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IMPACTOS

En la tabla 1, se relacionan los diferentes tipos de impactos que presento este trabajo de grado:

Tabla 1. Impactos, producto y beneficiarios del presente trabajo de grado.

IMPACTO PRODUCTO BENEFICIARIO(S)
Opciones para la optimizacion de | Laboratorios de  servicios,
los métodos de andlisis, con la | laboratorios de control calidad,

Econdmico finalidad, de reducir tiempos y | y sectores relacionados.

costos analiticos en los
laboratorios.

Responsabilidad social

Resumen de métodos precisos y
confiables que permiten la
deteccion de residuos de
antibioticos en alimentos de
origen animal, aportando asi, a la
seguridad alimentaria.

Consumidores y entes
reguladores de salud publica.

Cientifico

Revisién sistemética con un
andlisis de diferentes técnicas
cromatograficas, utilizadas para
la cuantificacion de residuos de
antibiéticos en diferentes
matrices de alimentos de origen
animal, generando un analisis
comparativo de desempefio y
tendencias.

Estudiantes, profesores,
investigadores y salud publica.

Indicadores de Gestion

Propuesta de indicadores claves
de desempefio, para los
programas de seguimiento vy
vigilancia, basandose
principalmente en el limite de
detecciébn y cuantificacion, la
eficiencia de extraccion (% de
recuperacion) y la
reproducibilidad de los resultados
(RSD).

Autoridades regulatorias, tales
como, el ICA, Invima, FDA,
entre otros.

Tecnolégico

Recopilacion de varios métodos
que han sido validados (LC-
MS/MS, UHPLC) que permiten
transferencia  tecnolégica a
laboratorios.

Centros investigativos,
laboratorios de  servicios,
laboratorios de control calidad
y universidades.

Técnico

Identificacion de técnicas
analiticas para una preparacion
de muestras mas eficientes
(QUEChERS, SPE, DLLME).

Tecndélogos qguimicos,
Quimicos, y  comunidad
académica.

Ambiental

Impulsar el uso de estos métodos
analiticos, para que se emplee
menor cantidad de solventes
contaminantes, y promover el
control de la contaminacién
causada por antibioticos
utilizados en la industria pecuaria.

Ecosistemas  acuaticos vy
terrestres, comunidades
afectadas por la resistencia a
los diferentes organismos
antimicrobianos.




Social

Proteger la salud de Ilas
comunidades, a través de la
deteccion oportuna, de los
farmacos en alimentos y poder
reducir asi la exposicion a los
Mismos.

Sociedad en general.

Cultural

Generar conciencia acerca del
uso responsable de antibiéticos
en la produccién animal y su
control en los diferentes alimentos
de origen animal.

Productores pecuarios,
comunidad y ciudadania
interesada en habitos de
consumo saludables y
organicos.
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RESUMEN

La presencia de diferentes residuos de antibiéticos en alimentos de origen animal, representa un problema que
crece cada vez mas, afectando la inocuidad alimentaria y aportando significativamente al desarrollo de la
resistencia antimicrobiana. En esta revision sistemética, se analizaron varios métodos cromatogréficos, aplicados
ala detecciény la cuantificacion de residuos de antibi6ticos en matrices de origen animal. Para esto, se compilaron
y se analizaron investigaciones publicadas que incluyeron diversas familias de antibidticos y varios tipos de
matrices, tales como: leche, carne, higado, huevos y productos acuaticos, con el fin, de identificar las tendencias
metodoldgicas, fortalezas y las limitaciones de las técnicas empleadas.

Los andlisis de estas investigaciones mostraron que los antibiéticos mas estudiados fueron: B-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglucésidos, macrélidos, sulfonamidas y quinolonas, cuyas propiedades fisicoquimicas
condicionaron la preparacion de muestra y la eficiencia de deteccién. Se evidencié que, aunque la HPLC contintia
siendo la mas utilizada por su bajo costo, tiene una sensibilidad limitada frente a matrices complejas. Mientras
que, la UHPLC-MS/MS y la LC-MS/MS permitieron detectar cantidades mas pequefias de residuos, en el rango
de pg/kg, y se evidenciaron recuperaciones entre el 80 y 110%. Los estudios que reportaron validaciones
demostraron cumplimiento general con normativas internacionales, aunque se identificaron vacios en la
evaluacion de estabilidad y efectos de matriz.

Los métodos cromatograficos son importantes para garantizar la inocuidad de los alimentos y controlar la
resistencia antimicrobiana, no obstante, se necesitan mas protocolos armonizados y nuevas metodologias que
sean rapidas, sostenibles y de bajo costo.

Palabras clave: efectos de matriz; inocuidad alimentaria; resistencia antimicrobiana; técnicas instrumentales;
toxicologia alimentaria.
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CHROMATOGRAPHIC METHODS APPLIED TO THE ANALYSIS OF ANTIBIOTIC
RESIDUES IN ANIMAL-DERIVED PRODUCTS: A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT

The presence of different antibiotic residues in foods of animal origin represents a growing problem, affecting food
safety and significantly contributing to the development of antimicrobial resistance. In this systematic review,
several chromatographic methods applied to the detection and quantification of antibiotic residues in animal-
derived matrices were analyzed. For this purpose, published studies were compiled and examined, including
various families of antibiotics and several types of matrices, such as milk, meat, liver, eggs, and aquatic products,
with the aim of identifying methodological trends, strengths, and limitations of the techniques employed.

The analyses of these studies showed that the most frequently investigated antibiotics were B-lactams,
tetracyclines, aminoglycosides, macrolides, sulfonamides, and quinolones, whose physicochemical properties
influenced sample preparation and detection efficiency. It was found that, although HPLC remains the most widely
used technique due to its low cost, it has limited sensitivity when applied to complex matrices. In contrast, UHPLC-
MS/MS and LC-MS/MS allowed the detection of smaller amounts of residues, in the ug/kg range, with recoveries
between 80 and 110%. Studies that reported validations demonstrated general compliance with international
regulations, although gaps were identified in the evaluation of stability and matrix effects.

Chromatographic methods are essential to ensure food safety and to control antimicrobial resistance; however,
more harmonized protocols and new methodologies that are rapid, sustainable, and cost-effective are still needed.

Keywords: matrix effects; food safety; antimicrobial resistance; instrumental techniques; food toxicology.

HIGHLIGHTS

1. En los estudios analizados, se identificaron diferentes métodos de extraccion y preparacion de muestras
aplicadas a matrices complejas, tales como: leche, carne, huevos y pescado. Estas metodologias mostraron
variaciones en la eficiencia de recuperacion, debido a las diversas propiedades fisicoquimicas de los
antibioticos.

2. Se evidenci6 una tendencia creciente hacia el desarrollo de metodologias mas sostenibles, alineadas con
los principios de la quimica analitica verde. Este enfoque no solo busca disminuir el uso de solventes toxicos
y reducir la generacién de residuos, sino que, también plantea el reto de mantener niveles adecuados de
sensibilidad y reproducibilidad en los analisis cromatograficos.

3. Los resultados confirman que, las técnicas UHPLC-MS/MS y LC-MS/MS proporcionan una mayor precision
y sensibilidad, lo que las convierte en herramientas de referencia para el analisis multirresiduo de antibi6ticos
en niveles de trazas.



1. INTRODUCCION

Los antimicrobianos son medicamentos clave para combatir infecciones. Estos incluyen antibiéticos, antivirales,
antifingicos y antiparasitarios, los cuales, son utilizados para prevenir y tratar enfermedades infecciosas que
afectan a los seres humanos, animales y plantas.[1]

Especificamente, los antibiéticos han sido muy importantes para el tratamiento y prevencién de infecciones
bacterianas en humanos y animales durante casi un siglo; sin embargo, su uso excesivo e inapropiado ha
acelerado e incrementado la aparicion de bacterias resistentes, lo que contribuye al problema mundial de
resistencia a los antimicrobianos (RAM). Esta ocurre cuando bacterias, virus, hongos o parasitos dejan de
responder a los diferentes tratamientos, dificultando el control de las infecciones y aumentando el riesgo de
propagacion, enfermedad grave y ocasionando en algunos casos, hasta la muerte. En la produccién animal, el
aumento de la demanda de proteina ha llevado al uso masivo de antibidticos con fines profilacticos, terapéuticos
y como promotores de crecimiento. Esta practica incluye la aplicacion de dosis subterapéuticas y sobredosis, lo
gue intensifica la presion selectiva y acelera el desarrollo de resistencia. [2,3]

Las sulfonamidas, tetraciclinas, penicilinas, macrdlidos, quinolonas, fluoroquinolonas y aminoglucésidos, se
encuentran entre las principales clases de antibidticos utilizados en la produccién acuicola, bovina, porcina,
avicola, cunicola y ovino-caprina, asi como en la obtencién de leche, huevos y miel. Su uso puede ser oral,
inyectable, transfusional o tdpica, lo que aumenta la posibilidad de exposicién y persistencia en la cadena
alimentaria. [4]

La presencia de residuos de medicamentos en carne, leche y huevos esta vinculada a practicas veterinarias
inadecuadas, como el uso de medicamentos sin autorizacién o el incumplimiento de los periodos de retiro. Esto
representa un riesgo para la salud publica tanto por sus efectos directos (reacciones alérgicas, toxicidad, potencial
carcinogeénico, efectos teratogénicos, alteraciones del microbiota intestinal) como indirectos, que fomentan la
propagacion de genes de resistencia en patdgenos clinicamente relevantes. Entre los mas preocupantes se
encuentran Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa, responsables de mas del 70 % de las muertes asociadas a
RAM y presentes también en animales destinados al consumo humano. [5,6]

Segun el informe GLASS del 2022, se reportan tasas medianas de resistencia preocupantes en 76 paises: 42 %
para Escherichia coli resistente a cefalosporinas de tercera generacion y 35 % para Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. [7] Actualmente, las bacterias resistentes son responsables de mas de 700 mil muertes
anuales en el mundo, cifra que podria alcanzar 10 millones de muertes y pérdidas econémicas superiores a 100
billones de ddlares para 2050. [8] En Colombia, segun la Encuesta de Autoevaluacién Nacional TrACSS,
administrada anualmente por el Grupo Cuatripartito (FAO, PNUMA, OMS, WOAH), hasta 2024 no hay normativa
para prevenir la contaminacién del medio ambiente, ni sistema de monitoreo regular de compuestos
antimicrobianos y sus residuos, en agua ni en alimentos de origen animal. [9]

Debido a los riesgos asociados a la presencia de residuos de antibioticos en los alimentos de origen animal
mencionados anteriormente, es esencial contar con métodos analiticos que sean precisos y confiables para su
deteccion y cuantificacion en diversas matrices. Entre los métodos de cribado, el Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) es econémico, rapido y capaz de procesar numerosas muestras; sin embargo, sus limitaciones
para distinguir compuestos de la misma clase y su naturaleza semicuantitativo dificultan establecer si los valores
superan los Limites Maximos de Residuos (LMR).[10] Es por ello, que se requieren técnicas confirmatorias mas
robustas, como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), la cromatografia liquida ultrarrapida (UHPLC)
[11], y la Cromatografia de Gases (CG), que, acopladas a detectores como el de arreglo de diodos (DAD),
fluorescencia (FLD) o espectrometria de masas (LC-MS/MS), proporcionan alta sensibilidad, especificidad y
capacidad para identificar y cuantificar simultaneamente diferentes compuestos con gran precision.

El uso de estas técnicas en matrices como carne, [10,15,17] leche, [12,15,18] huevos, [13,14,15] pescado
[15,16,19,20] y miel [21,22,23,24] es esencial para garantizar el cumplimiento de los limites maximos de residuos
establecidos por normativas nacionales e internacionales, asi como para contribuir al control de la resistencia
antimicrobiana y a la proteccion de la salud publica.



En la presente revision sistematica, se realiz6 un andlisis de las diferentes metodologias cromatograficas
empleadas en los ultimos cinco afios para detectar residuos de antibiéticos en diferentes matrices de alimentos
de origen animal, recopilando informacion proveniente de distintas regiones del mundo. El objetivo principal de
esta revision fue evaluar la tendencia y el desempefio de los métodos cromatograficos en la determinacion de
residuos antibiéticos en matrices alimentarias, identificando las técnicas mas empleadas en este campo. Ademas,
se describieron las ventajas, limitaciones y parametros analiticos relevantes de estas técnicas, asi como las
principales matrices alimentarias de origen animal en las que se han implementado. Por Ultimo, se analiz6 la
relacién entre los limites maximos de residuos (LMRs) establecidos por organismos internacionales y la aplicacion
de métodos cromatograficos para garantizar la inocuidad alimentaria.

Esta revisién generé un documento de consulta que, basado en el andlisis de las metodologias empleadas en
distintos paises, puede orientar e incentivar el desarrollo de estrategias para el monitoreo y control de residuos de
antibiéticos en alimentos de origen animal en Colombia. Esta iniciativa se encuentra alineada con los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS), particularmente con el ODS 3: Salud y bienestar, cuya meta 3.9 busca reducir las
enfermedades y muertes causadas por sustancias peligrosas, y con el ODS 12: Produccion y consumo
responsables, que promueve el uso racional de los recursos y la reduccion de contaminantes quimicos en las
cadenas de produccion. [25] La adopcién de métodos analiticos confiables y eficaces no solo ayudaria a garantizar
la inocuidad de los alimentos y prevenir la resistencia a los antibioticos, sino que, también fomentaria practicas
productivas mas seguras y sostenibles en la industria alimentaria de origen animal.

2. METODOLOGIA
2.1. Busqueda bibliografica y criterios de inclusion y exclusion.
e Seleccién de la literatura:

La consulta bibliografica se llevé a cabo en diversas bases de datos cientificas y motores de blsqueda académicos
especializados proporcionados por la Universidad Santiago de Cali, incluyendo Science Direct, Scopus, Web of
Science, SciFinder, SpringerLink y Wiley Online Library. Con la finalidad, de garantizar una buena bisqueda, se
definieron palabras clave en espafiol e inglés relacionadas con el tema central de la investigacion, tales como:
cromatografia, antibioticos, residuos de antibiéticos, productos de origen animal, alimentos de origen animal,
leche, carne, huevos, higado, pescado y productos acuéticos.

Estas palabras clave se combinaron de manera sistematica mediante operadores booleanos “y” (AND) y “0” (OR),
lo cual, permitié ampliar la basqueda al incluir sinénimos y términos equivalentes. Se disefiaron varias estrategias
de busqueda, entre las cuales se destacan:

e ("chromatographic methods" OR "chromatography" OR "HPLC" OR "UHPLC" OR "LC-MS" OR "LC-
MS/MS") AND ("antibiotic residues" OR "veterinary drug residues”) AND ("animal origin® OR "animal-
derived food" OR "animal products")

e ("métodos cromatograficos" OR "cromatografia”) AND ("residuos de antibiéticos" OR "residuos de
farmacos veterinarios") AND ("origen animal" OR "productos de origen animal")

e ("chromatography" OR "LC-MS/MS" OR "HPLC") AND ("antibiotic detection") AND ("milk" OR "meat" OR
"eggs" OR "liver" OR "fish" OR "aquatic products")

La implementacién de estas combinaciones permitid abarcar tanto la literatura internacional, como trabajos en
espafiol, evitando sesgos por idioma o base de datos.

Se compilaron y analizaron articulos de investigacion publicados en inglés y espafiol, comprendidos entre enero
de 2020 y 2025, los cuales, reportaron métodos experimentales completos para la determinacion de residuos de
antibidticos en matrices alimentarias de origen animal mediante cromatografia.

e Criterios de inclusién y exclusion:



Se incluyeron estudios originales que describian de manera clara el proceso analitico completo. Contemplando
desde la preparacién de muestra, separacion cromatografica y deteccién, asi como aquellos que incluian
parametros de validacién, tales como, recuperacion, precision, LOD/LOQ, linealidad, efecto matriz o
comparaciones de rendimiento entre métodos.

También se aceptaron trabajos que aplicaron métodos ya establecidos, a matrices de origen animal como carne
(bovina, aviar, porcina, pescado), leche y derivados, queso, miel y huevos, siempre que estén publicados en inglés
o espafiol, y dentro del rango temporal establecido. Se excluyeron revisiones narrativas, articulos de tipo revision
(reviews), editoriales o resimenes de congresos sin una descripcion metodolégica completa, estudios que
utilizaron métodos exclusivamente en matrices no alimentarias, alimentaria de origen diferente al animal, o
exclusivamente en matrices ambientales, aquellos que no especificaron el procedimiento de preparacién de la
muestra, que no contenian los datos analiticos basicos, o duplicados. Se seleccioné siempre la version mas
completa y actualizada.

e Analisis de datos:

Se construyd una base de datos en Microsoft Excel para registrar la siguiente informacién: datos bibliogréaficos
como autor, afio, pais y revista; el tipo de matriz y la clase de antibiético(s) evaluados; la técnica de preparacion
de muestra utilizada (por ejemplo, QUEChERS, SPE, LLE, micro extraccion), junto con las condiciones y
modificadores aplicados; las condiciones cromatograficas, incluyendo el tipo de columna, fase movil,
gradiente/isocratico, temperatura y flujo; el sistema de deteccién empleado con sus parametros clave (longitud de
onda, transicion MRM, modo de ionizacién, etc.); los parametros de validacién tales como el rango lineal, la
recuperacion (%), repetibilidad (RSD%), LOD/LOQ y efecto matriz; asi como las ventajas, limitaciones reportadas
en cada estudio, entre otras.

e Comparacion de métodos:

Se compararon el rendimiento (recuperacion, precision, sensibilidad), la adaptabilidad a diferentes matrices y
antibiéticos, el consumo de solventes, el tiempo de analisis y la compatibilidad con detectores de alta selectividad
frente a detectores convencionales.

e Sintesis y discusiones:

Los resultados se presentaron mediante tablas y figuras comparativas organizadas segun el tipo de matriz y el
antibiético, siguiendo el formato PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses).

En la discusion se abordaron las implicaciones analiticas de las técnicas utilizadas, las tendencias hacia métodos
mas rapidos y con menor uso de solventes, asi como las oportunidades para estandarizar protocolos de acuerdo
con las normativas y las caracteristicas de las matrices. El articulo final se realizd con las siguientes secciones:
Resumen, Introduccién, Metodologia, Desarrollo y Discusién, Conclusiones y Referencias.

Inicialmente se identificaron 112 estudios potenciales, de los cuales, tras aplicar los criterios de inclusién y
exclusién y eliminar duplicados, se seleccionaron 63 estudios para una revision completa, detallada en el diagrama
de flujo PRISMA (Figura 1). La extraccion de datos incluy6 variables como afio de publicacion, tipo de estudio,
objetivos, metodologia, resultados y conclusiones.



Idoneidad Cribado Identificaciéon

Inclusion

Numero de registros identificados Numero de registros adicionales
mediante busquedas en bases de datos identificados mediante otras fuentes
(n=105) (n=7)

A 4 A 4

Numero de registros tras eliminar citas duplicadas
(n=94)

A 4

Numero de registros cribados

(n=94)

A 4

Numero de articulos de texto completo

Numero de registros excluidos,
por no cumplir con los criterios
de inclusion
(n=14)

evaluados para su elegibilidad
(n=80)

y

Numero de estudios incluidos en
la sintesis cualitativa
(n=74)

y

Numero de estudios
incluidos en la sintesis
cuantitativa (metaanalisis)
(n=63)

Numero de articulos de texto
completo excluidos, por falta de
datos relevantes
(n=6)

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA 2009 [75]




3. DESARROLLO Y DISCUSION

El presente analisis de los métodos cromatograficos utilizados en la deteccion y cuantificacién de residuos de
antibiéticos en matrices de origen animal, permite identificar las tendencias, estudiar el desempefio y reconocer
los desafios actuales en relaciéon con la inocuidad alimentaria y el exponencial problema de la resistencia
antimicrobiana. Este apartado abordara, la clasificacion de los antibiéticos, los tipos de matrices que fueron
evaluadas en los estudios, las técnicas cromatograficas usadas, las validaciones de las metodologias, sus
aplicaciones y perspectivas a futuro.

3.1 Clasificacién de antibi6ticos y caracteristicas fisicoquimicas:

Los antibidticos mas frecuentemente usados en la produccién pecuaria, incluyen los B-lactamicos, tetraciclinas,
aminoglucésidos, macrolidos, polipeptidicos, sulfonamidas y quinolonas/fluoroquinolonas. [6,15,20] Cada una de
estas familias presenta propiedades fisicoquimicas particulares que condicionan los métodos analiticos y, en
consecuencia, la eficiencia de su deteccion.

En el caso de los B-lactamicos, su labilidad frente a la hidrdlisis requiere implementar extracciones que sean
rapidas bajo condiciones suaves, evitando la degradacion del anillo B-lactamico. [20,27] Las tetraciclinas,
caracterizadas por multiples valores de pKay su tendencia a formar complejos con cationes metalicos, requieren
un control riguroso del pH y reduccidn de iones interferentes, para mejorar la recuperacion. [17,38,61,64]

Los aminoglucésidos, son extremadamente polares, y presentan baja retencién en fases reversas convencionales,
lo que hace necesario el empleo de cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC) o fases méviles con
modificadores iénicos. [58] Por otro lado, los macrélidos y polipeptidicos, de caracter lipofilico, tienden a
acumularse en fracciones grasas, lo que incrementa la complejidad de las matrices de origen animal y requiere el
uso de sorbentes lipofilicos durante la preparacién de muestra. [30,32,62]

Las sulfonamidas, de polaridad intermedia, son especialmente aptas para el desarrollo de métodos multirresiduo,
ya que, presentan buena respuesta tanto en fases reversas como en electrospray. [15,47,67] Finalmente, las
quinolonas y fluoroquinolonas, son quimicamente estables y con una excelente respuesta en ionizacién
electrospray, debido a su uso frecuente en la produccién animal y su importancia para la resistencia
antimicrobiana, estos compuestos se han convertido en objetivos claves para la deteccién por LC-MS/MS.[3,18,52]

Las caracteristicas fisicoquimicas, de los compuestos mencionados anteriormente, explican la predominancia de
columnas C18 y variantes polares en las separaciones cromatograficas, asi como el uso de fases maviles volatiles
basadas en mezclas de agua y acetonitrilo modificadas con &cido férmico y sales de amonio, que optimizan la
compatibilidad con espectrometria de masas. [11,15,52]

3.2 Matrices de origen animal estudiadas:

En esta revision sistematica, se incluyé matrices como: leche, carne, higado, huevos, pescado y productos
acuaticos, estas matrices tienen diferentes caracteristicas que condicionan la preparacion y el desempefio
cromatografico.

En la leche, su alta complejidad proteica y lipidica genera efectos de matriz considerables, los cuales, pueden
provocar supresién o realce de la sefial en sistemas de ionizaciéon. [2,48] Los métodos de preparacidbn mas
empleados incluyen variantes de QUEChERS, extraccion en fase sélida (SPE) y desproteinizacion con solventes
organicos, con eficacias variables en funcion de la clase de antibi6tico y el detector acoplado. [51,52,74]

En carne, ya que sea bovina, porcina o aviar, la distribucion de los residuos de antibi6ticos, no es uniforme. Esta
heterogeneidad estructural obliga a diferenciar entre los distintos tejidos durante el analisis. [10,11] Los residuos
tienden a acumularse en 6rganos metabdlicamente activos, como higado y rifion, donde se concentran las
tetraciclinas y los B-lactamicos, mientras que, en el masculo las concentraciones suelen ser menores, aunque no
despreciables. [17,46]



Ahora bien, en este contexto el higado y otros érganos, actian como reservorios metabélicos, debido a su funcion
en la biotransformacion y excrecién de sustancias, lo que hace que los antibiéticos, permanezcan en ellos por mas
tiempo, favoreciendo la formacién de metabolitos activos que complican la identificacion y cuantificacion analitica.
[11,17]

En el caso de los huevos, se evidenciaron dos desafios importantes. El primero, fue el andlisis de la yema, debido
su matriz lipoproteica, que actda como una barrera analitica, dificultando la extraccion de antibidticos lipofilicos
como los macrélidos. El segundo fue la albumina de la clara, ya que, esta puede interaccionar con compuestos
polares como aminoglucésidos, generando pérdidas durante la extraccién y reduciendo la reproducibilidad.
[13,45,53]

Finalmente, en pescados y productos acuaticos, también se presentan otros desafios adicionales, debido a su
elevado contenido lipidico y su capacidad de bioacumulacién en tejidos musculares y grasos, requiriendo etapas
de limpieza selectiva con sorbentes lipofilicos o la aplicacién de protocolos de extraccion en multiples etapas.
[16,32,35,42,44] Ademés, la posible contaminacién con metabolitos acuéaticos o antibidticos utilizados en
acuicultura intensiva incrementa la complejidad del andlisis y la necesidad de métodos multirresiduo capaces de
discriminar entre compuestos estructuralmente similares. [15,31,32,44,70]
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Figura 2. Esquema general del andlisis de residuos de antibidticos en matrices de origen animal mediante
métodos cromatograficos.

3.3 Técnicas cromatograficas utilizadas:

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con deteccion UV, FLD o DAD, sigue siendo ampliamente
usada en los laboratorios de control, gracias a su accesibilidad y bajo costo. Esta técnica, ha demostrado ser util
para la determinacién de sulfonamidas y tetraciclinas en leche y carne, alcanzando recuperaciones entre 70—-90
%. [14,71] Sin embargo, su selectividad y sensibilidad son restringidas, en matrices mas complejas, debido a la
interferencia de componentes endégenos como proteinas, lipidos y sales, los cuales, generan ruido de fondo y
coeluciones no resueltas. Ademas, al carecer de la capacidad de identificar de manera inequivoca compuestos
en presencia de metabolitos 0 analogos estructurales, presenta mayor riesgo de falsos positivos o negativos en
comparacion con técnicas acopladas a espectrometria de masas, lo que compromete su fiabilidad en programas
oficiales de monitoreo.

La cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC), representa un avance significativo en comparacion a la
HPLC, ya que, mejora la resolucién, reduce los tiempos de andlisis y disminuye el consumo de solventes. Su
mayor ventaja se observa al acoplarla con MS/MS, donde ha permitido la deteccién multiclase de B-lactamicos,
quinolonas y macrélidos en leche, huevo y carne con recuperaciones en el rango de 80-110 %, y limites de



deteccion en pg/kg, muy por debajo de los MRLs. [15,20,52,66] Estos resultados confirman su idoneidad como
herramienta de referencia en vigilancia alimentaria.

La cromatografia de gases (GC) se ha utilizado de manera mas restringida, principalmente para la determinacion
de compuestos volatiles o que requieren derivatizacion, como el cloranfenicol y los nitrofuranos, en pescado y
carne. Aungue los métodos reportados alcanzan LOD/LOQ en el rango de pg/kg y recuperaciones entre 75-95 %,
la necesidad de derivatizaciéon previa limita su aplicabilidad rutinaria, ademas de incrementar la variabilidad
analitica. [40,41,68,69]

Las técnicas cromatogréficas acopladas a espectrometria de masas, como LC-MS/MS y GC-MS, se consideran
el estandar de referencia para el analisis de residuos de antibidticos. Estas metodologias multirresiduo han
demostrado una gran capacidad para identificar de manera simultanea hasta 100 compuestos en una corrida, con
recuperaciones superiores al 80% y limites de deteccién y cuantificacion en el rango de pg/kg.
[11,15,28,43,55,62,73]

La LC-MS/MS ha demostrado ser altamente eficaz en matrices lacteas y carnicas, mientras que GC-MS se reserva
para compuestos especificos de dificil andlisis por LC. Estas caracteristicas explican su adopcién generalizada en
los programas de control oficiales y en laboratorios de referencia.

Tabla 2. Comparacién de técnicas cromatograficas aplicadas al analisis de residuos de antibiéticos en matrices
de origen animal.
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3.4 Validaciéon de métodos analiticos:

La validacion de los métodos cromatograficos, constituye un requisito esencial para garantizar la confiabilidad y
comparabilidad de los resultados, especialmente en el contexto de los programas oficiales de control de residuos.
Las directrices internacionales mas empleadas son la Decision 2002/657/CE de la Unién Europea, las guias del
Codex Alimentarius y los lineamientos de la FDA en Estados Unidos. [6] Estas normativas establecen parametros
obligatorios que incluyen: limite de deteccién (LOD), limite de cuantificacién (LOQ), linealidad, exactitud, precision,
recuperacion, robustez y evaluacién del efecto matriz.

En la literatura revisada, la mayoria de los estudios cumplen con la determinacién de LOD/LOQ en rangos
adecuados, alcanzando niveles de pg/kg en métodos LC-MS/MS y, en algunos casos, valores incluso inferiores a
los limites méximos de residuos (MRLSs) establecidos por la UE y el Codex. Ejemplos destacados incluyen métodos
multirresiduo aplicados en leche y carne con LOD tan bajos como 0,1-0,5 pg/kg y recuperaciones consistentes en
el rango de 82—-108%, lo que confirma su idoneidad para vigilancia rutinaria. [12,16,17,20] En estudios con UHPLC-
MS/MS, se reportaron recuperaciones cercanas al 100 % y repetibilidad (RSD) inferior al 10 %, superando
ampliamente los requisitos regulatorios. [13,22]

Sin embargo, se identificaron inconsistencias importantes en la presentacion de parametros criticos:

» Estudios incompletos de estabilidad, que limitan la extrapolacién de resultados a condiciones reales de
almacenamiento y transporte de muestras. [14]

» Escasa evaluacion de efectos de matriz, particularmente en matrices complejas como huevos y pescado, donde
se observé supresion de sefial de hasta un 30 % en LC-MS/MS, lo que puede comprometer la exactitud si no se
emplean estandares internos o correccion isotépica. [13,16]

» Variabilidad en los criterios de recuperacion y repetibilidad, con valores aceptados entre 70—120 %, dependiendo
de la normativa empleada, lo cual, dificulta la comparacion transversal entre laboratorios. [12,17]

Un aspecto importante, es que en varios estudios recientes se han incorporado ensayos de robustez mediante
disefio experimental (DoE), evaluando factores como la variacion en la fase movil, la temperatura de columna o la
composicién del sorbente en SPE. [22] Estas estrategias, fortalecen la reproducibilidad interlaboratorio y permiten
identificar variables criticas que impactan el rendimiento del método. Sin embargo, la ausencia de protocolos de
validacion armonizados a nivel internacional sigue siendo una limitante, principalmente cuando se comparan datos
provenientes de regiones con diferentes marcos regulatorios. [6]

Si bien, la validacién de métodos cromatogréaficos ha avanzado hacia estdndares més estrictos y sensibles, la falta
de homogeneidad en el reporte de pardmetros y la insuficiente evaluacion de matrices complejas, muestran la
necesidad de una mayor estandarizacion global. Esto permitiria no solo garantizar la comparabilidad de resultados,
sino también, facilitar la aceptacion internacional de los datos generados en los programas de monitoreo de
residuos de antibiéticos en alimentos de origen animal. [6,12,16,22]

Tabla 3. Parametros de validacion reportados en métodos cromatograficos aplicados al andlisis de antibiéticos
en matrices de origen animal.

Antibidticos  Recuperacion Linealidad Precision
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3.5 Aplicaciones en programas de control de residuos:

La implementacion de métodos cromatograficos validados, ha sido clave en los programas de monitoreo de
residuos en alimentos de origen animal. Los estudios revisados documentan aplicaciones en leche, carne, huevos
y pescado comercializados, mostrando patrones importantes:

* En leche bovina y caprina, se reportaron con frecuencia residuos de tetraciclinas, sulfonamidas y B-lactdmicos,
aunque en la mayoria de los casos las concentraciones estaban por debajo de los MRLs. Sin embargo, se
evidenciaron excesos puntuales en regiones con baja regulacién, lo que representa un riesgo para la salud publica.
[12,18,51,74]

* En carne de pollo y bovino, los hallazgos incluyen la presencia de quinolonas y tetraciclinas en musculos y, con
mayor frecuencia, en 6rganos como higado y rifién, confirmando el rol de estos dérganos como reservorios.
[10,17,20,46]

* En huevos, la yema mostré acumulacién de antibiéticos lipofilicos como macrdlidos y cloranfenicol, mientras que
en la albimina se detectaron residuos de compuestos polares como aminoglucésidos. [13,14,53,68]

* En peces de consumo masivo, particularmente tilapia y bagre, los antibidticos mas frecuentes fueron
fluoroquinolonas y sulfonamidas, lo que refleja tanto el uso terapéutico en acuicultura como la persistencia en
ecosistemas acuaticos. [16,31,42,44,70]

Un aspecto critico es que, aunque la mayoria de las muestras cumplen con los LMRs establecidos por la UE y el
Codex, algunos estudios regionales en Asia, Africa y América Latina muestran deficiencias de vigilancia, lo que
contribuye a la circulacién de productos contaminados en los mercados locales. [6,19,21,36,39]

Estas aplicaciones evidencian la importancia de los métodos cromatograficos no solo para la inocuidad
alimentaria, sino también, para el control de la resistencia antimicrobiana (RAM), ya que, la exposicion crénica a
bajas dosis de antibiéticos en alimentos contribuye a la seleccién de cepas resistentes. De ahi que organismos
internacionales (OMS, FAO, WOAH) recomienden fortalecer los sistemas de monitoreo con técnicas
confirmatorias como LC-MS/MS. [1,5,7,8,9]



Tabla 4. Resumen de las aplicaciones de métodos cromatograficos en programas de control de residuos en
alimentos de origen animal.
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3.6 Desafios y perspectivas futuras:

A pesar de los diferentes avances, persisten retos importantes, en la implementacién de métodos cromatograficos.
Uno de los principales, es la necesidad de técnicas rapidas, de bajo costo y accesibles, que puedan adoptarse en
laboratorios de control rutinario. [6,30,39,71] En este sentido, la integracién de tecnologias automatizadas y
portatiles, junto con plataformas de microfluidica, representa una alternativa para llevar el monitoreo a los puntos
de produccion y reducir los tiempos de respuesta. [28,49]

Asimismo, la aplicacion de nanotecnologia y biosensores, se perfilan como estrategia de cribado rapido,
complementando a la cromatografia convencional y disminuyendo el consumo de reactivos. [61,62] Estas



innovaciones se vinculan a la tendencia de la quimica analitica verde, que promueve métodos mas sostenibles
basados en el uso de solventes alternativos. [64,67] Finalmente, los métodos cromatograficos contindan
desempefiando un papel relevante en la lucha contra la resistencia antimicrobiana, ya que, permite detectar
residuos a nivel des trazas. [1,5,7,8,59]

Finalmente, la consolidacién de redes internacionales de laboratorios de referencia, la armonizacién de protocolos
de validacion y la transferencia de tecnologias innovadoras, seréan determinantes para garantizar alimentos libres
de contaminantes y reducir el impacto de la resistencia antimicrobiana en salud publica a nivel global. [9,25]

4. CONCLUSIONES

En la presente revision sistematica, se confirmé que los métodos cromatograficos son herramientas confiables
para la deteccion y cuantificacion de residuos de antibidticos, en alimentos de origen animal, debido a su alta
sensibilidad y especificidad. El analisis de las investigaciones mostré que las diferentes familias de antibioticos
presentan propiedades fisicoquimicas que condicionan la preparacion de la muestra, la eleccion de fases
estacionarias y maviles, lo que corrobora la necesidad de enfoques analiticos adaptados a cada compuesto y
matriz.

Las diferentes matrices (leche, carne, huevos, higado y pescado) evaluadas en las investigaciones, plantean
varios desafios analiticos, debido a su complejidad proteica y lipidica, asi como, por la acumulacion diferencial en
los tejidos. Bajo estas circunstancias, las técnicas como UHPLC-MS/MS y LC-MS/MS se consolidan como
métodos de referencia, que permiten el analisis multirresiduo con limites de deteccién en el rango de pg/kg y altos
niveles de recuperacion, mientras que, la HPLC y la GC conservan aplicaciones especificas aunque mas limitadas.

En cuanto a los estudios que realizaron validaciones, cumplieron en gran medida con los parametros
internacionales, alcanzando recuperaciones entre el 80 y 110 %, excelente linealidad y precisién adecuada. Sin
embargo, existen vacios en la evaluacion de estabilidad de los diferentes compuestos, robustez de los métodos y
efectos de matriz, lo cual, dificulta la comparabilidad de resultados y resalta la necesidad de protocolos
armonizados a nivel internacional.

Ahora bien, en cuanto a las aplicaciones practicas, se evidenci6 la presencia recurrente de residuos en alimentos
de consumo masivo, generalmente por debajo de los LMRs, aunque con excedencias en algunas regiones con
baja regulacion. Este hallazgo tiene implicaciones directas para la inocuidad alimentaria y para el control de la
resistencia antimicrobiana, dado que la exposicién crénica a bajas concentraciones de antibidticos favorece la
seleccién de cepas resistentes.

Finalmente, los resultados permiten proponer nuevas lineas de investigacion orientadas al desarrollo de métodos
rapidos, de bajo costo y sostenibles. Asimismo, la exploracion de tecnologias emergentes como biosensores,
nanotecnologia o sistemas microfluidicos. La consolidacion y armonizacion de protocolos, se perfilan como una
condicién necesaria para garantizar la comparabilidad global de los resultados y fortalecer la seguridad de los
alimentos en el contexto de la salud publica y la resistencia antimicrobiana.
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