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RESUMEN: Un procedimiento se desarrollé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
determinar Aivlosin en alimentos destinados a diferentes categor ias productivas de la crianza del cerdo.
La extraccion del analito se realizd con acetonitrilo y se concentr cinco veces cuando fue inferior a 20
ppm. El extracto se analizé por HPLC con una columna de fase reversa C18, un detector UV (280 nm)
y una mezcla de acetonitrilo: acetato de amonio 0.15M: &cido acético en una proporcion de 45:45:10 v/
vlv, como fase movil. Los resultados de la validacion mostraron una linealidad entre 5-80 pug/ml, que
responde a una ecuacion general de Y=-2.60+1.72X con un coeficiente de regresién de 0.999(p<0.05) y
una variaciéon del intervalo de confianza de la pendiente entre 1.57-1.87. El limite de deteccion y de
cuantificacion fue de 4 pg/g y 12 pg/g respectivamente, cuando se concentrd la muestra cinco veces,
mientras la muestra aplicada directamente presentd un limite de deteccién de 42 pg/g. La recuperacion
promedio expresada en porcentaje fue de 63+7.3 y 99+6.5 cuando se concentrd y se aplicé de forma
directa respectivamente. La precision del método se midié por e coeficiente de variacién en ambos
procedimientos, el cual fue inferior al 15%. Todas las muestras analizadas cumplieron con la
especificacion de calidad que brinda € fabricante.
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DETERMINATION OFAIVLOSIN IN FEEDSTUFFSBY HIGH PERFOMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)

ABSTRACT: A procedure was developed by high perfomance liquid chromatography (HPLC) in order
to determine Aivlosin in feedstuffs with destination to different productive categories of pigs. Aivlosin
was extracted with acetonitrile and concentrated five times when the concentration was inferior to 20
ppm . The extract was analyzed by HPLC using a reverse phase column C18 with UV detection (280
nm) and acetonitrile:amoniun acetate 0.15M:acetic acid (45:45:10v/v/v) as eluent. The validation results
showed a linearity between 5-80 pg/ml with a general equation of Y= 2.60 +1.72X, where the regresson
coefficient was 0.999 (p < 0.05) with a variation of the confidence interval of the ope between 1.57-
1.87. Limits of detection and quantification were 4 and 12 pg/g respectively when the sample was
concentrated five times. While the sample applied directly presented a limit of detection of 42 ug/g.
Average recovery of Aivlosin was 63+7.3 and 99+6.5% when the sample was directly applied and
concentrated. The precision of the method measured through the variation coefficient in both procedures
was inferior to 15%. All the samples analyzed fulfilled the quality specification offered by the producer.
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INTRODUCCION gunas gram negativas y micoplasmas (14). En el caso

especifico de microorganismos aislados del cerdo, el

El Aivlosin, es un antibidtico de la familia de los  Aivlosin mostr6 ser efectivo para: M. hyopneumoniae,

macrolidos y se emplea para la prevencion y trata- M. hyorhinis, M. hyosynoviae y Serpulina (treponema)

miento de enfermedades infecciosas en el cerdoy  hyodysenteriae (7); mientras en aves fue efectivo a.
las aves, causadas por bacterias gram positivas, al- M. synoviae y M. gallisepticum (1).



El Aivlosin se conoce quimicamente como tartrato
de 3-o-acetil 4-0 isovalerilo de tilosina (tartrato de
acetilo de isovalerilo de tilosina), es soluble en aguay
en solventes organicos, se presenta en forma de pol-
vo blanco, no es toxico y su dosis letal (DL50) en rato-
nes y ratas es de >750 y >3000 mg/kg respectiva-
mente (5).

En el tratamiento preventivo y terapéutico de la
neumonia en el cerdo se emplean diferentes concen-
traciones del antibiotico Aivlosin en el alimento, que
oscila entre 20 y 50 ppm (5). No existe un procedi-
miento oficial de una descripcion de como determinar
este antibiotico en el pienso, para controlar las con-
centraciones establecidas segun su indicacion.

El desarrollo de todo método lleva implicito una
validacion del mismo, con la finalidad de asegurar la
exactitud y confiabilidad de los resultados analiticos.
En dependencia de su finalidad se determinaran di-
ferentes indicadores de validacion. Los mas genera-
les son: linealidad, limite de deteccion (LD), limite de
cuantificacion (LC), exactitud, especificidad y preci-
sion (16).

Fue objetivo de este trabajo definir las caracteristi-
cas funcionales para la determinacion de Aivlosin en
piensosy evaluar distintos lotes del alimento formulado.

MATERIALESY METODOS

Procedencia de las muestras: Se trabajo con
muestras de piensos, procedentes de la fabrica
CENPALAB, formuladas con AIVLOSIN FG-10y otras
sin formular para las categorias de inicio y de ceba
durante el periodo 2003-2004.

Reactivos: Todos los reactivos empleados son de
de la firma comercial FLUKA. y MERCK. El patrén
comercial de Aivlosin fue suministrado por ECO Ani-
mal Health Ltd (No AS-141).

Equipamiento: Se empled un cromatégrafo liqui-
do de la firma comercial Knauer con detector UV 280
nm en un rango de 0.0025 y una columna de fase
reversa (Kromasil 100C18 5um 15x0,4 cm). Como
fase movil se emple6é una mezcla de acetonitrilo:
acetato de amonio 0.15M: &cido acético en una pro-
porcion de 45:45:10 v/v/v, el flujo fue 1 ml/miny se le
aplicé 10 pl de la muestra previamente filtrada por
0,45um. Los cromatogramas se registraron con la
interfase TIC-8EA y se procesaron por el software
BIOCROM.

Extraccién: Se pesaron 12.5+0.1g en balanza téc-
nicay se adicionaron 55 mL de acetonitrilo. Seguida-
mente se agitd en una zaranda, la que se obtuvo de
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la firma comercial (CAT) a 800 revoluciones/min du-
rante 120 minutos. Posteriormente la solucion se des-
til6 a través de un papel de filtro whatman 3 y la mues-
tra se conservd a —20 °C. Para el andlisis por HPLC
se extrajo 10 mL de la muestra, que se concentro en
un rotoevaporador IKA (falta algo aqui) hasta seque-
dad y se resuspendié en 2mL de acetonitrilo. En el
caso de la premezcla se procedio de la misma forma,
solo que el extracto no se concentrd y se analizo di-
rectamente.

Para el establecimiento del procedimiento se eva-
luaron los indicadores de: linealidad de la curva de ca-
libracion, limite de deteccion y de cuantificacion, exac-
titud y precision. A continuacion se explican cada uno:

Linealidad: Se procesaron cuatro concentracio-
nes en un rango de 5-80 pg/ml del patron de refe-
rencia por triplicado para determinar la pendiente, el
intercepto y el coeficiente de correlacion entre el area
y la concentracion del analito, Para la determinacién
del limite de deteccidén y cuantificacion se procesa-
ron curvas en el rango normal de la determinacion
(5-80pg/mL) y en una cercana al limite de deteccion
(5, 8, 10 y 12ug/mL) por triplicado en cada uno de
los puntos. Se procedid a determinar los valores de
LDy LC y se consideraron tres y diez desviaciones
estandar del blanco para (n) medidas individuales.
(ecuaciones 1y 2).

Limitededeteccion = (Ybl +3Shl )/b Q)
L imitede cuantificacion = (Ybl + 10 Shl )/b 2

Donde:

Ybl: esun estimado de larespuestadel blanco

Shl: esun estimado de la desviacion estandar del blanco.
b: eslapendiente

Exactitud: Se organizaron tres niveles de concen-
tracion: 50, 100 y 200 ug/g para el andlisis de la
premezcla y en muestras de piensos se prepararon
los niveles de 6, 100 y 200 ug/g.

Especificidad: Se prepar6 una concentracion de
1 mg/mL en acetonitrilo del patrén de referencia 'y se
expuso a luz solar de forma indirecta durante 24 ho-
ras a temperatura ambiente (27 + 2°C y humedad re-
lativa de 80%). Se comparé con un patrén fresco y
conservado a -20°C.

Precisidn: Se procesaron quince réplicas de una
misma muestra en condiciones Optimas (equipo,
analista y lotes de reactivos idéntico) realizando su
andlisis en el mismo dia. Se determind la desviacién
estandar (Sr)y el rango critico (RC) mediante la ecua-
cion (3y 4).
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Sr=v Ut(n-1) & & (y,-Y)? 3
JF1 K=1
Donde:
t= ndmero de niveles
n= ndmero de réplicas por niveles
y, = esel valor medido en el ensayo
Y= esd estimador de lamedia poblacional

RC(n)= f (n)x Sr 4
Donde:
f(n) es el factor de rango critico para unan determinada

RESULTADOSY DISCUSION

En la farmacopea se proponen diferentes esque-
mas de validacién que se corresponden con la meta
gue se persigue. En el caso que nos ocupa la deter-
minacion de Aivlosin en pienso podria clasificarse en
la categorial o Il (16). Nosotros preferimos clasificar-
la en la categoria Il, ya que las concentraciones que
evaluariamos estan en el orden de los 20 y 50 ppmy
porque se debiera estudiar el perfil de degradacion
del producto en el tiempo como parte de los estudios
de estabilidad de la premezclay el producto final for-
mulado.

Anadlisis de la Linealidad, limite de deteccion y
cuantificacion.

En la Figura 1 se muestra la curva de calibracion
del patrén de Aivlosin disuelta en acetonitrilo desde 5
hasta 80 pg/mL, mostrando un coeficiente de regre-
sion (r) y un coeficiente de correlacion (r2) de 0.999 y
0.997 respectivamente. La recta de mejor ajuste es
Y=2.60 + 1.72X. Por otra parte, los resultados de la
curva muestran que la correlacion fue significativa para
una p<005. El coeficiente de variacion de la pendien-
te fue de 3.17 y el intervalo de confianza de la pen-
diente vari6 entre 1.57-1.87.

Los limites de deteccion y cuantificacion mos-
traron valores de 5y 15 pg/mL respectivamente. A
partir de estos resultados cuando se concentra el
extracto cinco veces podemos detectar valores de
4 ug de aivlosin/g y cuantificar a partir de los 12ug
de aivlosin/g en piensos formulados con este anti-
bidtico, donde la concentracién terapéutica puede
oscilar entre 20y 100 ppm, en dependencia del tra-
tamiento (5). En el caso que la muestra se analice
directamente los limites de deteccion y
cuantificacién son 42 y 125 ug de Aivlosin/g res-
pectivamente, estos valores permiten corroborar las
concentraciones de la premezcla que puede variar
entre 10-50 mg/g (5).
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FIGURA 1. Curvadecdibracion del Aivlosin disueltaen
acetonitrilo./ Aivlosin calibration curve dissolved in
acetonitrile.

En la Tabla 1 se observa que el recobrado del
Aivlosin en muestras contaminadas artificialmente fue
menor cuando la muestra se concentro y se
reconstituy6 por filtro de milipore de 0.5 um. El bajo
recobrado esta dado en el momento de reconstituir la
muestra, por lo que se recomienda una vez adiciona-
dos los dos mililitros de acetonitrilo (sonicar) en un
bafio de ultrasonido durante 10 minutos para que se
gue se garantice una completa disolucion del analito.

TABLA 1. Recobrado de muestras contaminadas
artificialmente con Aivlosin empleando diferentes
procedimientos de preparacion de la muestra./ Recover of
the samples articially contaminated with Aivliosin using
different aimple preparation procedures

Procedimiento | Valor Conc pg/g | Recobrado %
tedrico
Conc
Ha/g
Sin concentrar | 50 53,24+9,64 | 106,49+19,28
100 | 95,;59+19,48 | 95,59+19,48
200 | 189,74+22,06 | 94,87+11,03
Media+DS 98,98+6,51
Concentrado 6 4.26+0.14 71.0£2.36
100 57.33+9.33 57,33+9,33
200 120+7.03 60,00+3,54
Media+DS 62,78+7,25

A partir de los resultados anteriores se propone
aplicar directamente la muestra sin concentrar cuan-
do la concentracion es igual o superior a 20 pg/g. En
el caso que la aglutinacion sea menor de 20 ug/g, el
extracto de la muestra se concentra cinco veces para
su andlisis.



El Aivlosin, es un compuesto de nueva generacion,
especifico para el tratamiento micoplasmosis en aves
y cerdos y se han reportado poco resultados sobre su
estabilidad; sin embargo, otros antibidticos de la mis-
ma familia cuando se modifica el pH de la solucién o
en dependencia del tipo de solvente se descompo-
nen (9, 10, 11y 12). En el caso especifico del Aivlosin
se observé que cuando este se disuelve en acetonitrilo
y se mantiene a temperatura ambiente por un tiempo
de 24 horas se degrada formando un nuevo pico (Fi-
gura 2), lo que nos demuestra que estos analisis de
Aivlosin deben realizarse en el dia o de lo contrario
guardar las muestras a—20 °C, ya que hemos obser-
vado que las mismas se conservan hasta 30 dias a
esta temperatura. Por otra parte, las condiciones en-
sayadas logran identificar con una alta especificidad
el principio activo de su metabolito degradado, lo que
se observa en los tiempos de retencién de cada uno
de los compuestos, no interfiriendo en la cuantificacion
del Aivlosin.

El Tilosin un antibiético de la misma familia que el
Aivlosin se degrada a pH menores que cuatro y for-
ma la desmicosina (9). En otros estudios se reportan
las formaciones de aldor de Tilosin Ay un isotilosin en
condiciones alcalinas, expuestos a la luz respectiva-
mente (12). En nuestro caso, la degradacion del pro-
ducto puede deberse a la exposiciéon de la luz y no a
cambios de pH, ya que la solucién presenta un valor
mayor de cuatro y menor que 7. Se necesita profundi-
zar en estos y otros aspectos para definir la causa
principal de la degradacion del producto, asi como iden-
tificar el metabolito que se forma. Se ha informado que
el Aivlosin se metaboliza rapidamente formando el 3-
acetiltilosin (3-AT) y este Ultimo presenta una actividad
microbioldgica equivalente al producto nativo (5).
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Los resultados del estudio de precisién en condi-
ciones Optimas se observan en la Tabla 2 cuando se
aplica directamente la muestra o se concentra. Los
recobrados que se obtuvieron en el estudio son simi-
lares a los obtenidos durante el ensayo de exactitud.
Por otra parte, el coeficiente de variacion fue inferior
o igual al 15% acorde a lo planteado cuando se ana-
lizan muestras con concentraciones mayores o igual
a 110 pg/kg (3).

Un analisis integral de las caracteristicas funcio-
nales del método presentado (linealidad, limite de
deteccién y cuantificacion, exactitud, especificidad y
precision) nos permite proponer el mismo para el con-
trol de calidad del concentrado medicamentado con
Aivlosin) . Sin embargo, no podemos decir que el pro-
cedimiento esta validado totalmente, ya que un requi-
sito indispensable es el desarrollo de estudios
interlaboratorios segun los requerimientos de la AOAC
o lalUPAC (6,15) y porque para el estudio de especi-
ficidad realizado es necesario identificar el metabolito
degradado. No existen publicaciones en revistas
referenciadas en lo que respecta a la validacion de
Aivlosin en alimentos, no ocurre asi para otros
antibidticos de la misma familia, tales como Tilosin,
Espiramicina; Eritromicina y Tilmicosina (2, 4, 8, 13).

En la Tabla 3 se muestran los resultados obteni-
dos para la determinacién de Ailvosin en diferente lo-
tes, que fueron medicamentados con Aivlosin FG10y
Aivlosin F50 para diferentes tratamientos destinados
ala porciculltura.

Los resultados anteriores nos muestran una alta
coincidencia entre el valor practico obtenido de los
lotes producidos, con respecto a la especificacion
gue aparece en la etiqueta, lo cual avala las Buenas
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FIGURA 2. Perfil cromatogréfico de
Aivlosin en acetonitrilo obtenido por
HPLC./ Aiviosin chromatographic profile
in acetonitrile obtained by HPLC.
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TABLA 2. Resumen del estudio de precisién en condiciones optimas en dependencia del tratamiento./ Summary of the
precision study in optimal conditions depending on the treatment

Tipo de muestra Media+DS RSD% Rango critico n=2 Recobrado(%b)
(aplicacion) MediatDS
Premezcla (directa) 65.87+3.93 pg/ml 5.97 11.0 131.7+7.9
Muestra (directa) 23.33+3.61 pg/g 15.5 10.1 116.0+18.1
Muestra (conc.) 14.72+2.00ug/g 13.6 5.6 73.6£10.0

TABLA 3. Resultados de los lotes de piensos medicados con Aivlosin./ Results of feedtuff batches medicated with

Aiviosin
Tipo de pienso Identificacion Especificacion Media DS cv Coincidencia %
Ho/g Ho/g
Crecimiento M1-04 20 29,38 7,59 | 25,85 146,9
Crecimiento M2-04 0 0,00 0,00 0,00 100,0
Inicio M3-04 50 49,49 3,65 7,37 99,0
Ceba M4-04 20 26,15 0,57 2,16 130,7
Ceba M6-04 0 0,00 0,00 0,00 100,0
Inicio M5-04 50 56,60 4,24 7,49 113,2
Ceba M7-04 0 0,00 0,00 0,00 100,0
Ceba M8-04 20 12,57 1,07 8,47 62,9
Ceba M9-04 0 <LD 0,00 0,00 100,0
Ceba M10-04 0 <LD 0,15 1,97 100,0
Ceba M11-04 0 <LD 0,00 0,00 100,0
Ceba M12-04 20 21,96 1,41 6,43 109,8
Ceba M13-04 20 20,35 1,46 7,19 101,7
Inicio M14-04 50 59,93 2,35 3,92 119,9
Ceba M15-04 20 22,76 533 | 23,43 113,8

Practicas de Produccion (BPP) de la empresa donde

se

realiza la formulacién de alimentos

medicamentados con destino a las diferentes cate-
gorias de produccion en la porcicultura.
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