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Resumen: La ciprofloxacina es un antibidtico del grupo de las fluoroquinolonas utilizadas en medicina humana y
veterinaria. Este compuesto posee unas caracteristicas que hacen que la resistencia de las bacterias a las mismas
sea reducida, sin embargo, el amplio uso que ello se utiliza en veterinaria puede propiciar que los residuos de los
mismos se incorporen en la cadena alimentaria. Por estas razones, el uso de la mayoria de los antibidticos esta
regulado por diferentes organismos tanto nacionales como internacionales. En este trabajo de investigacion se
ha desarrollado y validado una metodologia analitica para la determinacion y cuantificacion de este antibidtico
en huevos de gallina que son comercializados en la Gran Asuncion. Se ha utilizado la cromatografia de liquidos
de alta resolucion HPLC- FLD, previamente extraccion del analito a partir de la técnica de extraccion liquido
— liquido. Como columna cromatografica se utiliz6 Zorbax C18 (250 mm x 4.5cmm X 5 pm) a una tempera-
tura de 30°C. La deteccion se realizo con fluorescencia a longitudes de onda de 294 nm (excitacion) 500 nm
(emisioén), empleando una fase movil de Acetonitrilo:Agua acido citrico 50 mM, trietilamina pH 4 (10:90) en
modo isocratico. El método analitico ha demostrado ser altamente sensible, con limite de deteccion inferior a
0,18 pg.g"'. Los resultados comprueban la presencia de este contaminante a concentraciones entre 40.34 y 46.09
png/Huevo. Los datos obtenidos serviran para sentar un precedente y generar datos de informacion cientifica y
estadisticamente validadas, que podra ser ttil para dar a conocer a la comunidad cientifica.

Palabras clave: Ciprofloxacina, Huevos, Cromatografia de liquido de alta resolucion HPLC-DAD.

Abstract: Ciprofloxacin is a fluoroquinolone antibiotic used in human and veterinary medicine. This compound
has some characteristics that make the resistance of the bacteria to them is reduced, however, the wide use that
it is used in veterinary medicine can lead to their residues being incorporated into the food chain. For these
reasons, the use of most antibiotics is regulated by different national and international organizations. In this
research work, an analytical methodology for the determination and quantification of this antibiotic in chicken
eggs that are marketed in Greater Asuncion has been developed and validated. HPLC-FLD high resolution liquid
chromatography has been used, previously extracting the analyte from the liquid-liquid extraction technique.
As a chromatographic column, Zorbax C18 (250 mm x 4.5 cm x 5 pum) was taken out at a temperature of 30°C.
Detection was performed with fluorescence at wavelengths of 294 nm (excitation) 500 nm (emission), using a
mobile phase of Acetonitrile: Water 50 mM citric acid, triethylamine pH 4 (10:90) in isocratic mode. The analytical
method has proven to be highly sensitive, with a detection limit of less than 0.18 pg.g"'. The results prove the
presence of this contaminant at concentrations between 40.34 and 46.09 pg/Egg. The data obtained will serve
to sit down without precedent and generate scientific and statistically validated information data, which may be
useful to inform the scientific community.

Key words: Ciprofioxacin, Eggs, HPLC-DAD High Performance Liquid Chromatography.
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Introduccion

Los peligros para la salud humana originados por
los productos alimentarios pueden derivar de las
materias primas utilizadas, de la manipulacion y
de todas las fases de elaboracion, transporte, alma-
cenamiento y venta de los alimentos (Botsoglou
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& Fletouris, 2001; Fajardo et al., 2011). Entre
los principales peligros figuran la contaminacion
microbiana, los aditivos alimenticios, los contami-
nantes ambientales y los residuos de plaguicidas y
de medicamentos de uso veterinario (Montalvo et
al.,2004; Takeda & Akiyama, 1991). Los residuos
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de antibidticos en alimentos de origen animal pu-
eden provocar reacciones alérgicas en individuos
hipersensibles, pero, sobre todo, la administracion
de bajos niveles de antibidticos puede dar lugar a
bacterias resistentes, que pueden llegar al ser hu-
mano a través de dichos alimentos (Cancho ef al.,
2000; Garcia et al., 2005). Por todas estas razones
los organismos encargados de la vigilancia de la
salud publica, en muchos paises, han desarrollado
normativas de control de los Limites Maximos de
Residuos (LMR) en tejidos animales destinados
al consumo humano. El LMR representa aquella
concentracion permitida de un principio activo
en alimentos de origen animal (musculo, higado,
rifion, grasa, leche, huevo, etc.) que al ser ingerida
por el ser humano no constituye ningin riesgo para
su salud (Alm El Dein & Elhearon, 2010; Farré &
Barceld, 2012).

La contaminacion, de los alimentos de consumo
humano, se venia produciendo de manera natural,
pero con la necesidad de las nuevas practicas y
de nuevos procedimientos industriales, han ido
apareciendo nuevos tipos de contaminacion, la
seguridad de los alimentos que consumimos se
ha convertido en una prioridad fundamental tanto
para los consumidores como para las industrias
productoras, esta atencion denota la cobertura de
las necesidades alimentarias de la poblacion con
productos de valor nutricional adecuado y en un
rango de costes asumible (Montalvo et al., 2004;
Mottier et al., 2003).

El uso de los antibidticos en veterinaria para el
tratamiento de enfermedades en el ganado y sector
avicola destinado al consumo humano, asi como su
utilizacion como aditivos en granjas industriales,
han dado como resultado que deba considerarse su
presencia potencial en alimentos de origen animal,
cuando se utilizan de forma fraudulenta, indiscrimi-
nada y abusiva, existe la posibilidad de que residuos
de dichos compuestos persistan en el alimento y
pasen a la cadena de alimentacion humana (Yorke
& Froc, 2000; Verdon et al., 2005). Pero como
ocurre en medicina humana, los antibidticos son
empleados en veterinaria con la finalidad no sélo
de curar (terapéutica), sino también de prevenir

enfermedades (Stolker & Brinkman, 2005; Balizs &
Hewitt, 2003). Ademas, en el caso de la veterinaria,
los antibidticos son empleados como promotores
del crecimiento, asi como en horticultura y en
agricultura. Los antibioticos pueden mejorar los
rendimientos de la explotacion ganadera, al incre-
mentar la ganancia de peso y el indice de conversion
de los alimentos, que van desde un 3-5% en pollos,
un 4-5% en cerdos y terneros, hasta mas de un 10%
en vacuno de carne (Yoshida et al., 2009; Butaye
etal.,2003).

Unos de los antibidticos utilizado de uso vet-
erinario y en seres humano es la Ciprofloxacina
(Gorla et al., 1997; Nadezhda et al., 2012). Este
compuesto pertenece a la clase de antibidtico lla-
mada fluoroquinolona de la segunda generacion y
posee un amplio espectro de accion, segun el nivel
de actividad se lo utiliza para tratar o prevenir
determinadas infecciones bacterianas. Su nombre
quimico es 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-
4-ox0-7-(1-piperazinil)-3-quinolinocarboxilico-
clorhidrato (Griggs et al., 2005; Macarov et al.,
2012). Tiene la siguiente estructura quimica que
vemos en la Figura 1.

Su féormula molecular es CH FN,O,.HCI,
posee un peso molecular de 367.82 g/mol (Gorla et
al., 1997; Griggs et al., 2005). La Ciprofloxacina en
su estado puro es un polvo de color amarillo palido,
ligeramente higroscopico y cristalino; soluble en
agua y muy ligeramente en alcohol deshidratado,
ligeramente soluble en metanol, es practicamente
insoluble en acetona, diclorometano y en acetato
de etilo. En una solucion de 2.5 % en agua tiene
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Figura 1. Estructura quimica de la Ciprofloxacina Clorhidrato.
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un pH de 3.5 a 4.5 (Griggs et al., 2005; Sorensen et
al., 1999). En las aves, pollos de engorde y pavos,
actua contra enfermedades causadas por microor-
ganismos Gram positivos, Gram negativos y My-
coplasmas susceptibles a la Ciprofloxacina como
neumonia e infecciones gastrointestinales (Gharieb
& Atti, 2011; Kowalski, 2008). En este trabajo de
investigacion se ha desarrollado y validado una
metodologia analitica para la determinacion y cuan-
tificacion de la Ciprofloxacina en huevos de gallinas
que son comercializados en la zona metropolitana
de Asuncion utilizando para ello la cromatografia
de liquido de alta resolucion HPLC y la extraccion
liquido-liquido para extraer el analito de la matriz.

Materiales y métodos
Productos quimicos y reactivos

Para los ensayos correspondientes se han utilizado
reactivos de grado analitico. El patron de Cipro-
floxacina fue suministrado por la casa comercial
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). La solucion madre
del analito fue preparada una sola vez a una con-
centracion de 500 pg. mL'y fue almacenado a -20
°C en una botella de vidrio oscuro. El acetonitrilo
que se utilizo para la preparacion de la fase movil
y la extraccion del analito fue de grado cromato-
grafico de la marca J.T. Baker (CAS N° 75-05-8),
el agua destilada utilizada fue obtenida del equipo
(QUIMIS, Brasil) y posteriormente purificada en un
equipo Barnstead ™ MicroPure ™. La Trietilami-
na de la marca Fluka (CAS: 121-44-8), el acetato
amonico (CAS 631-61-8) de la Marca Merck , el
acido fosforico (CAS: 7664-38-2) Merck de 85%
de pureza, acido acético de la marca Merck (CAS
64-19-7).

Instrumentacion y software

Para la extraccion de la Ciprofloxacina de la matriz
estudiada se utiliz6 una la técnica de extraccion
liquido-liquido, también conocida como extraccion
con solventes o extraccion con disolventes, para ello
se utilizo una variedad de materiales de vidrieria
como vasos de precipitados, embudos, varilla de
vidrio entre otros. Un vortex marca LW Scientific y
una centrifuga de mesa de la marca Presvac DCS-16

RV. Para la deteccion y cuantificacion del analito se
utilizé un cromatografo liquido de alta resolucion
HPLC — FLD. La deteccion se realiz6 con fluores-
cencia a longitudes de onda de 294 nm (excitacion)
500 nm (emision). La separacion cromatografica del
analito en estudio se obtuvo utilizando una columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 mm x 150 mm,;
5 pum). El manejo del instrumento, la deteccion
de los picos y la integracion de los mismos se
llevaron a cabo utilizando el software LCsolution.
exe (version 1.0). Se utilizé una balanza analitica
RADWAG (modelo 310.R2) made in Polan (EU)
para realizar el peso del estandar, reactivos y las
muestras. Se utilizé un software Statgraphics Plus
version 5.0 (Manugistics, Rockville, MD, EE. UU.,
2000) para el tratamiento estadistico de los datos.
Paquetes Microsoft® Office: Word®, Excel® y
PowerPoint® 2010.

Toma y Preparacion de las Muestras

La técnica de muestreo utilizada fue el no pro-
babilistico del tipo conveniencia. Los huevos de
gallinas fueron muestreados de supermercados
que se encuentran en el drea metropolitana de
Asuncion, se adquirieron tres diferentes marcas
comerciales y huevos de procedencia casera que
se utiliz6 como blanco. Cada muestra cont6 con 6
huevos que fueron tratadas. Primeramente, se de-
termino la cantidad del contenido por cada huevo
y el promedio total por marca, luego se realiz6 un
pull de cada marca agregando las yemas y las claras
en un recipiente. Una vez determinada el contenido
de cada huevo, el promedio y el pull de todas las
marcas, se traspasé en tubos Falcon (Fig. 2), se
identificaron las marcas y fueron guardadas en el
refrigerador a una temperatura de 4°C para evitar
su descomposicion hasta el momento de su analisis.

La técnica de extraccion utilizada fue la de
liquido-liquido. Se pesdé 1 gramo de cada pull de
las marcas de huevos estudiadas, todas por tripli-
cado. A cada muestra de le adicion6 4 mL de una
solucion de acido acético/etanol absoluto, en una
proporcion 1:99 y fueron agitadas durante 5 minutos
en un vortex. Posteriormente se le agregd 500 pL
de ACN y se agitaron otros 5 minutos. El extracto
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Figura 2. Muestras preparadas para la extraccion liquido-liquido.

fue centrifugado durante 20 minutos a 3220 g el
sobrenadante fue filtrado por filtro minisart de 0,45
um y traspasadas a un vial de vidrio de HPLC para
su posterior lectura cromatogréafica.

Preparacion de las muestras patrones

Primeramente, se prepar6 una disolucion patron de
Ciprofloxacina a partir de 50 mg que se disolvieron
en un matraz de 100 mL (500 pg/mL) con fase
movil, seguidamente se traspasaron 10 mL a un
matraz de 100 mL (50 pg/mL) a partir de esta ultima
disolucion patrén se prepararon 6 disoluciones mas
diluidas de concentraciones 1,2,4, 6 y 8 pg/mL (3
réplicas por cada nivel):

» 2 mL de solucion patréon de Ciprofloxacina
de 50 ug/mL en 100 mL con fase moévil (1
ug/mL).

* 4 mL de solucion patron de Ciprofloxacina
de 50 pg/mL en 100 mL con fase moévil (2
pug/mL).

* 4 mL de solucion patron de Ciprofloxacina
de 50 pg/mL en 50 mL con fase movil (4
pug/mL).

* 6 mL de solucion patron de Ciprofloxacina
de 50 pg/mL en 50 mL con fase movil (6
pg/mL).

* 8 mL de solucién patron de Ciprofloxacina
de 50 pg/mL en 50 mL con fase mévil (8
pug/mkL).

Optimizacion de las condiciones cromatograficas
HPLC

Para la optimizacién del método cromatografico
del HPLC se emple6 una disolucion de la Cipro-

floxacina en fase movil a una concentracion de 6
pg/mL. En primer lugar, se fijo la deteccion del
analito en el equipo que fue del tipo fluorescencia
a unas longitudes de onda de excitacion de 294
nm y de emision 500 nm. En el desarrollo de la
metodologia propuesta se empled la cromatografia
en fase reversa (fase estacionaria menos polar que
la fase movil). Se selecciond una columna con re-
lleno ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 mm x 150
mm; 5 pm) de dimensiones y tamafio de particula;
todo ello de acuerdo a la afinidad, la muy buena
resolucion y las caracteristicas fisicoquimicas del
analito con la misma.

Se ensayaron las principales variables que
afectan a la separacion cromatografico y a la in-
tensidad de la sefial, se evaluaron diferentes fases
moviles de acuerdo a la naturaleza del analito, se
ensayaron mezclas de acetonitrilo y una solucion
acuosa ajustada a pH 4 con acido citrico 50 mM
y trietilamina, las diferentes proporciones ensaya-
das fueron (50:50), (30:70) y (10:90). También se
evaluo el efecto del caudal, la temperatura de la
columna y volimenes de inyeccion en la deteccion
de la Ciprofloxacina. Se ensayaron velocidades de
flujo isocratico desde 1 a 2,5 mL.min'; las tempe-
raturas de la columna de 30 °C a 50 °C. Finalmente
se evalud el volumen de inyeccion desde 5 a 30 pL.

Validacion del método analitico

Para la validacion del método analitico propuesto
en este trabajo de investigacion se siguieron las
recomendaciones de la “Guia de validacion para
métodos bioanaliticos” propuesta por la FDA. Los
parametros de validacion que fueron evaluados
a partir del calibrado son: linealidad, limites de
deteccion y cuantificacion, rango dinamico lineal,
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sensibilidad analitica y exactitud del método ex-
presada en términos de precision y veracidad (USP
29, 2005).

Los requisitos de la validacion del método ana-
litico se establecieron de la siguiente manera: (a)
Linealidad, el coeficiente de determinacion (R?)
debe ser igual o mayor que 0,999 y la desviacion
residual maxima debe ser menor al 25%. (b) La pre-
cision, expresada como desviacion estandar relativa
DER (precision entre dias) debe ser < 30%. (c), la
veracidad, expresada como recuperacion media,
debe estar en el rango 70 a 120%. (d) El limite de
cuantificacion (LC) debe cumplir con los requisitos
(b) y (c). Estos requisitos se ajustan a la Decision
2002/657 / CE de la Comisioén de la Comunidad
Europea (Benitez-Villalba et al., 2013).

La calidad, confiabilidad y consistencia de un
método analitico validado se determina en base
a la sensibilidad, linealidad, limite de deteccion
(LD), limite de cuantificacion (LC), exactitud y
precision del analito estudiado. Para ello se han
preparado 5 disoluciones estandar partiendo de la
solucion madre de concentracion de 500 pg/mL
para obtener otras disoluciones de concentraciones
del-2-4-6-8y 10 pg/mL utilizando como
disolvente la fase movil detallado su preparacion
en el item Preparacion de las muestras patrones.
Cada parametro de validacion se define como si-
gue: linealidad que es la capacidad de un método
analitico de obtener resultados proporcionales a
la concentracion del o los analitos en una muestra
dentro de un intervalo determinado; limite de
deteccion LD es la cantidad mas baja del analito
en una muestra que puede ser detectada por una
unica medicion, con un nivel de confianza deter-
minado, pero no necesariamente cuantificada con
un valor exacto; limite de cuantificacion LC es
la cantidad mas baja de un analito en una muestra
que puede ser cuantitativamente determinada con
exactitud aceptable; Rango Dinamico Lineal
(RDL) es la que se establece como el intervalo de
concentraciones que comprenden entre el limite de
cuantificacion de los métodos y el limite superior
del intervalo de concentraciones en el que se ha
aplicado al método analitico (IUPAC 1978); la

sensibilidad analitica de un método analitico o
sensibilidad de la calibraciéon mide la relacion
entre la sefial instrumental y la concentracion del
analito, y viene dada por la pendiente de la recta
de calibracion (Gonzalez et al., 1996); la exacti-
tud es la cercania del acuerdo entre el valor que
se acepta ya sea como un valor verdadero con-
vencional o un valor de referencia aceptado y el
valor encontrado; y la precision es la cercania del
acuerdo entre una serie de mediciones obtenidas
de multiples muestras de una homogénea muestra
en las condiciones prescritas.

Los parametros de validacion fueron calculados
de la siguiente manera: la linealidad se calcul6 a
partir de seis concentraciones de los estandares en
un rango de concentracion de 1 - 10 ug/mL; para
evaluar la linealidad, se construy6 un grafico de
la sefal producida por el analito en funcion de la
concentracion del mismo y la regresion lineal se
calcul6 por el método de los minimos cuadrados.
Calculando el coeficiente de correlacion y el inter-
cepto para la Ciprofloxacina. El limite de deteccion
se determind mediante la formula LD =3.3xSoy
el Limite de cuantificacion se determin6 mediante
la formula LC = 10 x So, donde

SOZSY/X E
b Vn-1

(Sy, = desviacion estandar de la regresion, b = pen-
diente, n = puntos de calibracion (Benitez-Villalba
etal.,2018).

El Rango Dindmico Lineal (RDL) se establecio
entre el limite de cuantificacion del método y el
limite superior del intervalo de concentraciones
en la que fue aplicado al método. La sensibilidad
de un método analitico o sensibilidad de la cali-
bracion se propuso como la sensibilidad analitica
(S, i) que se calcula por el cociente entre la
desviacion estandar de la regresion (Sy/x) y la pen-
diente del calibrado (b), segtn la ecuacion S, ..
= Sy/x/ b (Benitez-Villalba et al., 2021; Mandel &
Stiehler, 1954).

Exactitud del Método, Precision y Veracidad,
para establecer la exactitud del método propuesto,
se ha estudiado la veracidad del mismo en térmi-
nos de recuperacion con muestras dopadas y su
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Fase estacionaria

Fase mévil

Modalidad Isocratica
Flujo 2 mL/min
Volumen de inyeccién 20 pL
Temperatura de la columna 30°C
Deteccion

Zorbax (C18) 250 mm x 4.5 mm x 5 um

Acetonitrilo:Agua acido citrico 50 mM, ajustado a pH 4 con trietilamina (10:90)

Fluorescencia: 294 nm (excitacion) 500 nm (emision)

Tabla 1. Valores 0ptimos de las condiciones cromatograficas.

precision en términos de variabilidad inter e intra-
dia. Para el estudio de exactitud del método en
términos de veracidad se llevo a cabo un estudio
de recuperacion a tres niveles de concentracion (4,
6, 8 ug/mL).

Las muestras fueron analizadas empleando el
procedimiento operatorio descrito a lo largo del
articulo y la concentracion del analito se determino
por interpolacion a la curva de calibrado dentro del
rango dinamico lineal. Los valores de recuperacion
se obtuvieron por comparacion con la cantidad de
analito que fue afiadida a las muestras de huevo
casero (blanco), previamente fueron cuantificada
la Ciprofloxacina realizando todo el procedimiento
de extraccion (Benitez Villalba ef al., 2018). Cada
analito se expresdé como porcentaje y se calculo
mediante la ecuacion: recuperacion (%) = S1 /
(S2 + S3) x 100, donde S1 = cantidad encontrada
(ng/mL) en la muestra enriquecida, S2 = cantidad
presente originalmente en la muestra no enrique-
cida, y S3 = cantidad (pg/mL) de analito agregado
a la muestra.

Para evaluar la exactitud del método en términos
de precision, se estudio la repetibilidad (precision
“intra-dia”) y la reproducibilidad (precision “inter-
dia”) (Benitez Villalba et al., 2013). Para ¢llo, se
realizaron diversas réplicas de los analisis llevados
a cabo en el estudio de veracidad, durante un mismo
dia y durante tres dias consecutivos. Cada muestra
dopada o enriquecida fue extraida y analizada por
triplicado (previamente cuantificada la Cipro-
floxacina), es decir tres réplicas de cada punto en el
mismo dia para evaluar la variabilidad “intra-dia”
y se repitio en tres dias consecutivos para evaluar

la precision, expresada como desviacion estandar
relativa (DER) (Norma ISO 5725 1994; European
Commissio, 2002; Massart et al., 1997).

Resultados y discusion
Condiciones del cromatograficas HPLC

De las condiciones cromatograficas que fueron
optimizadas en el cromatdgrafo de liquidos de alta
resolucion HPLC la fase movil seleccionada fue el
Acetonitrilo : Agua 4cido citrico 50 mM, ajustado
a pH 4 con trietilamina (10:90) por dar una muy
buena sefial analitica; la velocidad de flujo 6ptimo
fue el de 2 mL/min ya que mejoro significativamen-
te la resolucion y la forma del pico, la intensidad
de respuesta y tiempo de retencion; la temperatura
optima de la columna fue 30 °C que mostrd una
muy buena forma del pico mientras que el volumen
de inyeccion optimo fue de 20 pL y la deteccion
fluorescencia fue de 294 nm (excitacion) 500 nm
(emision). Los resultados de los valores optimos
se pueden observar en la Tabla 1 asi como el cro-
matograma obtenido a partir de estas condiciones
optimas en la Fig. 3.

Validacion del método analitico

A continuacion, se detallan los resultados obteni-
dos de la validacion del método analitico para la
determinacion y cuantificacion de la Ciprofloxacina
en muestras de huevos que son comercializados en
centros comerciales de la Gran Asuncion. Se reali-
z6 la extraccion del analito mediante la técnica de
extraccion liquido-liquido; a continuacion, la vali-
dacion del método analitico y seguido la deteccion
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Figura 3. Cromatograma de la Ciprofloxacina con las condiciones dptimas estandar 6 mg/mL.

y cuantificacion de la Ciprofloxacina por la técnica
de cromatografia de liquido de alta resolucion
HPLC. En la Tabla 2 se observan los resultados
de los parametros de calibracion de la técnica
analitica en estudio, donde R? (%) es el coeficiente
de correlacion, n = puntos de calibracidon, b = pen-
diente, S, = desviacion estandar de la pendiente, a =
intercepto, Sa = desviacion estandar del intercepto,

Tabla 2. Parametros de calibracién en la técnica analitica
HPLC.

Linealidad
Ecuacion de la recta Y=27342*X -2772.4
R*(%) 99.95
n 15
b(ng/mL) 27339.4
Sb 845.816
A -2768.450
Sa 171.937
Sy/x 1705.550
%oplof 0.978
LD(ng/mL) 0.180
LC(ng/mL) 0.601
Sensibilidad 0.0624
RDL(pg/mL) 0.601-8

Sy/X = desviacion estandar de la regresion, % plof
= valor P de prueba de falta de ajuste, LD = limite
de deteccion, LC = Limite de cuantificacion, RDL
= rango dindmico lineal (Benitez Villalba et al.,
2013; Mandel & Stiehler, 1954).

Linealidad: Dos aspectos importantes y fun-
damentales se examinaron en esta validacion del
método analitico, el Limite de Deteccion (LD) y
el Limite de Cuantificacion (LC) cuyos resultados
fueron respectivamente de 0.180 pg/mLy 0.601 pg/
mL demostrando en este sentido que en el método
propuesto es altamente sensible y puede ser utili-
zado en la deteccion y cuantificacion del analito en
esta matriz. Se detalla también el Rango Dinamico
Lineal (RDL) del analito en el calibrado que va de
0.601-8 ug/mL. El valor obtenido del Coeficiente
de Correlacion %R? de la curva de calibrado fue
de 99.95 demostrando que existe linealidad en los
intervalos estudiados; ademas la sensibilidad del
método analitico o sensibilidad de la calibracion
que se ha medido mediante la relacion entre sefial
instrumental y la concentracion del analito del rango
lineal que viene dada por la pendiente de la recta
de calibrado fue de 0.0624 ug/mL. En la Figura 4
se observa el grafico de la curva de calibrado de la
Ciprofloxacina.

Exactitud del Método Analitico: se realizd el
estudio de recuperacion de la técnica analitica de
extraccion mediante la fortificacion de una disolu-
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Figura 4. Curva de calibrado de la Ciprofloxacina por HPLC.

cion patron a las muestras de huevo casero (que pre-
viamente analizada no contiene la Ciprofloxacina)
a tres niveles de concentracion diferentes 4 — 6y 8
ug/mL (por triplicado). Los calculos se realizaron
de acuerdo a la metodologia que esta descrito en
el item de validacion del método analitico. En las
Tablas 3 y 4 se muestran los valores de recuperacion
obtenido en esta técnica.

Se logré obtener recuperaciones inter e intra dia
entre 81% y 85% para la Ciprofloxacina en esta ma-
triz lo que nos lleva a deducir que el procedimiento
de extraccion es eficiente y el método veraz. Por
otro lado, el valor obtenido en esta técnica analitica
la DER fue menor al 2%. Este dato se encuentra
dentro de los limites aceptables para cumplir los
requisitos establecidos en la guia de validacion em-

pleada, segtin la cual se considera aceptable valores
iguales o inferiores al 15% en general y al 20 % en la
zona proxima al limite de deteccion del método, por
lo que se puede concluir que el método propuesto
de la técnica de extraccion liquido - liquido cumple
con los requisitos de precision (Cuadros Rodriguez
etal.,1993). Se trata por tanto de un método veraz,
preciso y por tanto exacto.

Aplicacion del método analitico

Al finalizar el desarrollo y la validacion del método
analitico se procedio a determinar y cuantificar el
contenido de la Ciprofloxacina en las muestras
de huevos que fueron procesadas de acuerdo a la
preparacion de las muestras utilizando la curva de
calibrado descrito en la metodologia. Los resulta-

Tabla 3. Ensayos de recuperacion para la determinacion de la exactitud en términos de veracidad del método utilizando la

técnica de extraccion liquido-liquido.

Ensayo Intra - dia

Analito Du(;/):gf) Ol;sge/t;;;do DE Recu[:;:acién D;:(,R n

4 3.39 0.0304 84.75 0.1471 3

Ciprofloxacina 6 4.99 0.0658 83.21 0.0574 | 3
8 6.67 0.0075 83.33 0.0357 |3
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Tabla 4. Ensayos de recuperacion para la determinacion de la exactitud en términos de precision del método utilizando la técnica

de extraccion liquido-liquido.

Ensayo Inter - dia

Analito L);[::I(fg Oﬁ;ﬁ;\gﬁio DE Recup;:aci(m DOIZR n

4 3.2552 1.1279 81.38 0.0371 3

Ciprofloxacina 6 4.9591 1.1811 82.65 1.1344 3
8 6.4915 1.0932 81.14 1.1092 3

dos obtenidos de la extraccion de este analito en
las muestras de huevos se pueden observar en la
Tabla 5.

Como se puede observar en la Tabla 5, la Cipro-
floxacina se encontrd y cuantificé en las tres marcas
de huevos analizadas que fueron muestreadas en su-
permercados del Gran Asuncidn, a unos intervalos
de concentraciones comprendidos de 40.34 y 46.09
pg/Huevo, es decir se ha obtenido los siguientes
resultados (Marca 1 = 40.47 pg/Huevo, Marca 2
=46.09 ng/Huevo y Marca 3 = 40.34 ng/Huevo).
Por otro lado, el antibidtico objeto de estudio no ha
sido detectado en las muestras de huevos caseros,
la explicacion a este hecho puede radicar en que
la Ciprofloxacina se haya metabolizado de forma
natural en esta matriz o se encuentre por debajo del

limite de cuantificacion o que dicho antibiotico no
se encuentre dentro de la dieta del animal en los
piensos etc.

Conclusion

La presencia de antibioticos en el medio ambiente
y la vida cotidiana se ha convertido en los ulti-
mos afios en un asunto delicado e importante. La
mayor parte de estas sustancias se acumulan en
nuestro organismo y entran a través de la medi-
cacion y otras veces en la alimentacion. Por este
motivo es necesario el estudio de estas especies
quimicas en animales y productos que derivan de
ellas ya que estos medicamentos son probable-
mente uno de los grupos mas ampliamente utili-

Tabla 5. Concentracion de la Ciprofloxacina encontradas en las muestras. ND: no detectado (valor inferior al LD); D: detectado,

pero no cuantificado (valor entre el LD y el LC).

Concentracion de la Ciprofloxacina en muestras de huevos pg.g"

Marcas Muestras Concentraciones pg.g?! Promedio pg.g™ pg/Huevo
Mtra 1 0.8677

Marea 1 Mtra 2 0.8411 0.8432 40.47
Mtra 3 0.8208
Mtra 1 0.7813

Marca 2 Mtra 2 0.8391 0.8768 46.09
Mtra 3 1.0099
Mtra 1 0.8247

Mareca 3 Mtra 2 0.7722 0.7498 40.34
Mtra 3 0.6524
Mtra 1 ND

Casero Mtra 2 ND ND ND

Mtra 3 ND
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zados en medicina veterinaria para el tratamiento
de enfermedades en animales de produccion. En
nuestro pais, el registro de los farmacos tiene
autorizado el uso de fluoroquinolonas en pollos
en crecimiento. Por otro lado, no contamos con
un control sobre el uso extra etiqueta, por lo que
no podemos asegurar el no uso de estos farmacos
en estas aves y por lo tanto la ausencia de resi-
duos de antimicrobianos en huevos destinados a
consumo de la poblacion.

Hemos podido demostrar con nuestra técnica
analitica desarrollada la presencia de este compues-
to a concentraciones de 40.34 ug/Huevo, 40.47 pg/
Huevo y 46.09 ng/Huevo en las diferentes muestras
de las marcas de huevos de gallinas estudiadas.
Para ello en este trabajo de investigacion se ha
desarrollado y validado un método analitico para
la determinacion y cuantificacion de la Ciprofloxa-
cina (antibiotico de uso veterinario) en un tipo de
muestra muy compleja como es la del huevo con
limites de deteccion muy satisfactorios. Se ha
puesto a punto un método analitico, que incluye
una etapa de extraccion en fase liquida, previa a su
deteccion y cuantificacion mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion HPLC. El método ha
sido validado y utilizado con éxito para la deter-
minacion y cuantificacion de la Ciprofloxacina en
muestras de huevos obtenidas de supermercados
del Gran Asuncién. El método analitico ha demos-
trado ser altamente sensible en la deteccion de esté
antibidtico en las muestras de huevos, con limite de
deteccion inferior a 0,18 pg.g”'. El método analiti-
co desarrollado ofrece una importante innovacion
cientifica, ya que en la actualidad son muy pocos
los métodos publicados sobre estudios de estos
compuestos en matrices biologicas, principalmente
en huevos de gallina.

Contribucion de los autores

Todos los autores contribuyeron de manera equi-
tativa en la elaboracion de este articulo.

Conflictos de interés

Los autores declaran no tener conflictos de inte-
rés.

Literatura citada

Alm El Dein, A.K. & Elhearon, E.R. (2010).
Antibiotic residue in eggs of laying hens
following injection with gentamicin. New
York Science Journal, 3(11): 135-140.

Balizs, G. & Hewitt, A. (2003). Determination of
veterinary drug residues by liquid chroma-
tography and tandem mass spectrometry.
Analytica Chimica, 492(1-2): 105-131.

Benitez-Villalba, J.C., Dorival-Garcia, N., Villalba-
Villalba, N. M. & Vilchez, J.L. (2018). Va-
lidacion de un método de analisis de benzo-
fenonas en muestras de suelo por extraccion
con liquidos presurizados y cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem. Reportes Cientificos de la FA-
CEN, 9(1): 51-63.

Benitez-Villalba, J.C., Grau-Torales, M.G., Cris-
taldo-Lopez, O.D., Bogado-Fernandez, A.L.,
Arrta-Martinez, L.A. & Villalba-Villalba,
N.M. (2021). Validacion de dos métodos
analiticos para la determinacion y cuantifi-
cacion de la cafeina en yerba mate (/lex pa-
raguariensis St. Hil) comercial, UV-visible
y HPLC. Reportes Cientificos de la FACEN,
12(1): 48-58.

Benitez-Villalba, J.C., Zafra-Goémez, A., Dorival-
Garcia, N., Camino-Sanchez, F.J., Cantarero,
S. & Vilchez, J.L. (2013). Ultra-performance
liquid chromatography MS/MS method for
the determination of parabens in compost
from sewage sludge: Comparison of the effi-
ciency of two extraction techniques. Journal
of Separation Science, 36(16): 2635-2645.

Botsoglou, N.A. & Fletouris, D.J. (2001). Drugs
residues in foods, pharmacology, food safety,
and andalisis. (1st Ed). New York / Basel:
Marcel Dekker Inc. xv + 1200 pp.

Butaye P., Devriese L.A. & Haesebrouck F. (2003).
Antimicrobial growth promoters used in
animal feed: effects of less well known an-
tibiotics on gram-positive bacteria. Clinical
Microbiology Reviews, 16(2): 175—188.

Cancho, G.B., Garcia, FM. & Simal, G.J. (2000).
El uso de los antibiodticos en la alimentacion

Validacién de una metodologia analitica para la cuantificacién de la ciprofloxacina en huevos de gallinas mediante HPLC



60 Reportes cientificos de la FACEN, Enero - Junio 2023, 14(1): 50-61

animal: perspectiva actual. Ciencia y Tecno-
logia Alimentaria, 3(1): 39-47.

European Commission. (2002). Commission Deci-
sion 2002/657/EEC. Official Journal of the
FEuropean Communities, L 221: 2-28.

Cuadros Rodriguez, L., Garcia Campana, A.M.,
Jimenez Linares, C., & Roman Ceba, M.
(1993). Estimation of performance characte-
ristics o fan analytical method using the data
set of the calibration experiment. Analytical
Letters, 26(6): 1243—1258.

Fajardo, A.L., Méndez, F.J. & Molina, L.H. (2011).
Residuos de farmacos anabolizantes en car-
nes destinadas al consumo humano. Univer-
sitas Scientiarum, 16(1): 77-91.

Farré, M. & Barceld, D. (2012). Analysis of
emerging contaminants in food. Trends in
Analytical Chemistry, 43: 240-253.

Garcia, J., Pico, Y. & Font, G. (2005). Determina-
cion de residuos de quinolonas en alimentos
de origen animal mediante electroforesis
capilar espectrometria de masas. Revista de
toxicologia, 22(1): 77-88.

Gharieb, M.M. & Atti, N.M.A. (2011). Cipro-
floxacin drug residue in table egg. Suez
Canal Veterinary Medical Journal, 16(2):
137-138.

Gonzalez, A., Cuadros, L., Alonso, E. & Vilchez,
J.L. (1996). Estimate of gas chromatographic
blanks application to detection limits evalua-
tion as recommended by IUPAC. Journal
of Chromatography A, 726(1-2): 133—-139.

Gorla, N., Chiostri, E., Ugnia, 1., Weyers, A.,
Giacomelli, N., Davicino, R. & Ovando, H.
(1997). HPLC residues of enrofloxacin and
ciprofloxacin in eggs of laying hens. Inter-
national Journal of Antimicrobial Agents,
8(4): 253-256.

Griggs, D., Johnson, M., Frost, J., Humphrey, T.,
Jorgensen, F. & Piddock, 1. (2005). Incidence
and Mechanism of Ciprofloxacin Resis-
tance in Campylobacter spp. Isolated from
Commercial Poultry Flocks in the United
Kingdom before, during, and after Fluoro-
quinolone Treatment. Antimicrob Agents

Chemotherapy, 49(2): 699-707.

IUPAC. (1978). Nomenclature, symbols, units and
their usage in spectrochemical analysis — II
data interpretation. Analytical chemistry
division. Spectrochimica Acta B, 33(6):
241-245.

Kowalski, P. (2008). Capillary electrophoretic
method for the simultaneous determination
of tetracycline residues in fish samples.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analisys, 47(3): 487—493.

Macarov, C.A., Tong, L., Martinez, H.M., Hermo,
M.P., Chirila, E., Wang, Y.X., Barrén, D. &
Barbosa, J. (2012). Multi residue determina-
tion of the penicillins regulated by the Euro-
pean Union, in bovine, porcine and chicken
muscle, by LC-MS/MS. Food Chemistry,
135(4): 2612-2621.

Mandel, J. & Stiehler, R.D. (1954). Sensitivity—A
criterion for the comparison of methods of
test. Journal of Research of the National
Bureau of Standards, 53(3): 155-159.

Massart, D.L., Vandeginste, B.G.M., LM.C., De
Jong, S., Lewi, P.J. & Smeyers Verbeke,
J. (1997). Handbook of Chemometrics and
Qualimetrics: Part A. Amsterdam: Elsevier
Science. vi + 867 pp.

Montalvo, M., Olivos, O., Gilabert, S. & Rodri-
guez, A. (2004). Analisis del riesgo de los
medicamentos veterinarios presentes en los
alimentos. Actualidad en Farmacologia y
Terapéutica, 2(3): 168—175.

Mottier, P., Parisod, V., Gremaud, E., Guy, P.A.
& Stadler, R.H. (2003). Determination of
the antibiotic chloramphenicol in meat and
seafood products by liquid chromatography-
electrospray ionization tandem mass spec-
trometry. Journal of Chromatography A,
994(1-2): 75-84.

Sorensen, L.k., Hansen, H. & Snor, L. (1999).
Determination of Amoxicillin in Trout by
Liquid Chromatography with UV Detection
after Derivatization. Journal of AOAC Inter-
national, 82(6): 1345-1352.

Stoilova, N.A., Surleva, A.R. & Stoev, G. (2012).

Julio César Benitez-Villalba et al.



Reportes cientificos de la FACEN, Enero - Junio 2023, 14(1): 50-61 61

Simultaneous determination of nine qui-
nolones in food by liquid chromatography
with fluorescence detection. Food analytical
Methods, 6(3): 803—813.

Stolker, A.A. & Brinkman, U.A. (2005). Analytical

strategies for residue analysis of veterinary
drugs and growth-promoting agents in
food-producing animals a review. Journal
of Chromatography A, 1067(1-2): 15-53.

Takeda, N. & Akiyama, Y. (1991). Pre-column

derivatization of sulfa drugs with fluores-
camine and high-performance liquid chro-
matographic determination at their residual
levels in meat and meat products. Journal of
Chromatography A, 558(1): 175-180.

Verdon, E., Couedor, P., Roudaut, B. & Sanders,

P. (2005). Multiresidue Method for simul-

taneous determination of ten quinolone
antibacterial residues in multimatrix/ mul-
tispecies animal tissues by liquid chromato-
graphy with fluorescence detection: single
laboratory validation study. Journal of AOAC
international, 88(4): 1179-1192.

Yorke, J.C. & Froc, P. (2000). Quantitation of

nine quinolones in chicken tissues by High-
performance liquid chromatography with
fluorescence detection. Journal of Chroma-
tography A, 882(1-2): 63-77.

Yoshida, H., Yamazaki, J., Ozawa, S., Mizukoshi, T.

& Miyano, H. (2009). Advantage of LC-MS
metabolomics methodology targeting hydro-
philic compounds in the studies of fermented

food samples. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 57(4): 1119-1126.

Validacién de una metodologia analitica para la cuantificacién de la ciprofloxacina en huevos de gallinas mediante HPLC



