trabajo.

RESUMEN

Se presenta un método rapido por cromatografia liquida de alta resolucién, con deteccion de
fluorescencia, para la deteccidon de residuos de enrofloxacina y ciprofloxacina en leche bovina (polvo,
pasteurizada y cruda). El procedimiento consistid en sucesivas extracciones de la leche con etanol
acidificado, concentrando por sequedad y reconstituyendo para el analisis cromatografico. Los analisis se
desarrollaron usando una fase mavil de acetonitrilo-acido acético al 2% en una relacion de 15:85 y una
columna de dimetiloctadecil silica. La deteccion se realizé con longitudes de onda de excitacion y
emision de 278 y 450 nm, respectivamente. El limite de detecciéon y cuantificacion fue de 5 ng/ml para
enrofloxacina y ciprofloxacina. Ambos analitos presentaron un comportamiento lineal al analizar las
diferentes concentraciones de los estandares puros y matrices fortificadas; los coeficientes de
correlacion fueron superiores a 0,99. Los porcentajes de recuperacion para ambos analitos en las
diferentes matrices fluctuaron entre 82,9 y 115%.
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