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PREFACIO

Los laboratorios son esenciales para los programas nacionales de vigilancia de residuos de
medicamentos veterinarios. Sin embargo, uno de los principales problemas con que se
encuentran es acceder a métodos de analisis adecuados. Por ello, la Division Mixta
FAO/OIEA de Técnicas Nucleares en la Alimentacion y la Agricultura, ademés de ofrecer
capacitacion y asesoramiento técnico y facilitar la transferencia de tecnologia, ha decidido
elaborar manuales claros y practicos con el fin de prestar apoyo a los laboratorios de los
Estados Miembros.

En el marco del proyecto coordinado de investigacion sobre desarrollo de métodos
radiométricos y métodos analiticos conexos para reforzar los programas nacionales de control
de residuos de medicamentos veterinarios antibidticos y antihelminticos se ha elaborado un
conjunto de métodos analiticos en forma de procedimientos operativos normalizados, que
ahora se recopilan. Esta publicacion contiene procedimientos operativos normalizados de
técnicas de cromatografia y espectrometria, asi como de radioinmunoensayo y de cribado
conexas, para la realizacion de diversos tipos de analisis de residuos de medicamentos
veterinarios antimicrobianos y antihelminticos. También se incluyen algunos protocolos de
validacion de los métodos analiticos.

Esta publicacion se dirige principalmente a los laboratorios de seguridad alimentaria y
ambiental que realizan ensayos de residuos de medicamentos veterinarios, en particular en el
marco de programas nacionales organizados de vigilancia de residuos. Se espera que permita
mejorar la capacidad y la competencia de los laboratorios mediante el uso de herramientas y
técnicas radiométricas y técnicas complementarias. La publicacion también es de interés para
la investigacién aplicada sobre residuos de medicamentos veterinarios en muestras de
alimentos y ambientales.

En la elaboracion de los procedimientos operativos normalizados que figuran en esta
publicacion han intervenido 17 organizaciones de investigacion colaboradoras de 15 Estados
Miembros del OIEA y de la FAO que participaron en el proyecto coordinado de
investigacion. El oficial del OIEA responsable de esta publicacion fue J. J. Sasanya, de la
Division Mixta FAO/OIEA de Técnicas Nucleares en la Alimentacion y la Agricultura.



NOTA EDITORIAL

Esta publicacion se ha preparado a partir del material original aportado por los colaboradores y no ha
sido editada por el personal de los servicios editoriales del OIEA. Las opiniones expresadas son las de los
colaboradores y no reflejan necesariamente las del OIEA o las de los Gobiernos de sus Estados Miembros.

Ni el OIEA ni sus Estados Miembros asumen responsabilidad alguna por las consecuencias que puedan
derivarse del uso de esta publicacion. Esta publicacion no aborda cuestiones de responsabilidad, juridica
o de otra indole, por actos u omisiones por parte de persona alguna.

El uso de determinadas denominaciones de paises o territorios no implica juicio alguno por parte de la
entidad editora, el OIEA, sobre la situacion juridica de esos paises o territorios, sus autoridades e
instituciones o la delimitacion de sus fronteras.

La mencion de nombres de empresas o productos especificos (se indiquen o no como registrados) no
implica ninguna intencion de violar derechos de propiedad ni debe interpretarse como una aprobacion o
recomendacion por parte del OIEA.

El OIEA no es responsable de la continuidad o exactitud de las URL de los sitios web externos o de
terceros en Internet a que se hace referencia en esta publicacion y no garantiza que el contenido de dichos
sitios web sea o siga siendo preciso o adecuado.
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1. INTRODUCCION
1.1. ANTECEDENTES

Este manual es producto del proyecto coordinado de investigacion de la Division Mixta
FAO/OIEA, titulado “Desarrollo de métodos radiométricos y métodos analiticos conexos para
reforzar los programas nacionales de control de residuos de medicamentos veterinarios
antibioticos y antihelminticos”, realizado entre 2009 y 2014 para apoyar la vigilancia de
determinados residuos de medicamentos veterinarios antibidticos y antihelminticos presentes
en muestras de alimentos y ambientales con el objetivo de salvaguardar la seguridad de los
consumidores.

Durante la investigacion, se desarrollaron y validaron principalmente métodos de andlisis de
residuos multiples, que posteriormente se aplicaron a los programas nacionales de residuos de
algunos paises. Dado que en la investigacion participaron solamente 15 paises, se presume
que los laboratorios de otros Estados Miembros podrian beneficiarse de los resultados del
proyecto mediante la difusion de técnicas transferibles en forma de procedimientos operativos
normalizados reunidos en un manual. Si bien en el manual se incluyen diversas técnicas de
cribado y confirmatorias, y habida cuenta de la amplitud y diversidad de las necesidades de
analisis de todo el mundo, el manual tiene un alcance limitado, basado en las necesidades
definidas por los participantes en el proyecto coordinado. No obstante, esas necesidades son
comunes a muchos Estados Miembros, y se confia en que el manual resulte de utilidad para
muchos laboratorios de ensayo.

1.2. OBJETIVO

El propdsito de este manual es ayudar a los laboratorios de ensayo de alimentos y ambientales
principalmente en la vigilancia y el control de rutina de los residuos de algunos medicamentos
veterinarios en productos de origen animal, pero también en determinadas muestras ambientales.
El manual también puede servir de apoyo a actividades de investigacion pertinentes.

1.3. ALCANCE

Este manual consiste en un conjunto de métodos analiticos, en forma de procedimientos
operativos normalizados, para el andlisis de determinados residuos de medicamentos
veterinarios en algunas muestras de productos animales y ambientales. Engloba diversas
técnicas de cromatografia/espectrometria y  técnicas basadas en  anticuerpos,
radioinmunoensayo, radioisotopos y la técnica de recuento de centelleo liquido. Estos
métodos se elaboraron basdndose en algunas de las necesidades y preguntas de investigacion
planteadas por las 17 instituciones que participaron en el proyecto coordinado de
investigacion mencionado anteriormente y, por tanto, no abarcan un repertorio muy amplio.
La informacion del manual también se presenta en cierto sentido como guia informativa.

1.4. ESTRUCTURA

La parte preliminar (y mdas extensa) del manual consiste en procedimientos operativos
normalizados de cromatografia y espectrometria para el andlisis de residuos de
antihelminticos, como los benzimidazoles y las avermectinas, residuos antimicrobianos, como
el cloranfenicol y el florfenicol, las tetraciclinas, los aminoglucosidos, las sulfonamidas y las
quinolonas. En la primera parte también se incluye un procedimiento operativo normalizado
de una técnica de radioinmunoensayo para residuos de florfenicol y florfenicol amina. El
manual concluye con dos protocolos de validacion.



2. DETERMINACION DE RESIDUOS DE BENZIMIDAZOL Y AVERMECTINA
EN LECHE BOVINA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS ACOPLADA
A ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM

2.1. PRINCIPIO

Este método se basa en el principio del método rapido, facil, barato, eficaz, robusto y seguro
(QuEChERS) [1]. Consiste en la extracciéon de una porcion representativa de la muestra con
acetonitrilo (MeCN), seguida de desplazamiento salino y extraccion por dispersion en fase
solida con una mezcla de sulfato de magnesio (MgSO4) y material C18. Después de la
limpieza, se analiza una alicuota del sobrenadante mediante cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas en taindem (CL-EM/EM).

2.2. AMBITO DE APLICACION

Este método analitico permite determinar los residuos de siete bencimidazoles, a saber,
albendazol (ABZ), tiabendazol (TBZ), sulféxido de albendazol (ABZ-S0O), albendazol sulfona
(ABZ-S0y,), triclabendazol (TCB), sulfoxido de triclabendazol (TCB-SO) y triclabendazol
sulfona (TCB-S0O,), asi como de tres avermectinas: abamectina (ABA), emamectina (EMA) e
ivermectina (IVE), en la leche bovina a niveles de concentracion de 5 ng/g a 500 ng/g.

2.3. MATERIALES
Se precisan los reactivos y sustancias quimicas siguientes:

MeCN; metanol (MeOH) de calidad HPLC (cromatografia de liquidos de alto rendimiento);
metanol de calidad; adsorbente octadecilsilano C18; cloruro de sodio (NaCl), grado analitico;
acetato de amonio, grado analitico; dcido formico, grado analitico; adsorbente amina primaria
secundaria (PSA); sulfato de magnesio anhidro.

2.3.1. Patrones y soluciones madre

Los patrones analiticos son los siguientes: ABZ, 99,6 % e IVE, 91,0 %, de Farmacopea de los
Estados Unidos (USP); TBZ 98,3 %, ABA, 94,4 %, EMA, 96,5 %; ciprodinil, 99,5 %, todos
ellos de Chem Service; ABZ-SO, ABZ—S0O,, TCB—SO y TCB—SO,, todo ello de Witega;
TCB, 99,0 % (Dr. Ehrenstorfer); y trifenil fosfato 99,9 % (Supelco/Sigma Aldrich).

Las soluciones (y su forma de preparacion) son las siguientes:

a)  Soluciones patron madre (2000 pg/ml)

Se pesan 20 mg de cada patrén analitico, se afiaden a un matraz aforado de 10 ml y se
completa el volumen con MeOH (para EMA, IVE y ABA), MeCN (para TCB, TCB-SO y
TCB-S0O;) o dimetilformamida (para ABZ, ABZ-SO y ABZ-SO,). Todos los patrones de
soluciones madre deben almacenarse a -18 °C.

b)  Soluciones patron intermedias (100 pg/1)

Se transfieren 500 pl de cada patron de solucion madre (2000 pg/l) a un matraz aforado de 10
ml, respectivamente, y se completa el volumen con MeCN.



c)  Soluciones patron de trabajo (0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/mly 10 pg/ml)

Se transfieren respectivamente 10 pl, 100 pl, 200 pl, 500 ul y 1000 pl de las soluciones
mezcladas de los patrones (100 pg/ml) a cinco matraces aforados de 10 ml y se completa el
volumen con MeCN para obtener soluciones de trabajo mezcladas de los patrones
de 0,1 pug/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/mly 10 ug/ml, respectivamente.

d)  Patron interno: fosfato de trifenilo (TPP) (0,1 pg/ml)

Se utiliza TPP como patron interno para el modo de iones positivos de la CL—_EM/EM. Se
prepara pesando 10 mg de TPP, que se afiaden a un matraz aforado de 10 ml, y se completa el
volumen con MeCN (1000 pg/ml). Se transfieren 10 pl de esta solucion a un matraz aforado
de 10 ml y se completa el volumen con MeCN.

e)  Patrén interno de ciprodinil (10 pg/ml)

Se utiliza ciprodinil como patréon de control de calidad para supervisar el rendimiento del
sistema de CL—EM/EM. Se prepara pesando 10 mg de ciprodinil, que se afiaden a un matraz
aforado de 10 ml, y se completa el volumen con MeCN (1000 pg/ml). Se transfieren 100 pl de
esta solucion a un matraz aforado de 10 ml y se completa el volumen con MeCN.

2.3.2. Equipo
Se precisa el equipo siguiente:

Centrifuga refrigerada (Sigma, modelo 4K 15C); mezclador de vortice, Barnstead
Thermolyne (modelo 37600 Mixer); balanza, con una sensibilidad de 0,1 mg; agitador Multi
Reax (Heidolph); matraces aforados de clase A (10 ml, 25 ml, de vidrio transparente); tubos
de centrifuga de polipropileno (50 ml); sistema de CL-EM/EM (Waters Alliance 2695
acoplado a Quattro Premier XE, Waters Corporation, EE.UU.).

2.4. PROCEDIMIENTO
2.4.1. Extraccion de la muestra
Durante la extraccion se siguen los pasos siguientes:

a) Se pesan 10 g de muestras de leche homogeneizada y se afiaden a tubos de
centrifuga de etileno propileno fluorado de 50 ml; para el blanco de reactivo se
utilizan 10 ml de agua destilada (H,O).

b)  Se pesan 20 g de muestras de leche en blanco para la calibracion de patrones
ajustados por matrices.

c) Se pesan 10 g para los picos de control de calidad. Se afiaden 100 pl de solucion
mezclada del patron (10 pg/ml de los siete benzimidazoles y las tres
avermectinas) para obtener 100 ngg”' de control de calidad; y se deja reposar
durante 15 minutos.

d)  Se afiaden 100 pl de solucion del patron interno de TPP (0,1 pg/ml) por cada 10 g
(esto da lugar a una concentracion equivalente de 1 ng/g) a todos los tubos que
contienen la muestra, la mezcla para picos de control de calidad, la matriz en
blanco y el blanco de reactivo.

¢) Seafniaden 10 ml de MeCN a cada tubo.



f)  Se afiaden 5 g de MgSO4:NaCl [4:1, peso por peso (p/p)] e inmediatamente se
agitan los tubos durante 1 minuto y se centrifugan [durante 5 minutos a 3500
revoluciones por minuto (rpm)].

g) Se transfieren 2 ml del sobrenadante a un tubo de 5 ml que contenga
MgS04 (300 mg) y 100 mg de C18. Se agita en el vortice durante 1 minuto y se
centrifuga a 3000 rpm durante 2 minutos.

h) Se transfiere una alicuota del sobrenadante (1 ml) a un vial de cargador de
muestras automatico que contenga 10 pl de soluciéon de ciprodinil.

i)  Seinyectan 10 pl de la solucion final en el sistema de CL—EM/EM.

2.4.2. Calibracion de patrones ajustados por matrices

Para preparar la curva patrdn ajustada por matrices, se transfiere 1 ml del extracto de la muestra
a cada uno de los 5 viales del cargador de muestras automatico. Se afiaden a cada uno de
ellos 25 pl de las soluciones de trabajo del patron de 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml
y 10 pg/ml, que corresponden a las concentraciones de 5 pg/kg, 50 pg/kg, 100 pg/kg, 250 ng/kg
y 500 ng/kg, respectivamente. Se afiaden 10 pl de ciprodinil (100 pg/kg) a los 5 viales.

2.4.3. Condiciones cromatograficas
a) Idoneidad del sistema

Para evaluar la idoneidad del sistema, se inyectan al menos cinco muestras idénticas de un
patron intermedio utilizado para la curva de calibracion. La desviacion estandar relativa del
pico de respuesta y el tiempo de retencion no debe ser superior al 5 %.

b) Condiciones instrumentales

Como se detalla en el cuadro 1, se realiza una separacion de fase reversa de los analitos
mediante una columna XTerra MS C18 (150 mm x 2,1 mm de diametro interno, particulas
de 5 pm) mantenida a 20 °C.

Las condiciones de la fase movil final son: A) acido férmico acuoso al 0,1 % y B) MeCN
como elucidn en gradiente (0,3 ml/min) con una condicién de partida de 98:2 [A:B, volumen
por volumen (v/v)], y aumentando la concentracion organica hasta el 100 % a lo largo
de 5 minutos; hay que esperar 10,5 minutos antes de volver a la condicion de partida inicial.

Debe equilibrarse el sistema de cromatografia de liquidos durante al menos 30 minutos en las
condiciones de fase movil A:fase movil B (2 %:98 %, v/v) que figura en el cuadro 2, antes de
introducir las muestras.

CUADRO 1. RESUMEN DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Columna cromatografica Fase reversa C18, 150 mm x 2,1 mm, 3,5 um
Fase movil Fase movil A: Fase movil B (2:98, v/v)
Condicion del flujo Gradiente

Velocidad de flujo 0,2 ml/min

Volumen de inyeccion 10 ul

Temperatura 25°C




CUADRO 2. GRADIENTE DE LA FASE MOVIL

Tiempo (min) A B Caudal (ml/min)  Curva
0 2 98 0,30 1
5 100 0 0,30 6
10,00 0,0 100,0 0,30 1
15,00 98 2 0,30 1

2.4.4. Espectrometria de masas

Aqui, los analisis de espectrometria de masas se realizan mediante ionizacion por electrospray
a presion atmosférica en modo positivo (ESI+) a una velocidad de flujo de 0,3 ml/min. Se
emplea gas nitrégeno para la desolvatacion a 350 °C y argon para la colision.

La temperatura de la fuente y el voltaje del aerosol de iones deben ajustarse a 120 °C y 650 V,
respectivamente. Se utiliza espectrometria en tdndem en la monitorizacién de reacciones
multiples (MRM) con un tiempo de permanencia de 100 a 200 milisegundos (ms) para
detectar los analitos. El ajuste de los gases del cono y de desolvatacion se establece en 50 I/h 'y
800 I/h, respectivamente.

La adquisicion del espectro de masas se divide en dos periodos de tiempo (de 0 a 7,5 min, y
de 6,5 a 14 min). Las condiciones de la espectrometria se optimizan mediante la regulacion de
los parametros especificos del analito, la energia de colisién y el potencial de salida de la
celda de colision para cada analito. Para optimizar, se infunde 1 pg/ml de la solucion patréon
de cada analito y se monitorizan los dos fragmentos de iones mas abundantes producidos a
partir del ion molecular (cuadro 3).

CUADRO 3. IONES DETECTADOS Y PARAMETROS OPTIMIZADOS DE LA ESPECTROMETRIA DE
MASAS PARA CADA ANALITO

N°  Analito Transicion EM/EM Voltaje Energia de Tiempo de Funcién
Pico base (1) del cono colisién permanencia
Segundo pico (2) W) (eV) (s)
1 TBZ 202,1>175,1 @) 50 30 0,20 I
202,1>131,1 ) 50 28
2 ABZ 266,2>234,2 €] 40 15 0,20 I
266,2>191,1 40 30
3 ABZ-S0, 298,1>265,9 ) 40 28 0,20 I
298,1>159,1 40 15
4 ABZ-SO 282,1>239,9 ) 40 28 0,20 I
282,1>208 40 15
5 TCB 359>274,1 ) 50 25 0,20 I
359>344,1 50 28
6 TCB-S02 391>242,3 (@) 50 40 0,10 I
7 TCB-SO, 375>242,2 2) 30 45 0,10 I
8 EMA 886,5>158,1 (@) 50 30 0,10 I
886,5>126 50 15 0,10
9 ABA 891>305,1 ) 50 30 0,10 I
891>567,2 50 12 0,10
10 IVE 892,5>569,2 €)) 50 30 0,10 I
892,5>307,1 50 12 0,10
11 Fosfato de trifenilo 327>77 2) 25 20 0,20 II
12 Ciprodinil 226>108 @) 40 25 0,20 11




3. DETERMINACION DE RESIDUOS DE BENZIMIDAZOLES Y DE
AVERMECTINAS EN LECHE BOVINA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS CON DETECTOR DE FLUORESCENCIA

3.1. PRINCIPIO

Este método consiste en la extraccion de la muestra con disolventes organicos, la limpieza
mediante extraccion en fase solida (SPE) y la derivatizacion antes del anélisis mediante
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC).

3.2. AMBITO DE APLICACION

Este método analitico permite determinar los residuos de cinco avermectinas [emamectina
(EMA), ivermectina (IVE), eprinomectina (EPRI), doramectina (DORA) y abamectina
(ABA)] en leche bovina a niveles de concentracion de 0,5 ng/g a 100 ng/g.

3.3. MATERIALES

Se requieren los reactivos y sustancias quimicas siguientes: MeCN, MeOH y H,O de calidad
HPLC; cartuchos C18 (Sep-Pak®Vac 6 cc, 500 mg); trietilamina >99 %; 1-metilimidazol >99 %;
anhidrido trifluoroacético reactivo plus >99 %; ABA, 95% y EMA, 96 % (Chem Service);
IVE, 91,0 % y EPRI, 91 %, USP; DORA, 96 % (Dr. Ehrenstorfer).

3.3.1. Patrones y soluciones
a) Soluciones patrén madre (2000 pg/ml)

e Se pesan 20 mg de cada patron analitico, se afiaden a un matraz aforado de 10 ml y se
completa el volumen con MeOH (EMA, IVE, EPRI y DORA) o0 MeCN (ABA).
e Todos los patrones de soluciones madre deben almacenarse a -20 °C.

b) Soluciones patréon mezcladas (50 pg/ml)

Se transfieren 250 pl de cada patrén de solucion madre (2000 pg/ml) a un matraz aforado
de 10 ml, respectivamente, y se completa el volumen con MeCN.

c) Soluciones patron mezcladas (250 ng/ml)

Se transfieren 50 pl de las soluciones mezcladas de los patrones (50 pg/ml) a un matraz
aforado de 10 ml, respectivamente, y se completa el volumen con MeCN.

d) Soluciones patrén de trabajo

e Se transfieren respectivamente 5 pl, 10 pl, 50 pl, 100 upl, 300 pl y 600 pl de las
soluciones mezcladas de los patrones (250 ng/ml) a seis matraces aforados de 10 ml y
se completa el volumen con MeCN para obtener las soluciones de trabajo mezcladas
de los patrones de 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 30 ng/ml y 60 ng/ml,
respectivamente.

e En el cuadro 4 que figura a continuacion se resume el proceso de preparacion de las
soluciones de los patrones.



CUADRO 4. PREPARACION DE LOS PATRONES ANALITICOS

Nivel Vol.(ul) solucion Volumen Concentracion del Medio de

mezclada del patron final patron (ng/ul) dilucion

(250 ng/ml)

1 5 2,5 0,5 MeCN

2 10 2,5 1 MeCN

3 50 2,5 5 MeCN

4 100 2,5 10 MeCN

5 300 2,5 30 MeCN

6 600 2,5 60 MeCN

e) Muestras enriquecidas

Se afiaden respectivamente 10 pl, 20 pl y 500 pl de las soluciones mezcladas de los patrones
a2,5 g de muestra en un tubo de ensayo y se deja reposar mientras se contintia con el
procedimiento de extraccion de la muestra.

3.3.2. Equipo

Se necesita el equipo siguiente para el ensayo: centrifuga refrigerada (Sigma,
modelo 4K 15C); mezclador de vortice, Barnstead Thermolyne (modelo 37600 Mixer.);
balanza, con una sensibilidad de 0,1 mg; agitador Multi Reax (Heidolph); matraces aforados
de clase A de 10 ml y 25 ml, de vidrio transparente; tubos de centrifuga de
polipropileno (50 ml). También se requiere un sistema de CL-DF: Waters Alliance 2695
acoplado a un detector de fluorescencia (DF, Waters Corporation, EE.UU.).

3.4. PROCEDIMIENTO
3.4.1. Extraccion de la muestra

a)  Sepesan 2,5 g de la muestra de leche y se afiaden a un tubo de centrifuga de 50 ml.

b) Se anaden 10 ml de MeCN para la primera extraccion, se agitan en el vortice
durante 30 segundos y se centrifugan a 2500 rpm durante 3 minutos. Se transfiere
el sobrenadante a otro tubo de centrifuga de 50 ml.

¢) Se extraen con otros 5 ml de MeCN. Se combina el extracto y se mezcla
con 20 ml de H,O y 40 pl de trietilamina.

d)  Se limpia el extracto con el cartucho SPE C18, acondicionado con 5 ml de MeCN,
seguido de 5 ml de MeCN:H,O (40:60, v/v) con un contenido del 0,1 % de
trietilamina; se pone al vacio durante 5 minutos.

e) Se lava el cartucho con 3 ml de hexano y se pone al vacio durante 5 minutos. Se
eluye el residuo con 10 ml de MeCN en un vial de color ambar de 12,5 ml. Se
evapora el eluido a sequedad con nitrogeno a 600 °C.

3.4.2. Derivatizacion

a)  Se disuelve el residuo en 1 ml de MeCN y se coloca en un bafio ultrasonico
durante 20 minutos y se afiaden 100 pl de N-metilimidazol y 100 pl de anhidrido
trifluoroacético.

b) Se deja reposar la muestra protegida de la luz durante 35 minutos antes de
transferir una alicuota a un vial de cargador de muestras automéatico e inyectarlo
en el sistema de HPLC-FLD.



3.4.3. Condiciones cromatograficas
a) Idoneidad del sistema y condiciones de los instrumentos

Para evaluar la idoneidad del sistema, se inyectan al menos cinco muestras idénticas de un
patron intermedio utilizado para la curva de calibracion. La desviacion estandar relativa del
pico de respuesta y el tiempo de retencion no debe ser superior al 5 %. El sistema de HPLC se
utiliza en las condiciones que se resumen en el cuadro 5 que figura a continuacion.

CUADRO 5. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS USADAS

Columna cromatografica: Fase reversa C18, 4,6 x 150 mm, 3,5 um
Fase movil: MeOH:H,0 (97:3, v/v).
Tipo de flujo de la fase movil: Isocratico

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Volumen de inyeccion: 50 ul

Temperatura (muestra): 25°C

Temperatura (columna): 30 °C

Tiempo de lectura: 9 min

Detector: FLD 2475

Longitud de onda de excitacion: 365 nm

Longitud de onda de emision: 465 nm




4. DETERMINACION DE F LORFENICOL EN MUSCULO DE PESCADO
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

4.1. PRINCIPIO

El florfenicol (FFC) es un antimicrobiano de amplio espectro utilizado para tratar
enfermedades bacterianas en los peces; el limite maximo correspondiente de residuos (LMR)
en el musculo de pescado es de 1000 pg/kg [2]. Las muestras se extraen en acetato de etilo, se
limpian mediante extraccion en fase sélida y se analizan mediante HPLC con un detector
ultravioleta (UV).

4.2. AMBITO DE APLICACION

El método es adecuado para el analisis de florfenicol en musculo de pescado a un limite de
cuantificacion de 500 pg/kg.

4.3. MATERIALES
Se requiere el material fungible siguiente:

Patrén analitico FFC; acetonitrilo (MeCN)"”, metanol (MeOH)”, hexano'”, agua ultrapura
(H,0); acetato de etilo, todo ello de calidad HPLC.

(*) Los solventes utilizados durante el proceso de limpieza deben ser de calidad analitica o
cromatografica (HPLC) con un alto grado de pureza. Si un solvente no cumple estas
especificaciones, debe filtrarse utilizando filtros de membrana de (al menos) 0,45 pm.
Solucién patrén primaria, solucion FFC (SNI), 100.10° pg/l; solucién patron secundaria,
solucion FFC (SNII).

4.3.1. Patrones y soluciones
a)  Solucién patrén madre de FFC (SNI), 100.10° pg/l.

e Se pesan con exactitud 10,0 mg (+ 0,1 mg) de FFC, se anaden a un matraz aforado
de 100 ml y se disuelven en ~80 ml de MeCN de calidad HPLC.

e Se agita y después de disolverse completamente, se completa hasta la marca de 100 ml
con MeCN.

e La estabilidad de esta solucion es de 3 meses en congelador.

b)  Solucién patron de trabajo de 10.10° pg/l

e Se transfieren con pipeta 5 ml de la soluciéon FFC SNI a un matraz de 50 ml, se
completa con MeCN hasta la marca y se mezcla completamente.

e La estabilidad de esta solucion es de 7 dias en refrigerador.

e Debe mantenerse en la oscuridad.

¢)  MeOH:H;O (10:90, v/v)

Se mezclan 9 ml de H,O con un 1 ml de MeOH en un tubo de 10 ml.



4.3.2. Equipo

Se necesita lo siguiente:

Mezclador de vortice; pipeta Pasteur; sistema de evaporacion; tubos de plastico conicos
de 15 ml; matraz; bafio de agua; cartuchos de extraccion en fase solida (C-18; 500 mg/3 ml de
material de limpieza); colector de vacio, HPLC-UV; micropipeta; dispensador; jeringas
desechables de 3 ml; viales con insertos; balanza analitica (precision de 0,0001 g); vasos de
precipitados; filtro de 0,45 um.

4.4. PROCEDIMIENTO

a)
b)

¢)

n)

0)

10

Se pesan 5,0 g (£ 0,009) de la muestra triturada y se afiaden a tubos coénicos de
plastico de 50 ml.

Se pesan 6 porciones de 5,0 g (= 0,009) de tejido de blanco triturado y se afiaden a
tubos conicos de plastico de 50 ml antes de enviarlas a un laboratorio para su
analisis.

Se prepara la curva de calibracion de la matriz:

i)  Se enriquecen los blancos con 10 pg/l de SNII, de acuerdo con las
concentraciones que se describen en el cuadro 6.

ii)  El blanco de muestra restante se utiliza como control. Con un dispensador,
se afiaden 10 ml de acetato de etilo a las muestras pesadas en tubos de
ensayo.

Se agitan en el vortice durante 1 minuto.

Se centrifugan a 2000 rpm durante 5 minutos.

Se transfiere el sobrenadante a otro tubo de plastico de 15 ml.

Se evapora el sobrenadante utilizando nitrégeno, en un bafio de agua a una
temperatura de entre 50 °C y 55 °C hasta que quede un residuo aceitoso.

Se afiaden 2 ml de hexano al tubo que contiene el extracto para eliminar la grasa.
Se agita en el vortice durante 15 segundos.

Se afiaden 5 ml de agua al tubo y se agita durante 30 segundos.

Se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos; se elimina la capa superior (hexano)
y, Si es necesario, se repite este paso para desengrasar.

Se evapora cualquier hexano restante en atmosfera de nitrogeno en un bafio de
agua a una temperatura de entre 50 °C y 55 °C durante 2 minutos.

Se inicia la extraccion en fase solida del modo siguiente:

1)  Se prepara el colector de vacio con la cantidad necesaria de cartuchos de
extraccion en fase solida (C18; 500 mg/3 ml).

i)  Se acondicionan los cartuchos con 5,0 ml de acetato de etilo, 10 ml de
MeOH y 10 ml de H,O.

iil) Se cargan las muestras en el cartucho de extraccion; se transfieren las
muestras de los tubos al cartucho, se lavan los tubos con 3 ml de H,O y se
vacian en el deposito; se eluye la muestra y se deja secar el cartucho.

iv) Lavado de la muestra: se afiaden 10 ml de MeOH:H,O (1:9, v/v); a
continuacion, se anaden 10 ml de H;O.

v)  Elucion de la muestra: se coloca el cartucho en tubos de plastico cénico
de 15 ml para recoger la muestra eluida. Se eluyen las muestras; se afiaden
al cartucho 5,0 ml de acetato de etilo y se seca el cartucho.

Se retiran los cartuchos C-18 y se evapora la solucion en el tubo (paso m)) hasta
sequedad con nitrogeno en bafio de agua a una temperatura de entre 50 °C y 55 °C.
Se afiade 1 ml de MeCN:H,O (40:60, v/v) al residuo y se mezcla bien.



p)  Se pasa el contenido (paso 0)) a través de un filtro de 0,45 pm a un vial de HPLC.
q) Se inyecta la muestra en el HPLC para su andlisis, utilizando las condiciones
cromatograficas que se describen en el cuadro 7.

CUADRO 6. PROCEDIMIENTO DE ENRIQUECIMIENTO DE LA MUESTRA

Concentracion del patron ~ Vol. (uL) de concentracion de Masa (ug) anadida a 5,0 g de

ug/kg SNII 1000 pg/kg muestra
250 125 125.10°
500 250 250.10°
1000 500 500.10°
1500 750 750.10°
2000 1000 1000.10°

CUADRO 7. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Parametros cromatograficos

Detector:

Columna:

Método:

Temperatura de la columna:
Longitud de onda (A):

Fase movil:

Tiempo de ejecucion:
Volumen inyectado:
Velocidad de flujo:

Tiempo de retencion:

uv

C-18 250 x 4,6 mm, 5 pm
FFC-UV

50 °C

230 nm

H,0: MeCN (60:40, v/v)
6 min

20 ul

1 ml/min

FFC 4,5 min

4.5. CONTROL CRITICO

Hay que asegurarse de que:

a) la columna analitica esté acondicionada como maximo 90 minutos antes de la
inyeccion y analisis de la muestra;
b)  después de cada ejecucion se lava la columna con MeOH a un caudal bajo (~ 0,1-

0,2 ml/min) durante al menos 4 horas.

4.6. CRITERIOS DE ACEPTABILIDAD

Para evaluar la idoneidad del método, se recomiendan los rangos que figuran en el cuadro 8.

CUADRO 8. NIVELES DE ENRIQUECIMIENTO Y RANGOS ACEPTABLES DE RECUPERACION

Concentracion enriquecida (ug/kg)

Intervalo de recuperacion

Menos de 1
Delal0
Mas de 10

50 % a 120 %
70 % a 110 %
80 % a 110 %

4.7. INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

La incertidumbre expandida estimada de la medicion debe ser del 5,4 %.
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4.8. LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacion del método para el andlisis de florfenicol en el pescado es
de 500 pg/kg.

4.9. CCALFA Y CCBETA

El limite de decision (CCa) de florfenicol en el pescado es de 840 pg/kg.
La capacidad de deteccion (CCP) es de 879 ng/kg.

4.10. RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LA MUESTRA

12

a)
b)

c)
d)
e)
f)

Se pesan 5,0 g de muestra y se afiaden a un tubo de ensayo de 50 ml.

Se prepara la curva ajustada a la matriz utilizando concentraciones patron
de 250 ng/kg, 500 pg/kg, 1000 ng/kg, 1500 pg/kg y 2000 ng/kg.

Se afiaden 10 ml de acetato de etilo y se agita en el vortice durante 1 minuto.

Se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos.

Se transfiere el sobrenadante a un tubo de ensayo limpio de 15 ml.

Se evapora el sobrenadante utilizando nitrogeno, en un bafio de agua a una
temperatura de entre 50 °C y 55 °C.

Se afaden 2 ml de hexano al tubo que contiene el extracto y se agita
durante 15 segundos.

Se afiaden 5 ml de H,O desionizada y se agita durante 30 segundos.

Se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos.

Se elimina la capa superior (hexano).

Se evapora el hexano residual utilizando una corriente de nitrogeno en bano de
agua a una temperatura de entre 50 °C y 55 °C durante 2 minutos.

Se acondiciona la columna de extraccion en fase solida con 5 ml de acetato de
etilo, 10 ml de MeOH y 10 ml de H,O desionizada.

Se transfiere el contenido del tubo de 15 ml (paso €)) a un depodsito en la camara
de limpieza de la extraccion en fase sélida.

Se enjuaga el tubo de muestra con 3 ml de H,O y se transfiere el contenido al
deposito.

Se eluye la muestra a una velocidad de flujo de 2 a 3 gotas por segundo.

Se afiaden 10 ml de MeOH:H,O (1:9, v/v) al depésito y se eluye la columna de
extraccion en fase solida.

Se lava la columna con 10 ml de H,O.

Se seca la columna de la extraccion en fase s6lida durante 1 minuto.

Se utilizan tubos limpios de 15 ml para recoger la muestra eluida.

Se eluye la muestra con 5 ml de acetato de etilo a un flujo de 1 a 2 gotas por
segundo.

Se retira la columna de la extraccion en fase sélida y se secan las muestras con
nitrégeno en un bafio de agua a una temperatura de entre 50 °C y 55 °C.

Se reconstituye el residuo con 1,0 ml de MeCN:H,0 (40:60, v/v) y se agita en el
vortice durante 1 minuto.

Se filtra el residuo reconstituido a través de wuna membrana de
politetrafluoroetileno (PTFE), de 0,45 um en un vial antes de inyectarlo en el
equipo de HPLC-UV.



5. DETERMINACION DE FLORFENICOL Y FLORFENICOL AMINA EN EL
MUSCULO DE PESCADO MEDIANTE RADIOINMUNOENSAYO Y
CONFIRMACION POR CL-EM/EM

5.1. PRINCIPIO

El florfenicol (FFC) se utiliza habitualmente para tratar enfermedades bacterianas en los
peces, pero sus residuos no deben superar el limite maximo de 1000 pg/kg en el musculo de
pescado [2]. Las muestras se extraen en acetato de etilo, se limpian mediante extraccion en
fase solida y se analizan mediante HPLC-UV para establecer un procedimiento de cribado de
residuos de FFC en el musculo de pescado por radioinmunoensayo (RIA), con la
confirmacion de los resultados dudosos mediante CL-EM/EM.

5.2. AMBITO DE APLICACION

El método es adecuado para detectar FFC en el pescado a fin de cumplir el limite maximo de
residuos permitido o aceptable de 1000 pg/kg.

5.3. MATERIALES
Se requiere el material fungible siguiente:
5.3.1. Patrones

Solucién patrén primaria (SNI): FFC y florfenicolamina (FFA), 100.10% pgl™; solucién patrén
secundaria (SNII): FFC y FFA, 2,103 pgl ™.

5.3.2. Reactivos

KH,PO4; Na,HPO4PO; NaCl; gelatina fisioldgica; 2,5-difeniloxazol (PPO); 1,4-bis(5-fenil-2-
oxazolilo benceno) (POPOP); carbon activado; dextrano T-70; tolueno; triton X-100; azida de
sodio NaNs; tampén fosfato salino (PBS). Ademas: acetona’ ”; diclorometano”"; hexano"™");

H,O desionizada; MeOH(*l); tolueno; triton X-100.

e (*") Los solventes utilizados durante el proceso de limpieza deben ser de calidad
analitica o cromatografica (HPLC). Todos los solventes utilizados con el equipo
(HPLC) deben ser de calidad cromatografica o superior.

e Si un solvente no cumple las especificaciones, debe filtrarse utilizando filtros de
membrana de ~0,45 pm.

5.3.3. Soluciones patron

a) Solucidén patron madre de FFC (SNI) 100.10° pg/l.

e Se pesan con exactitud 10,0 mg (= 0,1 mg) de FFC, se afiaden a un matraz aforado
de 100 ml con la masa real corregida con arreglo a la pureza del patron.

e Se disuelve el material en ~80 ml de MeOH de calidad HPLC, se agita y después de
disolverse completamente, se completa la solucion hasta la marca de 100 ml.

e El periodo de caducidad es de 1 afio si se almacena en congelador.
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b)

d)

5.34.

Solucidn patron de trabajo de 2,103 pg/l

Se transfieren con pipeta 2 ml de la solucion SNI a un matraz aforado de 100 ml y se
completa con MeOH hasta la marca.

Se mezcla bien.

El periodo de caducidad es de 1 afio si se almacena en congelador.

Tampon PBS 0,1 mol/l; pH = 7,4.

Se pesan 13,609 g de KH,PO4, 14,196 g de Na,HPOy, 5,844 g de NaCl y 6,501 g de
azida de sodio NaNj3, y se disuelven en 800 ml de H,O antes de ajustar el pH.

Se transfiere a un matraz aforado de 1000 ml y se completa hasta la marca con H,O
desionizada.

Esta solucion dura 12 meses si se almacena en refrigerador.

Tampon PBS + Gelatina 0,01 mol/l; pH = 7,4

Se pesa 1,0 g de gelatina fisiologica y se disuelve en 800 ml de H,O.
Se transfiere a un matraz aforado de 1000 ml y se afiaden ~ 100 ml de (PBS)
de 0,1 mol/I ajustado a un pH de 7,4.

Se ajusta el volumen con H,O desionizada.
Esta solucion dura 12 meses si se almacena en refrigerador.

Coctel de centelleo

Se pesan 4,9 g de PPO y 0,1 g de POPOP.
Se disuelven con 666 ml de tolueno.
Después de disolverse completamente, se anaden 333 ml de triton y se mezcla.

Suspension de carbon
Se pesan 0,5 g de carbon activado y 0,05 g de dextrano T-70 y se disuelven en 100 ml
de tampon PBS + Gelatina 0,01 mol/l a un pH de 7.,4.

Debe prepararse diariamente.

Equipo

Se requiere lo siguiente: agitador (vortice); micropipeta; pipeta Pasteur; dispensador; sistema
de evaporacion; jeringas desechables de 3 ml; tubos de plastico conicos de 15 ml y 50 ml;
viales de centelleo e insertos; matraz; balanza analitica (precision de 0,0001 g); bafio de agua;
vasos de precipitado; contador de centelleo liquido, tubos de radioinmunoensayo; tubos de

ensayo.

5.4. PROCEDIMIENTO
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a)  Sepesan 5,0 g (£ 0,001 g) de la muestra triturada y se afiaden a tubos cénicos de

plastico de 50 ml.

b)  Se pesan 6 porciones de 5,0 g (= 0,001 g) de tejido de blanco (muestras sin el

analito en cuestion) y se afiaden a tubos conicos de plastico de 50 ml. Se
enriquecen las muestras con arreglo al cuadro 9, lo que representa 2, 1 y 0,5 veces
el limite maximo de residuo, utilizando soluciones SNI.



g)
h)
i)
j)

Se prepara la curva de calibracion utilizando los intervalos de concentracion
indicados en el cuadro 10.

Se enriquecen las muestras con alicuotas del patron de trabajo en esta etapa; se
afiaden al tubo 2 ml de H,O desionizada.

Se afiaden 8 ml de acetona y se homogeneizan los contenidos.

Se centrifuga a 1500 rpm durante 10 minutos. Se ajusta el volumen final de
sobrenadante combinado, se anaden 20 ml de acetona y se decanta el sobrenadante
en un tubo.

Se mezcla bien el sobrenadante, se transfieren 8 ml a un tubo con tapa de rosca y
se anaden 6 ml de diclorometano.

Se tapa el tubo y se mezcla el contenido (5 s) con un mezclador de vértice.

Se centrifuga durante 5 minutos a 1000 rpm para separar las capas.

Se aspira y se desecha la capa acuosa superior, y se evapora hasta sequedad la
capa inferior de diclorometano, utilizando nitrégeno (temperatura maxima, 45 °C).
Cualquier grasa presente debe eliminarse con diclorometano.

Se disuelve el residuo en 1,0 ml de solucién de acido acético al 0,001 %, y se
extrae con 2 ml de hexano.

Se centrifuga a 1000 rpm durante 5 minutos para separar las capas; se aspira y se
desecha la capa superior de hexano.

Se miden 250 pl de la solucién y se aumenta a 500 pl con tampoén fisiologico.

Se realiza la prueba de inmunoensayo.

Se preparan los puntos de calibracion con un intervalo de concentracion final
de 250 pg/kg a 2000 pg/kg utilizando el tampon fisiologico (pH = 7,4).

Se afiaden de 5000 a 8000 cuentas por minuto (cpm) de FFC marcado con tritio.
Se afladen a cada tubo 100 pl de antisuero a una dilucion de 1:2500.

Se incuba durante 15 minutos a 37 °C y luego durante la noche a 4 °C.

Se afiade 1 ml de carbdn activado (0,5 %) y dextrano (0,05 %).

Se deja reposar la mezcla durante 10 minutos a 4 °C.

Se centrifuga a 10 000 rpm.

Se elimina la capa acuosa.

Se afiaden 5 ml de céctel de centelleo.

Las muestras deben leerse durante 4 minutos utilizando un contador de centelleo.

CUADRO 9. CONCENTRACION ADICIONADA Y VOLUMEN

Concentracion final (ug/kg) Vol. (uL) del SNI
500 25
1000 50
2000 100

CUADRO 10. PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Concentracion de la Vol. (ul) del SNII Vol. del tampén fosfato salino
muestra (ug/kg)

250 1000 1000

375 1000 1000

500 1000 1000

750 1000 1000

1000 1000 1000

1500 1500 500

2000 2000 -
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5.5. CALCULOS

Dado que el volumen final del procedimiento analitico es de 250 pl, que representan 1 g de
tejido, no se requieren calculos adicionales.

5.6. PUNTOS DE CONTROL CRITICOS

Es importante tener en cuenta los puntos criticos siguientes:

La temperatura de evaporacion debe ser de 45 °C + 2 °C.

La preincubacién del paso del RIA debe hacerse a 37 °C + 3 °C.

El pH del tampon fisioldgico debe ser de 7,4 + 0,1.

La temperatura de almacenamiento de los patrones, asi como de las soluciones, debe
estar entre 4 °Cy 9 °C.

El extracto de la muestra sera estable durante unos 2 dias en congelador.

5.7. INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

Los niveles de incertidumbre expandida para el FFC y el FFA son del 5,9 % y 10,2 %,
respectivamente.

5.8. LIMITE DE CUANTIFICACION, CC ALFA Y CC BETA

El limite de cuantificacion de FFC y FFA en pescado es 250 pg/kg, mientras que los valores
CCa y CCP para ambos analitos son de 100 pg/kg y 250 pg/kg, respectivamente.

5.9. PRUEBA DE CONFIRMACION

Las muestras con resultados positivos dudosos del ensayo RIA pueden confirmarse mediante
la técnica de CL-EM/EM después de la limpieza.

Se requieren las condiciones siguientes de CL-EM/EM para el andlisis de FFA:

a. Componente de CL
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. HypersilTM C18-BD, 5 um, 15 cm x 2,0 mm id, columna de fase reversa.

e [ a fase movil consiste en una solucion de H,O desionizada + solucion de acido
acético al 0,1 % (solvente A); MeCN + solucion de acido acético al 0,1 %
(solvente B)

e Debe equilibrarse el sistema de CL durante 30 minutos a temperatura de la
columna/horno de 40 °C con un 100 % de solvente A, a un caudal de 0,3 ml/min.

e El gradiente lineal se construye del modo siguiente: 2 % de solvente B durante 2
minutos; a 40 % de solvente B en 11 min; se mantiene durante 2 min; a 100 %
de solvente B en 2 min, mientras se aumenta el flujo a 0,4 ml/min; a 2 % de
solvente B en 2 min, mientras se disminuye el flujo a 0,3 ml/min; se equilibra
durante 11 minutos.



b. Los parametros de la EM son los siguientes:

Fuente de iones: ionizacidn quimica a presion atmosférica (APCI) en modo positivo;
corona=2 pA; cono = 25 V; extractor = 5 V; lente RF = 0,2V; temperatura de la
fuente =130 °C; Temperatura de la sonda APCI = 500°C; caudal del gas de
desolvatacion = 300 1/h; caudal del gas del cono = 100 I/h. Transiciones (masa a carga, m/z)
para la FFA: m/z 248 a 230; m/z 248 a 197; m/z 248 a 151; m/z 248 a 130.

Retardo entre canales, 0,3 s; tramo (Dalton, Da), 0,1; modo de iones de la FFA, ES+,
masa 248,2, tiempo de permanencia de 0,3; modo de iones del FFC, ES-, masa 356,1; fuente
ES+: capilaridad de 0,3, a 3,5 kV; cono, 25,0 V; extractor, 1,0 V; lente RF, 0,0 V; temperatura
de la fuente, 100 °C; fuente ES-: capilaridad, 2,5 kV; cono, 20,0 V; extractor, 5,0 V; lente
RF, 0,5 V; temperatura de la fuente, 100 °C. Otras condiciones de la EM son las siguientes:
temperatura de desolvatacion, 400 °C; caudal de gas del cono, 60 1/h; caudal del gas de
desolvatacion, 400 1/h; tiempo de ejecucion, 30 minutos.

Las condiciones de la CL-EM/EM para el FFC que figuran a continuacion son las mismas de
las que se informo en otro lugar [3], a saber:

a. HPLC: Zorbax 5 mm, C18 (150 x 2,1 mm); fase mévil (modo isocratico), consistente
en MeCN:H,O:formiato de amonio a una velocidad de flujo de 0,2 ml/min;
temperatura del horno, 50 °C; volumen de inyeccion, 10 ml.

b. EM: ionizacion, ESI+; gas de secado, Ar (520 1/h, 250 °C); V-cap 3000 V; gas de
colision, Ny, 25 1/h; tiempo de permanencia, 0,2 segundos; voltaje del cono (V) de 45
para m/z 355>336,0 (ion cualificador) y 355,8>185,0 iones de transicién, cuyas
energias de colision son de 39 V y 50 V, respectivamente.
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6. METODO DE CONFIRMACION PARA LA DETECCION DE

AMINOGLUCOSIDOS EN MUSCULO, HIGADO Y RINON MEDIANTE

CL-ESI-EM/EM

6.1. PRINCIPIO

Los residuos de aminoglucdsidos (AGS), antibidticos de amplio espectro de uso comun, se
extraen de las muestras utilizando una solucidon acuosa de 4cido tricloroacético (TCA). Los
extractos se pasan a través de cartuchos de extraccion en fase sélida con balance hidrofilico-

lipofilico (HLB) y se analizan mediante CL-ESI-EM/EM.

6.2. AMBITO DE APLICACION

Este método es adecuado para confirmar y cuantificar los analitos que figuran en el cuadro 11.

CUADRO 11. RESIDUOS DE FARMACOS DETECTABLES MEDIANTE ESTE METODO

Farmaco Residuos marcadores Matriz Especie  CCoa (ng/kg) CCP (ug/’kg)  LMR/Nivel indicativo
— sustancias no sujetas
aun LMR (pg/kg)

Aminoglucésidos ~ Apramicina musculo cerdo 63,2 65,8 60
Kanamicina 447 49,0 40
Gentamicina C1 54,0 59,2 50
Gentamicina C2 54,9 59,7 50
Gentamicina Cla 55,2 59,9 50
Amikacina 105,1 109,9 /100
Neomicina 555,0 612,3 500
Espectinomicina 113,6 125,6 100
Estreptomicina 561,7 626,0 500
Dihidroestreptomicina 564,7 627,7 500
Tobramicina 51,9 53,9 /50
Paromomicina 5514 599,9 500
Netilmicina 56,4 62,6 /50
Sisomicina 54,8 60,0 /50
Micronomicina 55,2 60,3 /50
Higromicina 549,5 595,8 /500

Aminoglucosidos ~ Apramicina higado cerdo 65,7 72,5 60
Kanamicina 45,9 50,9 40
Gentamicina C1 112,0 125 100
Gentamicina C2 109,0 121,0 100
Gentamicina Cla 112 125,0 100
Amikacina 108,0 117 /100
Neomicina 555 618,7 500
Espectinomicina 109,3 118 100
Estreptomicina 550 609,0 500
Dihidroestreptomicina 553 611 500
Tobramicina 51,6 54,6 /50
Paromomicina 1631 1759 1500
Netilmicina 57,7 66,2 /50
Sisomicina 54,8 59,6 /50
Micronomicina 57,8 66,5 /50
Higromicina B 542 581,0 /500
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Farmaco Residuos marcadores ~ Matriz Especie  CCa (ug’kg)  CCP (ng/kg) LMR/Nivel
indicativo —
sustancias no

sujetas a un LMR

(ngrkg)
Aminoglucésidos ~ Apramicina rifién cerdo 111,0 124 100
Kanamicina 45,2 50,3 40
Gentamicina C1 226 253 200
Gentamicina C2 218 237 200
Gentamicina Cla 228 257 200
Amikacina 109 117 /100
Neomicina 5359 5797 5000
Espectinomicina 570 631 500
Estreptomicina 1104 1206 1000
Dihidroestreptomicina 1105 1222 1000
Tobramicina 56,9 63,3 /50
Paromomicina 1641 1789 1500
Netilmicina 55,5 62,1 /50
Sisomicina 54,1 59.4 /50
Micronomicina 57,3 65,1 /50
Higromicina B 560 610 /500

6.3. MATERIALES

Se requieren los siguientes reactivos/materiales: H>O ultrapura (18,2 mega-ohmios); acido
acético, MeOH, MeCN y n-hexano de calidad HPLC; acido heptafluorobutirico
(HFBA)>99,5 %; TCA, A.R.; NaOH; HCIl, A.R.; unidad de filtro desechable (0,45 pm);
cartucho Oasis HLB (3 cc/60 mg); kit de prueba de pH (pH entre 4~10).

6.3.1. Muestra de control negativo

Se considera control negativo a una muestra de material en blanco (“blanco”) previamente
analizada sin que se hayan detectado aminoglucésidos. Debe obtenerse de animales de los que
se conozca su historial veterinario/de tratamiento (si esta disponible) o, de lo contrario crearse
a partir de varias muestras en blanco de la misma matriz y especie que la muestra que se desea
confirmar.

6.3.2. Patron de matriz adicionada previamente a la extraccion (matriz pre)

En este procedimiento, las muestras de control negativo se adicionan al principio del
procedimiento analitico con los analitos que vayan a determinarse, lo cual resulta util para la
calibracion y cuantificacion de los analitos de interés en las muestras.

6.3.3. Patron de matriz adicionada después de la extraccion (matriz post)

Se trata de muestras de control negativo que pasan a través de todo el procedimiento de
extraccion y luego se adicionan con los analitos de interés antes de la deteccion (patrones
ajustados a la matriz). Pueden utilizarse para determinar la recuperacion del analito.

6.3.4. Blanco de reactivo (o “blanco de procedimiento”)

En este caso, se sigue todo el protocolo de analisis, pero sin la inclusion de ningun material de
muestra o analitos. El blanco se utiliza para comprobar la posible contaminacion derivada de
los reactivos, los instrumentos o el entorno de laboratorio.
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6.3.5.

Materiales de referencia

Para este ensayo no es necesario ningun material de referencia certificado, sino que deben
incluirse mas bien controles negativos y patrones de matriz adicionados antes y después de la
extraccion para asegurar la validez.

6.3.6.

a)

b)

d)

g)

20

Solventes
Solucion acuosa de TCA al 5 % (p/v)

Se pesan 50,0 g de TCA, se afladen a un vaso de precipitados y se disuelven
en ~900 ml de H,O ultrapura.

Se transfiere el contenido a un matraz aforado de 1 litro y se rellena hasta la marca con
H,O ultrapura.

Debe prepararse una solucion nueva para cada ensayo.

HFBA de 0,2 mol/l

Se disuelven 13 ml de HFBA en H,O ultrapura para obtener un volumen final de 500 ml.
Esta solucion se mantiene estable hasta 6 meses a 4 °C.

HFBA de 0,02 mol/l

Se disuelven 1,3 ml de HFBA en H,O ultrapura para obtener un volumen final de 500 ml.
Esta solucion se mantiene estable hasta 6 meses a 4 °C.

MeCN:0,15M HFBA (4:1, v/v)

Se anaden 400 ml de MeCN y 75 ml de HFBA de 0,2 mol/l a 25 ml de H,O ultrapura
y se mezcla bien.
Debe prepararse una solucion nueva para cada ensayo.

Solucién acuosa de NaOH de 100 g/l

Se disuelven 100 g de NaOH en H,O ultrapura, y se completa hasta un volumen final
de 1000 ml.
Debe prepararse una solucion nueva para cada ensayo.

Solucion de HCI de 0,2 mol/l

Se disuelven 5 ml de HCI en H,O ultrapura, y se completa hasta un volumen final de
300 ml.
Debe prepararse una solucion nueva para cada ensayo.

Solucion de NaOH (pH 8,5)

Se disuelve NaOH de 100 g/l para obtener una concentracion de 10 g/l, y luego se
ajusta el pH a 8,5 mediante la adicion de HCI de 0,2 mol/l.
Debe prepararse una solucion nueva para cada ensayo.



h) Fases moviles

e MeCN que contenga 20 mM de HFBA; se prepara mediante la adicion de 1,3 ml de
HFBA a 500 ml de MeCN y mezclandolo bien.

e MeCN:HO (5:95, v/v) que contenga 20 mM de HFBA; se prepara mediante la adicion
de 2,6 ml de HFBA a 50 ml de MeCN y 950 ml de H,O y mezclandolo bien.

e MeCN:H;O (50:50, v/v) que contenga 20 mM de HFBA; se prepara mediante la
adicion de 2,6 ml de HFBA a 500 ml de MeCN y 500 ml de agua y mezclandolo bien.

e Debe prepararse una solucion nueva de todas ellas para cada ensayo.

6.3.7. Patron y soluciones patron

Se requieren patrones analiticos de gran pureza (cuadro 12).

CUADRO 12. LISTA DE MEDICAMENTOS ESTUDIADOS, SU PUREZA Y POSIBLE FUENTE

Compuesto Pureza Productor/Fuente
Sulfato de apramicina 98,5 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania
Sulfato de kanamicina 94,5 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania
Gentamicina-2,5-sulfato hidrato (mezcla de 96,5 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Gentamicina C1, C2 y Cla, en proporciones
del 29,1 %, 21,3 % y 49,6 %)

Amikacina hidrato 99,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Sulfato de neomicina 90,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Sulfato de espectinomicina hidrato 96,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Sulfato de estreptomicina 98,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Dihidroestreptomicina sesquisulfato hidrato 99,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Tobramicina 93,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Sulfato de paromomicina 90,0 % Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania

Sulfato de netilmicina 93,0 % European Pharmacopoeia, Francia
Sisomicina 98,0 %  Toronto Research Chemicals Inc., Canada

Sulfato de micronomicina 60,7 % International Laboratory, EE.UU.

Higromicina B 60,0 % Sigma-Aldrich, EE.UU.

a) Solucion madre
Téngase en cuenta lo siguiente:

e Para los patrones que se suministran como sales e hidratos, hay que ajustar la masa
pesada, de manera que solo se tenga en cuenta la masa de la base libre.

e La solucion de dilucion se prepara mezclando MeCN:H,O:4cido acético (20:78:2,
v/v/v). Se preparan soluciones madre individuales de los 16 AG (100 pg/ml, excepto
para la gentamicina, que es de 80 pg/ml) en solucion de dilucion de
MeCN:H,0:4cido acético (20:78:2, v/v/v).

e Las soluciones patron madre se transfieren a tubos de plastico y se almacenan
entre 2 °C y 4 °C, hasta un maximo de 6 meses.

e Se prepara la solucion de ajuste de cada analito (10 pg/l) mediante la dilucion de
soluciones madre individuales con una mezcla de MeCN:H,0:4cido acético (20:78:2,
V/VIV).
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b) Solucion patron adicionada

e Se prepara una mezcla adicionada del patron (para enriquecer tres matrices/muestras)
diluyendo cada solucion madre individual de los 16 AG con MeCN:H;0O:4cido
acético (20:78:2, v/v/v) en las concentraciones adecuadas para obtener un volumen
final de 50 ml.

e Cuando se necesite una mezcla menos enriquecida, se preparard una dilucion
adicional de los AG.

e Las soluciones se guardan en tubos de plastico a entre 2 °C y 4 °C; son estables
durante 1 mes.

¢) Mezcla adicionada del patron de los AG de interés para el mtsculo porcino

La solucion patron utilizada para adicionar al musculo porcino se indica en el cuadro 13.

CUADRO 13. PREPARACION DE LA SOLUCION DE ENRIQUECIMIENTO PARA EL MUSCULO
PORCINO

Compuesto LMR/Nivel indicativo Concentracion de la Alicuota Concentracion de cada
— sustancias no sujetas solucion individual tomada (ml) compuesto en la
aun LMR (ug/kg) (mg/1) mezcla resultante
(mg/1)
Estreptomicina 500 100 6,25 12,5
Dihidrostreptomicina 500 100 6,25 12,5
Neomicina 500 100 6,25 12,5
Paromomicina 500 100 6,25 12,5
Kanamicina 40 100 0,50 1,0
Amikacina /(100) 100 1,25 2,5
Tobramicina /(50) 100 0,625 1,25
Espectinomicina 100 100 1,25 2,5
Apramicina 60 100 0,75 1,5
Gentamicina C1 50 80 (total GENT) 2,50 1,16
Gentamicina C2 50 1,98
Gentamicina Cla 50 0,85
Higromicina B /(500) 100 6,25 12,5
Netilmicina /(50) 100 0,625 1,25
Sisomicina /(50) 100 0,625 1,25
Micronomicina /(50) 100 0,625 1,25

d) Mezcla adicionada del patron de los AG de interés para el higado porcino

La solucion patrén utilizada para adicionar al higado porcino se prepara como se indica en el
cuadro 14.
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CUADRO 14. PREPARACION DE LA SOLUCION DE ENRIQUECIMIENTO PARA EL HIGADO
PORCINO

Compuesto LMR/Nivel Concentracion de Alicuota tomada Concentracion de cada
indicativo — la solucion (ml) compuesto en la
sustancias no individual (mg/1) mezcla resultante
sujetas a un LMR (mg/1)
(ng/kg)
Estreptomicina 500 100 5 10
Dihidrostreptomicina 500 100 5 10
Neomicina 500 100 5 10
Paromomicina 1500 100 15 30
Kanamicina 40 100 0,4 0,8
Amikacina /(100) 100 2
Tobramicina /(50) 100 0,5 1
Espectinomicina 100 100 1 2
Apramicina 100 100 0,6 1,2
Gentamicina C1 100 80 (total GENT) 4 1,86
Gentamicina C2 100 3,17
Gentamicina Cla 100 1,36
Higromicina B /(500) 100 5 10
Netilmicina /(50) 100 0,5 1
Sisomicina /(50) 100 0,5 1
Micronomicina /(50) 100 0,5 1

e) Mezcla adicionada del patron de los AG de interés para el rifion porcino

La solucion patron utilizada para adicionar al rifidn porcino se prepara como se indica en el
cuadro 15.

CUADRO 15. PREPARACION DE LA SOLUCION DE ENRIQUECIMIENTO PARA EL RINON PORCINO

Compuesto LMR/Nivel Concentracion Alicuota tomada Concentracion de cada
indicativo — de la solucién (ml) compuesto en la mezcla
sustancias no individual resultante (mg/1)
sujetas a un LMR (mg/1)
(ngrke)

Estreptomicina 1000 100 2,5 5

Dihidrostreptomicina 1000 100 2,5 5
Neomicina 5000 100 12,5 25
Paromomicina 1500 100 3,75 7,5
Kanamicina 40 100 0,1 0,2
Amikacina /(100) 100 0,25 0,5
Tobramicina /(50) 100 0,125 0,25
Espectinomicina 500 100 1,25 2.5
Apramicina 100 100 0,25 0,5
Gentamicina C1 200 80 (total GENT) 2 0,93
Gentamicina C2 200 1,59
Gentamicina Cla 200 0,68
Higromicina B /(500) 100 1,25 2,5
Netilmicina /(50) 100 0,125 0,25
Sisomicina /(50) 100 0,125 0,25
Micronomicina /(50) 100 0,125 0,25

6.3.8. Equipo

Tubos de polipropileno con tapén de rosca (15 ml y 50 ml); balanza analitica (0,1 mgy 0,01 g);
mezclador de alta velocidad (IKA® T25 digital ultra—turrax™); dispersante (IKA S25N-25F);
pipetas calibradas de microlitro (10 pl—1000 pl); mezclador de vortice; agitador orbital (IKA-
KS260); ultrasonicador; medidor de pH (sensION+DO6); centrifuga refrigerada de alta
velocidad (Beckman Coulter AllegraTM X-22R); evaporador de nitrégeno (N-EVAPTM 112);
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colector de vacio para extraccion en fase solida con control de flujo de PTFE; bomba de vacio
(GM-0,33A); sistema de produccion de H,O ultrapura (Milli—-Q Plus pure system); matraces
aforados (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml y 1000 ml); papel de aluminio; viales color ambar para
muestreador automético y tapones con membrana de PTFE; sistema de CL-ESI-EM/EM.

En los cuadros 16 y 17 se resumen las condiciones 6ptimas de CL y EM del método, asi como
las caracteristicas fisicoquimicas de los analitos.

CUADRO 16. CONDICIONES OPTIMAS DE CL Y EM UTILIZADAS

Sistema Sistema Agilent serie 1100 equipado con desgasificador automatico, bomba cuaternaria y cargador
automatico de muestras; API 3000 LC-MS/MS

Columna Waters Atlantis® dC18 (2,1x150 mm, 5 pm)

Volumen de inyeccion 30 ul

Temperatura columna 30°C

Caudal 0,4 ml/min

Modo EM ESI

Fase movil A: MeCN con 20 mM de HFBA

C: MeCN:H,O0 (5:95, v/v) con 20 mM de HFBA
D: MeCN:H,O (50:50, v/v) con 20 mM de HFBA

Tiempo (min) C (%) D (%) A (%)
0,00 90 10 0

1,00 90 10 0
5,00 50 50 0
8,00 50 50 0
11,00 35 65 0
11,10 0 5 95
13,90 0 5 95
14,00 90 10 0
18,00 90 10 0

CUADRO 17. PESOS MOLECULARES (PM), TRANSICIONES DE IONES Y VOLTAJES DE LA EM
ASOCIADOS DE LOS AGS

Compuesto PM Ion Ion DP (V) EP(V) CXP CE
precursor producto V) V)
(m/z) (m/z)
Apramicina 539,6 540,4 *378,3 105 4,2 23 25
217,2 13 40
Amikacina 585,6 586,3 *4252 90 4,2 27 29
264,1 17 38
Espectinomicina 3323 3513 *333,2 60 10,0 23 26
98,2 6 44
Neomicina 614,6 6154 *161,2 155 4,3 10 44
293,0 17 36
Tobramicina 467,5 468,3 *163,2 65 10,0 10 36
324,1 19 23
Gentamicina Cla 449,5 450,3 *160,1 85 5,0 9 34
322,1 20 20
Gentamicina C2 463,6 464,3 *322,1 85 5,0 20 20
160,1 9 34
Gentamicina C1 477,6 478,3 *157,2 100 4,5 10 30
3222 20 21
Kanamicina 4845 4853 *163,2 80 4,3 9 39
324,1 19 25
Higromicina B 527,5 5282 *177,2 95 10,0 10 44
3522 20 35
Dihidrostreptomicina 583,6 584,2 *263,1 145 9,5 14 46
246,2 14 56
Paromomicina 615,6 616,3 *163,2 135 9,0 11 52
293,0 17 35
Estreptomicina 581,6 600,3 *582,2 125 4,5 34 26
263,1 16 52
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Compuesto PM Ion Ion DP (V) EP(V) CXP CE

precursor producto V) V)
(m/z) (m/z)
Netilmicina 475,6 476,4 *299.5 65 7,2 21 31
191,4 11 36
Sisomicina 4475 4485 *322,4 50 7,0 20 20
271,5 19 27
Micronomicina 463,6 464,6 *322.4 90 7,6 22 21
160,3 15 33
*Seleccionado como ion cuantitativo
Tratamiento de datos Analyst 1.4.1 o superior

Otras condiciones adicionales son las siguientes: tiempo de permanencia de 40 ms; potencial de
enfoque de 350 V; gas nebulizador de 12 psi; cortina de gas = 8 psi; gas de colision = 6 1/min;
voltaje de pulverizacion iénica = 3500 V; temperatura de la fuente de iones = 500 °C.

6.4. CONTROL AMBIENTAL

e La extraccion y limpieza deben llevarse a cabo en condiciones de iluminacion sin UV
(luz amarilla).

o Cuando se saquen de la zona de luz amarilla, los extractos deben protegerse de la luz
UV (por ejemplo, utilizando vidrio de color ambar o envolviéndolos en papel de
aluminio).

6.5. PREPARACION Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Debe adoptarse el procedimiento de preparacion y andlisis de muestras que se describe a
continuacion, utilizando las concentraciones que figuran en el cuadro 18.

a)

b)

d)

Se homogeneizan muestras de tejido porcino (musculo, higado y rifién) hasta
formar una pasta con un mezclador de alta velocidad. Se almacenan las muestras a
-20 °C £ 5 °C en recipientes de plastico y se analizan antes de que pasen 3 meses.
La muestra debe devolverse inmediatamente al almacenamiento en frio después
de realizarse un submuestreo. El andlisis debe realizarse tan pronto como sea
posible después del submuestreo, o bien las muestras deberan volverse a
almacenar a -20 °C = 5 °C.

Se pesan 5 g + 0,1 g de muestra preparada por duplicado y se transfieren a sendos
tubos de polipropileno de 50 ml.

En el caso de los controles negativos y los patrones de matrices adicionadas
previamente a la extraccidn, se pesan como en el paso b) y se adicionan con los
volumenes correspondientes del patron de enriquecimiento. Debe utilizarse un
minimo de cuatro niveles de calibracion (mds blanco), junto con un patrén de
matriz adicionado previamente a la extraccion idéntico en cada nivel. Los niveles
de concentracion deben espaciarse de modo equidistante y elegirse de manera que
la concentracion prevista de la muestra se situie en medio de la curva de
calibracion.

Para cada extracto de patron de matriz adicionado previamente a la extraccion,
debe prepararse un control negativo adicional que haya pasado por el
procedimiento de extraccién (patron de matriz adicionada después de la
extraccion) y etiquetarse como matriz post.

Se afiaden 10 ml de TCA al 5% (p/v) a la muestra y se homogeneiza
completamente a 10 000 rpm durante 1 minuto, y se centrifuga a 8000 rpm
durante 5 minutos. Se transfiere el extracto a otro tubo de polipropileno de 50 ml.
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g)

h)

3

k)

)

p)

o))

Se repite el procedimiento de extraccion usando 10 ml de TCA al 5%, y se

combinan los sobrenadantes del TCA en el tubo de polipropileno de 50 ml.

Se afiaden 5 ml de cada HFBA de 0,2M y n-hexano a los sobrenadantes del TCA;

se cubren los tubos con papel de aluminio, se colocan en un agitador orbital y se

mezclan durante 30 minutos a > 360 rpm.

Se centrifugan los tubos a 8000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, se

retira la fase superior de n-hexano y se utiliza para la limpieza.

Se coloca un cartucho HLB de extraccion en fase solida en el colector de vacio, se

acondiciona con 3 ml de MeOH, 3 ml de H,O y 3 ml de HFBA de 0,2M y se deja

que fluyan los solventes por gravedad. Se desecha el eluido.

Se cargan 5 ml de la capa superior del extracto del paso h) en el cartucho

acondicionado y se deja que fluya a I ml/min. Se recoge el extracto en un tubo de

polipropileno de 15 ml y se ajusta el pH a 8,5 + 0,2 con 100 g/l de NaOH (unas 9

gotas) y HCl de 0,2 mol/l.

Se coloca otro cartucho HLB de extraccion en fase solida en el colector de vacio,

se acondiciona con 3 ml de MeOH, 3 ml de H,O, 3 ml de HFBA de 0,2M y 3 ml

de soluciéon de NaOH de pH 8,5 y se deja que fluya la elucion por gravedad. Se

desecha el eluido.

Se carga el extracto de pH 8,5 + 0,2 del paso k) en el cartucho acondicionado y se

deja que fluya a 1 ml/min. Se desecha el eluido.

Se unen los dos cartuchos de HLB con juntas de vacio y se enjuagan con 5 ml de H,O

ultrapura. Se secan los dos cartuchos a menos de 15 mmHg durante 10 minutos.

Se eluyen los residuos de AG de los dos cartuchos con 6 ml de MeCN:HFBA

de 0,15M (8:2, v/v) a 1 ml/min, y se recoge el eluido en un nuevo tubo de

polipropileno de 15 ml.

Se reduce el eluido recogido a aproximadamente 0,3 ml usando el evaporador de

nitrégeno a una temperatura de 40 °C.

Para preparar los patrones de matrices adicionadas después de la extraccion, se

toman las muestras residuales de 0,3 ml del paso d) etiquetadas como matrices

post y se aflade el patron de adicion para que coincida con las matrices pre

preparadas en el paso c), como se detalla en cuadro 18.

Se reconstituye el residuo (del paso 0)) a 1 ml mediante la adicion de HFBA

de 20 mM vy se agita durante 30 segundos. Se transfiere la muestra a un vial con

tapa de rosca de muestreador automatico.

Se procesan las muestras y los controles en el equipo de CL-ESI-EM/EM en la

secuencia siguiente:

1)  Seinyectan las matrices post en orden creciente de concentracion.

11)  Se inyectan las matrices pre también en orden creciente de concentracion.

iii))  Se lava la columna inyectando un blanco.

iv)  Seinyectan las muestras.

v)  Después de la 10* muestra, se inyecta una matriz pre seguida de otro lavado
(inyeccion de blanco).

vi)  Se inyecta otra serie de matrices post (en orden creciente de concentracion).

vil) Se inyecta otra serie de matrices pre también en orden creciente de
concentracion.

viii) Se inyecta un lavado final.



CUADRO 18. PREPARACION DE LOS PATRONES DE CONTROL Y LOS NIVELES DE REFERENCIA

Identificacion del control Nivel de enriquecimiento de la matriz pre
(ng/kg)

Blanco de reactivo 0
Matriz pre 0 0
Matriz pre 1 0,5 LMR/Nivel indicativo
Matriz pre 2 1,0 LMR/ Nivel indicativo
Matriz pre 3 1,5 LMR/ Nivel indicativo
Matriz pre 4 2,0 LMR/ Nivel indicativo

6.6. CUALIFICACION DEL FUNCIONAMIENTO

Antes de iniciar la secuencia de CL-ESI-EM/EM, debe comprobarse que se cumple lo
siguiente:

a) Ancho aproximado de la linea de base de la matriz pre 1 para cada analito: <I.
b) Relacion sefial/ruido aproximada de la matriz pre 1 para cada analito: >5:1.

c) Resolucion de la gentamicina C2/micronomicina: >50 %.

d) Deriva del tiempo de retencion (matriz pre 1 de principio a fin de carrera) <5 %.
e) Deriva del area de pico (matriz pre 1 de principio a fin de carrera): <30 %.

f)y Coeficiente de regresion de la matriz pre (r°) para cada analito: >0,97.

6.7. CALCULO DE LOS RESULTADOS
Obsérvese lo siguiente:

a)  Las curvas de calibracion de las matrices pre se preparan a partir del area de pico
con relacion a la concentracion de cada analito/transicion y se calcula el valor r°.

b) Las curvas de respuesta de las matrices post se preparan a partir del area de pico
con relacidn a la concentracion de cada analito/transicion.

c) Las recuperaciones se calculan mediante la comparacion de las pendientes de las
curvas de las matrices pre y post.

d) Las comprobaciones de la idoneidad del sistema se realizan utilizando
estreptomicina como marcador.

e) Si la muestra contiene un pico en el tiempo de retencion (RT) tipico para
cualquiera de los analitos, se calcula la concentracion de los analitos a partir de las
curvas de calibracion de las matrices pre mediante la formula siguiente:

Donde:
Y es el area del pico; m la pendiente y x la concentracion; c el intercepto.

Se utiliza el calculo siguiente:
area del pico de la muestra - c

Concentracion (ug/kg —1) = —m@m@M ... ... (2)

m
f) Se compara la diferencia entre el resultado de muestras idénticas con la

repetibilidad indicada en el documento de validacion.

27



g)

Se compara la relacion de las concentraciones calculadas de cada grafica con las
tolerancias que figuran en la Decision de la Comision 2002/657/CE del
Consejo [4]. Si las relaciones estan dentro de las tolerancias especificadas para el
numero requerido de puntos de identificacion, entonces se confirma la identidad
del analito.

En el cuadro 19 figura informacion detallada sobre la validacion del método.
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7. METODO DE CL-EM/EM PARA LA DETERMINACION DE RESIDUOS DE
BENCIMIDAZOL EN PRODUCTOS ANIMALES

7.1. PRINCIPIO

Las muestras se extraen con carbonato de potasio y acetato de etilo y se desgrasan utilizando
hexano. La medicion cualitativa y cuantitativa de los residuos se realiza mediante CL-ESI-
EM/EM con o sin patréon interno ( 1 Ce—tiabendazol).

7.2. AMBITO DE APLICACION

Este método de CL-ESI-EM/EM es adecuado para la determinaciéon de bencimidazol (BZ),
probenzimidazoles y sus metabolitos en productos de origen animal, entre ellos carne de
cerdo, carne de cordero, higado, leche y pescado. Los bencimidazoles, probencimidazoles y
sus metabolitos son los siguientes: 5-hidroxi-tiabendazol (TBZ-5-OH), tiabendazol (TBZ),
albendazol-2-aminosulfona (ABZ-NH,—S0,), sulféxido de albendazol (ABZ-SO),
oxibendazol (OXI), oxfendazol (OXF), albendazol sulfona (ABZ-SO,), albendazol (ABZ),
febantel, tiofanato etilo, fenbendazol sulfona (FBZ—SO,) y fenbendazol (FBZ). El limite de
deteccion y el limite de cuantificacion son de 0,75 pg/kg y 2,5 ng/kg, respectivamente.

7.3. MATERIALES

Se requiere lo siguiente: H,O, grado analitico, MeCN, calidad HPLC, n-hexano, acetato de
etilo, MeOH vy acetona; acido férmico, acido acético, GR; MgSQOy anhidro, acetato de sodio
anhidro, AR; adsorbente para extraccion en fase solida (PSA); patrones analiticos:
ABZ, 99,0 %, ABZ-SO, 98,5 %, ABZ-SO,, 99,0 %, ABZ—NH,—S0O,, >99 %, TBZ, 98,5 %,
TBZ-5-OH, 99,5 %, OXI, 98,5%, OXF, 99,0%, FBZ, 99,0 %, FBZ-SO,, >99 %,
febantel, 99,0 % vy tiofanato etilo, 99,0 %. Otros materiales: filtro de membrana, 0,22 pum;
HPLC-ESI-EM/EM; homogeneizador; mezclador de vortice; supercentrifuga; ultrasonicador;
evaporador de nitrogeno/rotativo; y balanza analitica.

7.3.1. Soluciones patron

e Se preparan 100 mg/l de solucion madre mixta en MeOH y se diluye hasta soluciones
patrén de trabajo (~ 10 mg/l) inmediatamente antes de su uso.

e Las soluciones patron se almacenan en refrigerador a 4 °C.

o También hay que preparar patrones de trabajo ajustados por matrices usando muestras
de higado en blanco.

7.4. PROCEDIMIENTO
7.4.1. Extraccion y limpieza de los tejidos musculares y hepaticos

a)  Se anaden 50 ug/l de patrén interno, 3 g de sulfato de sodio, 3 ml de carbonato de
potasio de 2 M y 15 ml de acetato de etilo a 5 g de tejido muscular o hepatico
homogeneizado en un tubo de centrifuga de 50 ml.

b)  Se agita en un mezclador de voértice durante 2 minutos y se centrifuga durante 5
minutos a 5000 rpm.

¢)  Se decanta el sobrenadante en un matraz de decantacion de 100 ml.

d)  Se repite el procedimiento de extraccion una vez usando 15 ml de acetato de etilo.

e) Se evaporan las fases organicas recogidas hasta sequedad en atmodsfera de
nitrégeno (a 45 °C).

31



Se afiaden 3 ml de MeCN y 5 ml de n-hexano al residuo seco y se agita
durante 2 minutos con un ultrasonicador antes de transferir el contenido a un tubo
de centrifuga de 10 ml.

Se centrifuga durante 5 minutos a 5000 rpm y se desecha la capa superior.

Se afiaden 5 ml de n-hexano a la capa restante para desgrasar el extracto.

Se evapora la capa de MeCN hasta sequedad en atmosfera de nitrogeno (a 45 °C)
y se vuelve a disolver el residuo en 1 ml de MeCN.

Se afiaden con la pipeta 100 pl de la solucion del paso i) a 900 pl de
MeCN:H,0 (30:70, v/v) y se pasa el material a través de un filtro de 0,22 pum.

Se inyecta en el equipo de CL-EM/EM para su analisis.

7.4.2. Extraccion y limpieza de muestras de leche

a)
b)

c)
d)

€)
f)

g)
h)
i)
j)
k)
1)

Se pesan 5 ml de muestra de leche y se afiaden a tubos de centrifuga de
polipropileno de 50 ml.

Se afiaden 50 pg/l de solucion patréon y 20 ml de MeCN que contenga acido
acético al 0,5 %.

Se agita en un mezclador de vortice durante 2 minutos.

Se anade acetato de sodio anhidro (1,5 g) y sulfato de sodio anhidro (6,0 g) a cada
tubo y se agita vigorosamente durante 2 minutos.

Se centrifuga durante 5 minutos a 5000 rpm.

Se aspiran 4 ml del sobrenadante y se evapora hasta sequedad en atmosfera de
nitrogeno (a 45 °C).

Se disuelve el residuo en 2 ml de MeOH y se anaden 50 mg de PSA.

Se agita en el vortice durante 2 minutos.

Se centrifuga de nuevo durante 5 minutos a 5000 rpm.

Se evapora una alicuota de 1 ml de sobrenadante hasta sequedad en atmosfera de
nitrégeno (a 45 °C) y se reconstituyen los residuos en 1 ml de MeCN:H,O (30:70, v/v).
Se pasa el material a través de un filtro de 0,22 um.

Se inyecta el contenido en el equipo de CL-EM/EM para su analisis.

7.4.3. Condiciones de la HPLC

Las condiciones son las siguientes: columna de andlisis cromatografico Eclipse-x DB-
C18 (50 mm x 4,6 mm 1,8 pm); caudal de 0,3 ml/min; volumen de inyeccion de 10 pl;
temperatura de la columna: 26 °C; fase movil: MeCN y solucion de 0,005 M de acido formico
en modo de gradiente (cuadro 20).

CUADRO 20. FLUJO DEL GRADIENTE DE LA FASE MOVIL DE LA HPLC

Tiempo (min) A: MeCN (%) B: éacido formico de 0,005 M (%)
0 85 15
5 20 80
8,5 20 80
8,6 85 15
14 85 15
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7.4.4. Parametros de la EM

o Se utiliza el modo de ionizacion con electrospray con escaneado MRM, con nitrogeno
como gas de nebulizacion, de colision, de cortina y calentador.

e Las condiciones optimizadas de funcionamiento del ESI (+) — de la EM/EM son las
siguientes: potencial de enfoque: 400 V; potencial de entrada: 10 V; potencial de
salida de la célula de colision: 4 V; temperatura: 450 °C; voltaje electrospray: 4500 V;
gas 1: 50 psi; gas 2: 60 psi; gas de cortina: 30 psi; gas de colision: 10 psi; tiempo de
permanencia: 50 ms.

e Los parametros de tolerancia y de la EM/EM para los bencimidazoles se muestran en
el cuadro 21 y el cuadro 22, respectivamente.

7.4.5. Evaluacion de los resultados
a) Determinacion cualitativa
e Se selecciona para cada compuesto un ion primario y dos subiones.

e Se mantiene el tiempo de retencion (RT) al + 2,5 % de los respectivos iones patroén y
los errores maximos permisibles de las abundancias relativas de iones como figura en
el cuadro 21.

CUADRO 21. ABUNDANCIAS RELATIVAS DE IONES (%) Y ERRORES MAXIMOS PERMISIBLES

Abundancias relativas de iones % >50 20-50 10-20 <10
Errores maximos permisibles % +20 +25 +30 +50

b) DETERMINACION CUANTITATIVA

e Se preparan las curvas patron para cada analito mediante el andlisis de muestras
negativas adicionadas por duplicado con soluciones patrén de cada uno de los 12
analitos a los 7 niveles diferentes de concentracion.

e Se cuantifica cada compuesto con referencia al pico del area de respuesta del patron
interno.

c) Calculo

Las concentraciones del analito se expresan como X (mg/kg), calculadas con la formula
siguiente:

ml X 1000
X = —]

m X 1000

. (4)
Donde

ml es el peso del analito en la curva de calibracion (ug); m es el peso de la muestra (g); y #n es
el factor de dilucion.
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7.4.6. Criterios de aceptabilidad
e Serecomienda el uso de muestras en blanco y de referencia en el analisis de rutina.

e Solo se aceptaran resultados con recuperaciones de entre el 70 % y el 110 %; de lo
contrario, debe detenerse el analisis y determinarse el origen de los problemas.

CUADRO 22. IONES CUALITATIVOS Y CUANTITATIVOS* Y PARAMETROS ANALITICOS
PERTINENTES

Compuesto Transicion Potencial Energia de TR
(m/z) desolvatacion colision /min
v v
ABZ 226/234,1* 45 31 8,24
222/191,1 48
ABZ-SO 282,3/208,1* 33 37 6,26
282,3/191,1 45
ABZ-S0, 298,3/159,1* 44 53 7,19
298,3/224,1 40
TBZ 202,2/175,1%* 50 37 3,61
202,2/131,2 48
TBZ-5-OH 218,1/191,1* 48 37 1,93
218,1/147,2 50
OXI 250,2/218,0* 41 30 7,07
250,2/176,2 43
OXF 316,3/159,1* 48 51 7,07
316,3/191,2 32
FBZ 300,3/268,1* 44 35 8,89
300,3/159,1 52
FBZ-SO0, 332,2/159,1* 50 58 7,82
332,2/300,2 36
ABZ-NH,-S0O, 240,1/133,2* 45 44 2,72
240,1/198,2 30
Febantel 447,2/280,1* 37 48 10,2
4472/227,1 48
Thiofanato etilo 371,3/151,0%* 34 34 9,11
371,3/104,0 48

34



8. DETECCION DE RESIDUOS DE ALBENDAZOL EN LA CARNE
8.1. PRINCIPIO

El albendazol (ABZ), extraido y purificado a partir de muestras de carne, compite con ABZ
conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) en una placa de ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). Después del lavado, los residuos de HRP
catalizan el sustrato, lo que da lugar a un cambio de color. La intensidad del color es
inversamente proporcional a la concentracion de ABZ en las muestras.

8.2. AMBITO DE APLICACION

Este método es adecuado para el cribado de ABZ y sus metabolitos en productos alimentarios
de origen animal, como carne de cerdo, carne de cordero, higado, leche y pescado. Los residuos
de interés son sulfoxido de albendazol (ABZ-SO), albendazol sulfona (ABZ-SO,) y ABZ.

8.3. MATERIALES
Los componentes del kit de analisis son los siguientes:

Placa de microtitulacion de 96 pocillos recubierta con inmunoglobulina G de conejo (IgG)
contra ABZ; soluciones patron de ABZ; peroxidasa conjugada; tampén de lavado
concentrado (x10); tampon de citrato; sustrato; solucion diluyente concentrada (x20); solucion
de paro; sobre de pléstico; contenedor de almacenamiento. Otros reactivos necesarios para el
inmunoensayo son los siguientes: HCl de 0,01 M; NaOH de 5 M; HCl de 5 M; agua destilada;
sulfoxido de dimetilo (DMSO); tampon fosfato salino (PBS).

8.3.1. Equipo

Se requiere lo siguiente: homogeneizador; supercentrifuga; micropipetas de precision
de 50 ul, 100 pul y 200 pl; micropipeta multicanal de 50 pul a 200 pl; lector de placas de
microtitulacion con filtro de 450 nm.

8.4. PROCEDIMIENTO
8.4.1. Preparacion/extraccion y analisis de la muestra
8.4.1.1. Higado

a) Sepesal gde higado y se afiade a un tubo de centrifuga de 50 ml.

b)  Se afiaden 10 ml de PBS que contenga un 10 % de DMSO.

¢)  Se homogeneiza durante 30 minutos con un equipo Ultra-Turrax o similar.
d)  Se centrifuga el homogeneizado a 4500 rpm durante 5 minutos.

e) Se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo de ensayo.

f)  Serepiten los pasos b) a e).

g)  Se combinan los sobrenadantes y se mezclan bien.

h)  Se centrifuga 1 ml del sobrenadante a 10 000 rpm durante 5 minutos.

i)  El sobrenadante limpio esta listo para la deteccion.
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8.4.1.2. Carne, incluida la de pescado

a)  Sepesan 2 g de muestra de carne y se afiaden a un tubo de centrifuga de 50 ml.
b)  Seanaden 10 ml de PBS que contenga un 10 % de DMSO.
¢)  Se homogeneiza durante 30 minutos con un equipo Ultra-Turrax o similar.
d)  Se centrifuga el homogeneizado a 4500 rpm durante 5 minutos.
e) Se transfiere el sobrenadante a otro tubo de ensayo.
f)  Serepiten los pasos b) a e).
g) Se combinan los sobrenadantes y se centrifuga (1 ml) a 10000 rpm
durante 5 minutos.
h)  El sobrenadante limpio est4 listo para la deteccion.
8.4.1.3. Leche
a)  Se mide 1 ml de muestra de leche y se afiade a un tubo de 50 ml.
b)  Seafiaden 10 ml de PBS que contenga un 10 % de DMSO.
¢)  Se homogeneiza durante 30 minutos con un equipo Ultra-Turrax o similar.
d)  Se centrifuga el homogeneizado a 4500 rpm durante 5 minutos.
e) Se transfiere el sobrenadante a otro tubo de ensayo.
f)  Se centrifuga 1 ml del sobrenadante a 10 000 rpm durante 5 minutos.
g)  El sobrenadante limpio esta listo para el andlisis/deteccion.

Para el analisis:

h)

Hay que dejar que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente. Una vez
iniciado el procedimiento, deben completarse todos los pasos sin interrupcion.

Se afiaden 200 pl de agua destilada a los pocillos de blanco.

Se afiaden 50 pl de agua destilada a los pocillos de unién maxima.

Se afiaden 50 pul de cada patron a los pocillos de patréon.

Se afiaden 50 pl de cada muestra a los pocillos de muestra.

Se afiaden 50 pl de conjugado enzimatico a cada pocillo, excepto los pocillos de
blanco.

Se agita suavemente la placa.

Se incuba la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente (de 20 °C a 25 °C).
Se vacian todos los pocillos después de la incubacion.

8.4.1.4. Secuencia de lavado

a)

b)
c)

Se llenan completamente todos los pocillos con solucion de lavado; se vacian los
pocillos invirtiendo la placa, apretando la matriz de plastico en el centro para
evitar que se salgan las tiras.

Se repite el procedimiento de lavado 4 veces.

Se eliminan las gotas residuales sacudiendo la placa vigorosamente contra una
toalla de papel.

8.4.1.5. Revelado

a)
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Se prepara la solucion de revelado mediante la dilucioén de 1 parte de cromdgeno
con 9 partes de tampodn de citrato.



b)

c)
d)

Con una micropipeta multicanal, se afladen 200 pl de solucion de revelado a cada
pocillo, incluidos los pocillos de blanco.

Se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

Se afiaden 50 pl de solucion de parada a cada pocillo. El color debe pasar de azul
a amarillo. Se mezcla bien.

8.4.1.6. Lectura

e Una vez bien mezclado, se mide la absorbancia con un lector de microplacas
a 450 nm.

e Se toma la medida inmediatamente después de detener el proceso de revelado.

8.4.2. Evaluacion de los resultados

Se utiliza una curva de calibracion para determinar las concentraciones desconocidas de

bencimidazol.

a)  Se calcula el valor de la absorbancia media del blanco y se resta del valor de
absorbancia de todos los pocillos.

b)  Se calcula el valor de la absorbancia media de la uniéon méaxima (B,), los patrones
y las muestras.

c¢) Se divide el valor de absorbancia media de los patrones y las muestras (B) entre el
valor de absorbancia media de la union maxima (B,) y se multiplica por 100.

d) Por tanto, la uniébn maxima sera igual al 100 %, y se citardn los valores de
absorbancia en porcentajes.

e) Se introducen los valores de B/B, (%) calculados para cada patrén en un sistema
semilogaritmico de coordenadas frente a la concentracion patron de bencimidazol;
se traza la curva patron.

f)  Se toma el valor de B/B, (%) de cada muestra y se interpola la concentracion

correspondiente a partir de la curva de calibracion.
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9. METODO ANALITICO PARA DETERMINAR SULFONAMIDAS Y
TETRACICLINAS EN MUESTRAS AMBIENTALES SOLIDAS/SEMISOLIDAS Y
ACUOSAS MEDIANTE CL-EM/EM

9.1. PRINCIPIO

Las muestras se preparan mediante la extraccion solido-liquido con limpieza por extraccion
en fase solida mediante cartucho de HLB y se concentran bajo una corriente de nitrogeno,
antes de analizarse con CL-EM/EM usando monitorizacioén de reacciones multiples (MRM) o
monitorizacion de reacciones seleccionadas (SRM), barrido de iones producto, barrido de
iones precursores y barrido de pérdidas neutras constantes.

9.2. AMBITO DE APLICACION

Este procedimiento operativo normalizado sirve para la determinacion de residuos de
sulfonamida y tetraciclina en multiples muestras ambientales mediante CL-EM/EM.

Las matrices de prueba se dividen en solidas/semisolidas y acuosas. Las matrices
solidas/semisolidas son principalmente suelo, estiércol y compost de estiércol y sedimentos;
las acuosas son tierra fresca y aguas corrientes, asi como agua salina de mar.

Los analitos de interés son antimicrobianos (como tetraciclinas y sulfonamidas) utilizados en
las practicas de ganaderia y la acuicultura. La concentracion de interés es la mas baja que sea
razonablemente posible.

9.3. MATERIALES
Se requieren las siguientes sustancias quimicas, reactivos y material:

Muestras acuosas/(semi)solidas: botella de muestras, recipiente de PTFE o de pléstico
equivalente resistente al disolvente organico con tapon de rosca; tapones de botellas (con
membrana de fluoropolimero); reactivos de grado analitico.

9.3.1. Patrones/soluciones patron

a)  Soluciones patron

e Se utilizan materiales de pureza y composicion conocidas o se compran
como soluciones/mezclas con certificacion de pureza, concentracion y
autenticidad.

e Para los patrones de pureza >98 %, no es necesario corregir el peso en el
calculo de la concentracion.

b)  Solucién madre

e Se disuelve una cantidad adecuada de material de referencia analizado o de
patréon puro en un solvente apropiado (10 mg en un matraz aforado con
tapon de vidrio esmerilado de 10 ml y se completa hasta la marca con
MeOH).

e Se almacenan las soluciones patrén en la oscuridad por debajo de -10 °C
en viales con tapon de rosca con membrana de fluoropolimero o bajo un
gas no reactivo (como nitrégeno).

e Se hace una marca en el matraz en el nivel de la solucion, de manera que
pueda detectarse la pérdida de solvente por evaporacion.

e Si se evapora algo de solvente, debera reemplazarse la solucion.
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¢)  Solucién adicionada
e Se prepara a un limite de cuantificacion practico o al limite reportable.
e En este protocolo, se determina segun la formula siguiente:

cantidad (ng) X vol. dilucion (ml) +
£AMANO () ver cer en er eve ee v e e et eee ee et e e een eee ene (D)

vol.inyecciom (ul)x
y (H ) muestra

d)  Soluciones patron marcadas con is6topo
e Se preparan las normas internas correspondientes de la misma manera que
el patron analitico que esté estudiandose.

9.3.2. Equipo

Se requiere lo siguiente: homogeneizador de tejidos, mezclador de vortice; mezclador
ultrasénico; horno; desecador; balanza analitica (precision de pesada de 0,1 mg a 10 mg);
medidor de pH; papel de pH (amplia gama); ultrasonicador; cartucho con balance HLB de
extraccion en fase soélida/modo mixto; intercambio cationico (MCX) de 60 mg, Waters
Oasis, 20 cc/1 g de LP, 60 um, o equivalente; equipo de filtracion de solventes; equipo de
filtracion al vacio con colector; filtro de fibra de vidrio, filtro de microfibra de vidrio
Whatman de grado C (GF/C) con tamaio de poro de 0,45 pum; centrifuga;
pipetas/micropipetas; evaporador orbital; equipo de evaporacion de nitrégeno.

9.4.PROCEDIMIENTO
9.4.1. Preparacion de las muestras

a)  Para el andlisis se utilizan muestras, especialmente suelo con tamafio de particulas
inferior a 2 mm (de lo contrario se homogeneizan/mezclan muestras para reducir
el tamano).

b)  En el caso del estiércol solido/compost de estiércol, debe ser estiércol solido sin
antimicrobianos y compost de estiércol de granjas de produccion organica.

c) El estiércol liquido puede prepararse a partir de estiércol solido con agua
destilada. Se mezcla el estiércol s6lido con agua destilada en proporcion 1:1 (p/p)
y se agita durante 5 horas; se recoge el filtrado.

d) El suelo no debe tener antimicrobianos (donde no se hayan utilizado
medicamentos veterinarios y estiércol).

e) El suelo, los sedimentos y el estiércol/compost de estiércol para andlisis no deben
contener residuos. Debe eliminarse la mayor cantidad de agua posible mediante
centrifugado o filtrado al vacio. La muestra debe secarse durante >12 horas a 110 °C.

f)  Las muestras acuosas se filtran para el andlisis con un filtro GF/C con poro
de 0,45 um en vacio.
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9.4.2. Extraccion y concentracion

a)
b)

c)

d)

e)
f)

g)

Para extraer los analitos de interés de las muestras acuosas se utiliza la extraccion
en fase solida.

Para extraer las muestras solidas se utiliza la extraccion ultrasonica con
MeOH:tampo6n de EDTA Mcllvaine, pH = 6 (90:10, v/v).

Para eliminar coextractos/interferencias en los extractos solidos, se utiliza el
mismo procedimiento de extraccidon en fase sélida empleado para las muestras
acuosas.

Para evitar la quelacion, especialmente de las tetraciclinas, se utiliza un tampon de
EDTA Mcllvaine (pH 6) como solvente de extraccion.

Las muestras de suelo se filtran con un filtro de diatomeas Celite 545 (menos de 1 g).
Durante la preparacion y manipulacion de las muestras se utilizaran recipientes de
plastico para evitar la adsorcion, que podria contribuir a una baja recuperacion.
Para la limpieza de las muestras se utiliza material C18.

9.4.3. Resumen de la preparacion de muestras
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a) Se pesan de 3 mg a 5 mg de muestra sélida (estiércol solido).

b) Se afiade MeOH:tampdn de EDTA Mcllvaine de pH = 6 (90:10, v/v); 3 x 30 ml, y
se ultrasonica durante 20 minutos.

c) Se filtra al vacio con GF/C y material Celite 545.

d) Se carga una columna C18 de extraccion en fase solida de 1 g en un colector
(se activa y se pretrata con 5 ml de MeOH y 5 ml de tampon de EDTA
Mcllvaine de pH = 4).

e) Se filtra la muestra.

f) Se eluye la muestra con 10 ml de H,O; se desecha el eluido y se afiaden 20 ml
de acido oxalico de 0,01 M en MeOH.

g) Se seca la muestra en atmosfera de N, y se anade MeCN:H,O (10:90, v/v).
h) Se inyecta la muestra solida en el equipo de CL-EM/EM.

1) Se miden <100 ml de muestra acuosa (H,O/estiércol liquido).

j) Se filtra al vacio con GF/C y material Celite 545.

k) Se carga una columna C18 de extraccion en fase solida de 1 g en un colector
(se activa y se pretrata con 5 ml de MeOH, 5 ml de tampon de EDTA
Mcllvaine de pH = 4).

1) Se filtra la muestra.

m) Se eluye la muestra con 10 ml de H,O; se desecha el eluido y se afiaden 20 ml
de acido oxalico de 0,01 M en MeOH.

n) Se seca la muestra en atmosfera de N, y se ailade MeCN:H,O (10:90, v/v).



9.4.4.

0) Se inyecta la muestra acuosa en el equipo de CL-EM/EM.

Medicion

Las condiciones del instrumento son las siguientes:

Cromatografia liquida de ultra rendimiento Acquity UPLC C18, columna hibrida con
puentes de etileno (100 mm x 2,1 mm; didmetro de particulas de 1,7 um); fase
de 20 mM NH4HCO,/20 % MeOH programable con 20 mM NH4HCO,/95 % MeOH.

Transiciones MRM (m/z): clortetraciclina (CTC) 479>444, 479>462, oxitetraciclina
(OTC) 461>426, 461>443, sulfametazina (SMT) 279>124, 279>186, sulfametoxazol
(SMTZ) 254>108, 254>156 (99), sulfatiazol (STZ) 256>108, 255>156 (92) y como
patron interno SMTZ—">Cg 260>162 y SMT—"2C 285>124 (cuadro 23).

Las curvas de calibracion se preparan utilizando los patrones en el solvente/tampon, en
el extracto de matriz de control y en la matriz procesada por el procedimiento de
extraccion.

CUADRO 23. PARAMETROS EM/EM PARA LOS ANALITOS Y LOS PATRONES INTERNOS

Nombre genérico Clase Transicion MRM (m/z) Voltaje CE (eV)

Ton precursor — cono

Ion producto ~)

CTC Tetraciclinas 479>444, 479>462 36 18, 18
4-epi-clortetraciclina (ECTC) Tetraciclinas 479>444, 479>462 36 18, 18
4-epi-anidroclortetraciclina Tetraciclinas 461>154, 461>444 36 18,18
(EACTC)
OTC Tetraciclinas 461>426, 461>443 34 18, 14
4-epi-oxitetraciclina (EOTC) Tetraciclinas 461>426, 461>444 34 18, 14
SMT Medic. sulfa 279>124, 279>186 40 26, 16
SMT-"C Medic. sulfa 285>124 36 26
SMTZ Medic. sulfa 254>108, 254>156 (99) 36 24,16
SMTZ_BC() Medic. sulfa 260>162 30 16
STZ Medic. sulfa 256>108, 255>156 (92) 34 20, 14
9.4.5. Evaluacion de los resultados

El coeficiente de recuperacion (%) de las tetraciclinas y sulfonamidas en las muestras
acuosas (agua y estiércol liquido) debe ser superior al 70 % (79,4 a 116 y 76,46 a 110
en las muestras solidas/semi-solidas) como se detalla en el cuadro 24.

Los limites reportables de las tetraciclinas y sulfamidas en suelo deben ser <0,05 ngg ',
en el compost solido <0,1 ngg ' (excepto SMTZ) y en el estiércol
liquido/agua 0,0025 ngg ™' (cuadro 25).
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CUADRO 24. RECUPERACION MEDIA DE RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EN
MUESTRAS AMBIENTALES SOLIDAS/SEMISOLIDAS Y ACUOSAS

Nombre genérico Suelo/compost Agua/muestras liquidas
Media (%) Coeficiente Media (%) CV (%)
de
variacion
(cv %)
CTC 110,0 75 108,0 43
ECTC 71,3 8,2 78,2 5,4
EACTC 72,3 9,3 76,6 5,7
OTC 92,5 7,3 79.4 72
EOTC 80,3 6,4 82,4 6,7
SMT 101,0 8,4 101,0 7,3
SMTZ 88,7 8,2 89,5 6,3
STZ 77,5 9.4 81,2 7.8

CUADRO 25. CC ALFA, CC BETA Y LIMITE REPORTABLE DE RESIDUOS DE TETRACICLINAS Y
SULFONAMIDAS

Nombre genérico CC, (ng/kg) CCg (ng/kg)  Limite reportable (ug/kg) Observacion
(m/z)

CTC 14,9 25,3 <0,05 (suelo) 479>444
<0,1 (compost solido)

OoTC 19,2 32,7 <0,05 (suelo) 461>426
<0,1 (compost solido)

SMT 0,4 0,7 <0,05 (suelo) 279>124
<0,1 (compost s6lido)

SMTC 0,5 0,9 <0,05 (suelo) 254>108
N/A (compost solido)

STZ 0,5 0,9 <0,05 (suelo) 256>108

<0,1 (compost s6lido)

e Los resultados de las muestras acuosas se indican en ng/l, y las de los solidos
(muestras acuosas que contengan particulas visibles, solidos, suelos, sedimentos, torta
de filtro, compost) en pg/kg a partir del peso seco de la muestra.

9.4.6. Criterios de aceptabilidad

Los criterios de aceptabilidad deben basarse en la Decision de la Comision Europea [4]
relativa al funcionamiento de los métodos analiticos y la interpretacion de los resultados.
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10. DETECCION DE RESIDUOS DE CLORANFENICOL EN CARNE, TRIPA Y
HIERBA MEDIANTE ELISA

10.1. PRINCIPIO

Se trata de una modificacion de un método normalizado [5], en el que se extraen la carne, la
tripa y los vegetales con H,O. Después de centrifugar, se limpia una alicuota del sobrenadante
mediante columnas Extrelut® NT3. Después de la incubacion, se extrae el cloranfenicol
(CAP) con diclorometano y el eluido final se diluye en solucion tampon de fosfato salino con
Tween (PBST).

El principio de deteccion es el inmunoensayo enzimatico basado en la reaccidon antigeno-
anticuerpo. Se preparan anticuerpos policlonales de conejo (PCA) en competencia con CAP
conjugado con albumina de suero bovino (BSA). Los pocillos de la placa de microtitulacion
se recubren con anticuerpos de cabra anticonejo.

10.2. AMBITO DE APLICACION

Este método de deteccion permite detectar CAP en la carne y la tripa (a 0,3 pg/kg) y en vegetales
a 0,5 ng/kg. El método también es adecuado para la deteccion de glucurénido de CAP.

10.3. MATERIALES
10.3.1. Sustancias quimicas/reactivos

Se requieren las sustancias quimicas siguientes: acetato de etilo; iso-octano; triclorometano;
n-hexano; H,O desionizada.

10.3.2. Equipo

También se requiere lo siguiente: botellas y tapas universales de plastico (25 ml y 50 ml);
sellador reactivo (50 ml); tubos de vidrio (12 ml); vaso de precipitado; puntas de
pipeta (10 pl-200 pl; 100 pl-1000 pl y 500 pl-5000 pl); balanza analitica; vortice con varias
velocidades; centrifuga refrigerada; homogeneizador; concentrador de muestra; bafio de agua;
lector de ELISA; agitador de microplacas; pipeta de un solo canal (10 pl-100 pl, 100 pl-1000 pl
y 500 ul-5000 pl); pipeta multicanal (25 pl-300 pl).

10.4. PROCEDIMIENTO
10.4.1. Especificidad y sensibilidad

e Esta técnica de ELISA utiliza un anticuerpo especifico generado en conejos contra el
conjugado CAP-proteina y es importante tener en cuenta la reactividad cruzada.

e Se prepara una curva de calibracion lineal en el rango de 0,025 ng/ml a 2 ng/ml.

e No es necesario hidrolizar la muestra debido a la reactividad cruzada entre el CAP y el
glucurdnido de CAP.
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10.4.2. Tratamiento de la muestra

a)

b)

Muestras de tejido (carne/tripa)

Se homogeneizan ~10 g de tejido.

Se pesan 3 g de la muestra homogeneizada y se transfieren a un tubo de vidrio.

Se afiaden 6 ml de acetato de etilo y se mezcla durante 10 minutos.

Después de centrifugar (10 min, 2000 g), se afiaden con la pipeta 4 ml de acetato
de etilo a un tubo de vidrio y se evapora el acetato de etilo a 50 °C bajo una
corriente suave de nitrogeno.

Se disuelve el residuo graso en 1 ml de iso-octano/triclorometano (2:3, v/v) y se
afade 1,0 ml de tampon de dilucion de la muestra. Se agita la mezcla
durante 1 minuto y se centrifuga (10 min, 2000g).

Si se forma una emulsion en la capa superior, se coloca el tubo de ensayo en un
bafio de agua (80 °C) durante 5 minutos y se centrifuga de nuevo. Se toman con la
pipeta 50 ul de la capa superior y se afiaden a un tubo de ensayo.

En la preparacion de la muestra puede utilizarse isooctano/triclorometano o n-hexano.
Cuando se usa iso-octano/triclorometano, se toman con la pipeta 50 ul de la capa
superior; cuando se utiliza n-hexano, se toman 50 pl de la capa de debajo. Puede
obtenerse una mejor recuperacion cuando se utiliza iso-octano/triclorometano en
lugar de n-hexano.

Muestra de hierba

Se trituran de 10 g a 100 g de hierba.

Se homogeneizan 5 g de la hierba triturada en 20 ml de agua destilada.

Se transfieren con la pipeta 5 ml de esta mezcla a un tubo de vidrio.

Se afiaden 10 ml de acetato de etilo y se mezcla durante 30 minutos.

Se centrifuga durante 10 minutos a 2000 g.

Se toman con la pipeta 5 ml de acetato de etilo (capa superior), se afiaden a un
tubo de vidrio y se evapora a 50 °C bajo una corriente suave de nitrégeno.

Se disuelve el residuo graso en 0,5 ml de iso-octano/triclorometano (2:3, v/v) y se
afiaden 0,5 ml de tampon de dilucion de la muestra.

Se mezcla en el vortice durante 1 minuto y se centrifuga (10 min, 2000 g).

Se toma una alicuota de 50 pl de la capa superior para la prueba de ELISA.

10.4.3. Preparacion de los reactivos del kit de ELISA

Es importante tener en cuenta lo siguiente:
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a)

b)

Los reactivos que contiene el kit de ensayo son suficientes para llevar a cabo al
menos 96 analisis (incluido el andlisis de patrones). Cada patron y cada muestra
deben analizarse por duplicado.

Los patrones listos para su uso se preparan en tampon de dilucion. Cuando se
utiliza otra matriz de muestra, los patrones o muestras adicionadas deben
prepararse en la matriz de la muestra utilizando la solucion patron de 100 ng/ml
incluida en el kit.

Antes de iniciarse la prueba, todos los reactivos deben estar a temperatura
ambiente.



d)

g)

h)

)

Cualquier reactivo que no se utilice debe almacenarse inmediatamente a una
temperatura de +2 °C a +8 °C. Las soluciones patron deben mantenerse en la
oscuridad y almacenarse a una temperatura de +2 °C a +8 °C.

Tampon de aclarado: el tampon de aclarado viene concentrado 20 veces. Por
tanto, las diluciones se prepararan justo antes de su uso. Se preparan 40 ml de
tampon de aclarado diluido (2 ml de disolucion tampon de aclarado
concentrada + 38 ml de agua destilada).

Solucidén de sustrato: la solucion de sustrato lista para usar precipita a 40 °C. Hay
que asegurarse de que el vial que contiene esta solucion estd a temperatura
ambiente (en la oscuridad); se mezcla el contenido antes de transferirlo con la
pipeta a los pocillos.

Solucién de conjugado: se reconstituye el conjugado de CAP liofilizado con 4 ml
de tampon de reconstitucion/patron cero; se mezcla bien y se mantiene en la
oscuridad hasta su uso.

Solucion de anticuerpos: se reconstituyen los anticuerpos liofilizados
suministrados en un vial con 4 ml de tampdén de reconstitucion/patrén cero; se
mezcla bien y se mantiene en la oscuridad hasta su uso.

Tampon de dilucion de la muestra (concentrado x4): antes de preparar la dilucion
(20 ml de tampon + 60 ml de agua destilada) el tampon concentrado debe ponerse
a temperatura ambiente y mezclarse bien. Se mezcla bien antes de la dilucion con
agua destilada. El tampon x4 diluido puede conservarse en refrigerador
(entre +2 °C y +8 °C) hasta que expire.

Solucién estandar (100 ngml '): para preparar patrones en la matriz adecuada o para
preparar soluciones adicionadas, se utiliza la solucion patréon que contiene 100 ng de
CAP por ml. Se diluye la solucion patrén en la matriz correspondiente para obtener
un intervalo de dilucion de 2 ng/ml, 0,5 ng/ml, 0,2 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,05 ng/ml
y 0,025 ng/ml. La concentracion de 0,0125 ng/ml puede incluirse como opcion. El
patron cero debe prepararse a partir de la misma matriz que esté estudiandose.

10.4.4. Protocolo de ensayo

a)
b)

¢)

d)

g)
h)

Se prepara la muestra, asegurandose de que la placa de microtitulacion
(cuadro 26) esta lista para usarse.

Se afiaden con la pipeta 100 ul de tampoén de reconstitucion/patrén cero por
duplicado (pocillos Al, A2). Se anaden con la pipeta 50 ul de tampon de
reconstitucion/patrén cero por duplicado (pocillos B1, B2).

Se afiaden con la pipeta 50 ul de cada dilucién patron por duplicado (pocillos
Cl1, 2 a Hl, 2, es decir 0,025 ng/ml, 0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,2 ng/ml, 0,5 ng/ml
y 2 ng/ml).

Se afiaden con la pipeta 50 pl de cada solucion de muestra por duplicado a los
pocillos restantes de la placa de microtitulacion.

Se anaden 25 pl de conjugado PAC a todos los pocillos, excepto los pocillos Al
y A2.

Se afiaden 25 pl de solucién de anticuerpos a todos los pocillos, excepto los
pocillos Al y A2.

Se sella la placa de microtitulacion y se agita durante 1 minuto.

Se incuba la placa durante 1 hora en la oscuridad a 40 °C (con un intervalo
aceptable de 20 °C a 80 °C).

Se desecha la solucién de la placa de microtitulacion y se lava tres veces con el
tampon de aclarado.

45



D)

s)
t)

Se vacia el contenido de cada pocillo de la placa dandole la vuelta y a
continuacion se hace un movimiento vertical seco.

Se rellenan los pocillos hasta el borde con solucién de aclarado (300 pl).

Se repite tres veces el aclarado.

Se da la vuelta a la placa y se vacian los pocillos con un movimiento vertical seco.
Se coloca la placa invertida sobre toallas de papel absorbente y se golpea
firmemente para eliminar la solucion de lavado que quede en los pocillos.

Hay que asegurarse de que no se seque ninguno de los pocillos antes de afiadir el
siguiente reactivo.

Se desecha la solucion de la microplaca y se lava tres veces con el tampon de
aclarado.

Cuando se utilice un equipo de lavado automatico de placas, debe comprobarse
que puedan aspirarse por completo todos los pocillos y que la solucion de lavado
se reparte bien, alcanzando el borde de cada pocillo durante cada ciclo de
enjuague. El equipo de lavado debe programarse para realizar tres ciclos de
aclarado.

Se afiaden con la pipeta 100 pl de solucion de sustrato a cada pocillo. Se incuba la
placa durante 30 minutos a temperatura ambiente (+20 °C a +25 °C).

Se afiaden 100 pl de solucion de parada a cada pocillo.

Se leen inmediatamente los valores de absorbancia a 450 nm.

Al interpretar los resultados, hay que tener en cuenta lo siguiente:
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a)

b)
¢)

d)

Deben comprobarse juntas todas las muestras de control, las muestras en blanco y
las muestras adicionadas.

Las muestras en blanco no deben tener ninguna respuesta al CAP.

En caso de que haya alguna muestra dudosa (muestra que contenga CAP), es
necesario confirmarlo mediante CL-EM/EM.

En el caso de las muestras de carne y vegetales: cuando se realiza la extraccion en
acetato de etilo, seguida de limpieza, deben dividirse entre 2 los equivalentes de
CAP calculados a partir de la curva de calibracion, a fin de expresar la
concentracion (ng/g) en el tejido.

En el caso de las muestras de hierba: los equivalentes de CAP deben leerse
directamente de la curva de calibracion. Las muestras se distribuyen en los
pocillos del ELISA como figura en el cuadro 26.



CUADRO 26. ESQUEMA DE LA DISTRIBUCION EN LA PLACA DE MICROTITULACION DE 96

POCILLOS DE ELISA
1 2 3 4 0 - .
A Blanco Blanco Muistra MuTstra
B Patrén 1 Patrén 1 Mugstra Mu;stra
C Patrén 2 Patrén 2 Mugstr a Mugsua
D Patrén 3 Patrén 3 Muzstra Muzstra
E Patron 4 Patron 4 Mugstra Muzstra
F Patrén 5 Patrén 5 MUESU a MuZStra
G Patrén 6 Patrén 6 Mue7stras Mugstra
H Patron 7 Patrén 7 Mugstra Mugstra
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11. DETECCION DE SULFONAMIDAS EN EL MUSCULO DE POLLO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

11.1. PRINCIPIO

Se extrae musculo de ave de corral homogeneizado con acetato de etilo. El extracto se evapora
hasta sequedad y se disuelve el residuo en MeOH:H,O. Las muestras se desgrasan con éter de
petréleo, se distribuyen 25 pl de extracto de cada muestra en una placa Whatman AL SIL G/UV
de cromatografia en capa fina (TLC) y se revela con cloroformo:n-butanol (9:1, v/v). Se seca la
placa y se observa a 366 nm después de tratarla con fluorescamina, utilizando un visualizador
CAMAG, seguido del barrido de los puntos de analito con un escaner CMAC (cuando
sea necesario).

11.2. AMBITO DE APLICACION

Este método es adecuado para el andlisis de sulfonamidas en musculo de pollo a un LMR
de 100 pg/kg para los residuos combinados de todas las sustancias del grupo. El
procedimiento operativo normalizado puede utilizarse para cribar residuos de sulfadiazina
(SDZ), sulfatiazol (STZ), sulfadoxina (SD), sulfametazina (SMZ) y sulfaquinoxalina (SQ) en
la carne de ave a su LMR.

11.3. MATERIALES
11.3.1. Sustancias quimicas/reactivos

Acido acético glacial, acetato de etilo, éter de petréleo, HCl de 0,1 M, MeOH de calidad
HPLC (Sigma, calidad HPLC), cloroformo y n-butanol, acetona, fluorescamina, NaOH.

Otros materiales necesarios: gas nitrégeno, H,O Milli Q; placas de cromatografia en capa fina
(TLC) (Whatman AL SIL G/UV); patrones de sulfonamida: SDZ (Sigma), STZ (Sigma),
SMZ (Sigma), SD (Sigma), SQ (Sigma).

11.3.2. Equipo/material de vidrio

Se requiere lo siguiente: homogeneizador Ultra-Turrax; centrifuga; balanza analitica (0,01 g);
densitometro CAMAG TLC Scanner con sistema de analisis de datos e impresora; camara de
visualizacion para TLC; recipientes estandar de vidrio de laboratorio; tubos de
centrifuga (15 ml); botellas de vidrio de color ambar (100 ml); pipetas Pasteur; cubeta de
revelado de TLC; tubos capilares (25 pl).

11.3.3. Soluciones

a)  Solucion fluorescente (0,1 M). Se disuelven 10 mg en 100 ml de acetona. Se
prepara una solucion nueva cada vez.

b)  Sistema de solvente para TLC: cloroformo/n-butanol (90:10, v/v). Se afaden 9 ml
de cloroformo, 1 ml de n-butanol y 10 ml de H,O desionizada a un embudo de
separacion. Se equilibra mediante agitacion durante 30 segundos y se deja que se
separen las fases. Se recoge la mezcla inferior del solvente. Se prepara un solvente
nuevo cada vez.
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c) Patrones madre (1 mg/ml). Se disuelven 10 + 0,1 mg de patrén de sulfonamida,
excepto SDZ y SQ, en MeOH en un matraz aforado de 10 ml y se rellena hasta la
marca. Se disuelven SDZ y SQ en NaOH de 0,1 M. Se almacenan a -20 °C en
viales de color &mbar. Se preparan cada 12 meses.

d) Patron de mezcla intermedia (100 pg/ml): se afiaden con la pipeta alicuotas
de 1 ml a las soluciones madre de sulfonamida en un matraz aforado de 10 ml y se
completa hasta la marca con MeOH. Se almacena a 4 °C en un vial de color
ambar. Se prepara cada 3 meses.

e) Patrones de trabajo (500 ng/ml, 1000 ng/ml, 2000 ng/ml, 3000 ng/ml). Se
miden 100 pg/ml de patron mezclado (cuadro 27), se afladen a un matraz aforado
de 5 ml y se completa hasta la marca con MeOH. Se prepara semanalmente. Se
almacena en viales de color &mbar a 4 °C en refrigerador.

CUADRO 27. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PARA LA CURVA PATRON

Concentracion del Volumen del patron de ~ Concentracion del Patréon
patron 100 pg/ml patron equivalente
(ng/ml) (para un volumen final (ng/punto) (ng/kg)

de 5 ml)

0 0 0 0
500 25 pl 12,5 25
1000 50 pl 25 50
2000 100 pl 50 100
3000 150 pl 75 150

11.4. PROCEDIMIENTO

Las muestras de estudio se almacenan a -20 °C hasta el ensayo. Deben descongelarse
adecuadamente a temperatura ambiente. Se pesan ~5 g de tejido y se afiaden a un vial de
homogeneizacion.

11.4.1. Preparacion de la muestra de control

a) Se pesan dos porciones (3,00 +0,01 g) de tejido de blanco triturado (sin
sulfonamidas) y se afiaden a sendos tubos de centrifuga de 15 ml.

b)  Se afiaden 30 pl de la mezcla intermedia del patrén (10 mg/ml) a una muestra.
Esto equivale a 100 pg/kg de tejido.

c¢) La muestra no adicionada se procesa a través del procedimiento de preparacion
como blanco.

d) Las muestras de tejido se dejan reposar 15 minutos antes de la extraccion.

11.4.2. Extraccion

a)  Se afiaden 0,5 ml de HCI (0,1 M) a la muestra y se agita en el vortice durante
unos 20 segundos.

b) Se afiaden 3 ml de H,O Milli-Q y se agita en el vortice a baja velocidad
durante 10 segundos.

¢)  Se homogeneizan las muestras usando Ultra-Turrax durante 2 minutos.

d)  Se afiaden 4,5 ml de acetato de etilo y se mezclan las muestras durante 10 minutos
utilizando el rotador de muestras.

e) Se centrifuga durante 10 minutos a 3000 rpm.
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f)  Se transfiere el sobrenadante con una pipeta Pasteur a un tubo de ensayo.

g)  Se repiten los pasos d), e) y f).

h) Se evapora el sobrenadante hasta sequedad bajo una corriente de nitrégeno
a 55 °C.

1) Se disuelve el residuo seco en 1 ml de MeOH:H,O (72:25, v/v) y se agita
vigorosamente en el vortice.

1) Se afiade 1 ml de éter de petroleo y se mezcla suavemente.

k)  Se desecha la capa de petroleo.

1) Se repiten los pasos j) y k).

m) Se transfiere la fase acuosa restante a microviales.

11.5. MEDICION
11.5.1. Aplicacion de las muestras

a)  Serecorta la placa de TLC de acuerdo con los requisitos (10 cm x 10 cm).

b)  Se aplican 25 ul de los patrones y las muestras o las muestras de control sobre la
placa de TLC bajo una corriente de N,

c)  Se seca la placa con un secador.

11.5.2. Revelado

a)  Se afiade el sistema de disolvente de TLC a la cubeta de TLC.

b)  Se mantiene la cubeta de TLC a temperatura ambiente durante 30 minutos.

¢) Serevelala placa de TLC en modo lineal ascendente unidimensional.

d)  Se mantiene la placa de TLC hasta que el nivel de disolvente alcance el margen
de 9 cm de la placa.

e) Seretira la placay se seca con un secador.

11.5.3. Derivatizacion

a)  Se pulveriza la placa de TLC con 0,1 mg/ml de solucion de fluorescamina.
b)  Seseca la placa de TLC con un secador.

11.5.4. Deteccion

a)  Se observan las placas de TLC reveladas en la camara de visionado.
b)  Se realiza un barrido de la placa de TLC con un escaner de TLC.
¢)  Se visualizan/escanean las placas a 366 nm.

11.5.5. Calculos/evaluacion

a) Se identifica cada sulfonamida usando el valor del factor de retencién (fR)
mediante la comparacion con la posicion de los respectivos patrones de
sulfonamidas en la placa.

b)  Se hace un barrido de los puntos y se compara el area del pico de la sulfonamida
correspondiente con el area del pico del patron de control establecido en el limite
maximo de residuos (LMR).
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11.5.6. Criterios de aceptacion

Los resultados deben cumplir las condiciones siguientes:

a)  Los puntos de los patrones (equivalentes al nivel del LMR) deben ser claramente
visibles. El valor del barrido debe encontrarse entre la media y £2 veces la
desviacion estandar (SD) de los valores de referencia.

b)  No debe haber respuestas en las muestras de control negativo que superen el 10 %
de la respuesta equivalente al LMR.

c) La respuesta en la muestra de control positiva (equivalente al nivel del LMR)
debe ser superior al 50 % de la respuesta del patron correspondiente (equivalente
al LMR).

d) Los valores del control positivo deben anotarse en el grafico de control de calidad.

Las muestras cuya respuesta supere el LMR mas dos veces la desviacion estandar relativa
(RSD de validacion de la repetibilidad del experimento) se consideran positivas.
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12. VALIDACION DE INMUNOENSAYOS
Resumen

Se proporcionan orientaciones practicas para estimar las caracteristicas de funcionamiento de
los métodos analiticos, a saber, la especificidad, la reactividad cruzada de la matriz, el limite
de deteccion, la capacidad de deteccion (CCP), la repetibilidad, la veracidad y la recuperacion,
la estabilidad del analito, la robustez, y los criterios de aceptabilidad de las técnicas de
inmunoensayo para residuos de medicamentos veterinarios. El protocolo puede adaptarse a las
condiciones particulares de cada laboratorio y utilizarse como procedimiento operativo
normalizado.

12.1. INTRODUCCION

La validaciéon es el medio por el que se obtiene la prueba de que un método analitico es
adecuado para el proposito para el que se va a aplicar. El procedimiento de validacion
utilizado para un inmunoensayo reflejara que el inmunoensayo es una prueba de cribado y si
la prueba se utiliza 0 no para generar resultados cuantitativos. Las pruebas de cribado estdn
disefiadas para dar una baja incidencia de resultados falsos conformes (falsos negativos) en la
concentracion de interés. En cambio, puede tolerarse una proporcion de resultados falsos no
conformes (falsos positivos). El procedimiento de validacion adoptado para un inmunoensayo
debe reflejar esta importante distincion en los criterios de funcionamiento. Diversas
autoridades en la materia han elaborado directrices para validar las pruebas analiticas
utilizadas en el analisis de residuos, como la Decision 2002/657/CE de la Comision de la
Unién Europea [4].

12.1.1. Especificidad del método

La especificidad se refiere aqui a la capacidad de distinguir entre el analito que se esta
midiendo y otras sustancias que pueden interferir. En el inmunoensayo, la especificidad del
procedimiento es una caracteristica del anticuerpo utilizado en la prueba. Deben hacerse
pruebas de reactividad cruzada de los compuestos con estructuras quimicas similares a las del
analito o los analitos de interés con relacion al anticuerpo.

12.1.1.1.  Evaluacion de la reactividad cruzada en la matriz

La presencia de la matriz en un ensayo afecta en gran medida a la interaccion que se produce
entre un anticuerpo y un analito y puede tener efectos importantes sobre la reactividad
cruzada del anticuerpo.

Debe evaluarse la reactividad cruzada individual para cada matriz a la que se aplicara el
ensayo.

12.1.2. Limite de deteccion del ensayo

e En este método, el limite de deteccion es un valor por encima del cual se puede
concluir que el analito estd presente en una muestra. Puede determinarse mediante el
analisis de al menos 20 muestras en blanco por el procedimiento que se esté validando.
Se toma como limite de deteccion la concentracion media observada en la poblacion
de muestras en blanco mas tres veces la desviacion estdndar de la media. Esto puede
usarse en pruebas cuantitativas o cualitativas.
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Por ejemplo, se someten a ensayo 20 muestras de musculo de ave de corral para
determinar la presencia de CAP mediante un método ELISA, y la concentracion media
detectada es de 0,05, con una desviacion estandar de 0,04 pg/kg. El limite de
deteccion seria entonces de 0,17 pg/kg.

12.1.2.1. CCp

El CCp es el contenido minimo de una sustancia que puede detectarse en una muestra
con una probabilidad de error B. De acuerdo con las directrices de la UE, en las
pruebas de cribado se permite un porcentaje maximo de falsos conformes
(probabilidad de error) de 5 % o menos [4].

Por ejemplo, se anaden diferentes concentraciones de cloranfenicol (0,15 pg/kg, 0,20 ng/kg
y 0,25 pg/kg) a 20 muestras en blanco. Si el limite de deteccion es de 0,17 ug/kgy 19
de las 20 muestras analizadas (el 95 %) son no conformes, se puede asignar al CCP el
valor aproximado de 0,20 pg/kg

El valor de CCP debe determinarse para cada matriz individual y diferencias de
amplitud.

12.1.2.2.  CCP, limites maximos de residuos y limites minimos de funcionamiento
exigidos (MRPL)

Antes de iniciar la validacion del método, hay que determinar cudl debe ser la CCPB
para las sustancias sujetas a un limite méximo permitido de residuos y a un limite
minimo de funcionamiento exigido.

Para los compuestos sujetos a un limite maximo permitido de residuos, la CCf debe
ser aproximadamente el 50 % del limite.

Para las sustancias sujetas a un limite minimo de funcionamiento exigido, la CCP debe
ser lo mas baja posible y sin duda menor que el limite minimo exigido.

12.1.3. Repetibilidad

Los datos de repetibilidad solo se requieren para las pruebas cuantitativas y semicuantitativas.

Normalmente, se mide afnadiendo la misma concentracion de analito a un
numero (>10) de muestras.

Se extraen las muestras y se mide la concentracion de medicamento detectada en un
unico procedimiento de inmunoensayo (determinacion de la variacion intraensayo).
Se repite el procedimiento durante al menos dos dias mas para calcular la variacion
entre ensayos.

Los resultados se expresan porcentualmente como coeficientes de variacion (CV), la
relacion porcentual entre la media y la desviacion estandar.

Para las sustancias sujetas a un limite maximo permitido de residuos, se enriquece
cada combinacién de especie y matriz a razéon de 0,5, 1,0 y 1,5 veces el limite
maximo permitido (n>5).

Los resultados del andlisis se registran como media y coeficiente de variacion para
cada combinacion de especie y matriz.
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e Para las sustancias sujetas a un limite minimo de funcionamiento exigido, se
enriquece cada combinacion de especie y matriz a razén de 1,0, 1,5 y 2 veces la
CCB (n>5).

e Los resultados del analisis se registran como media y coeficiente de variacion para
cada combinacion de especie y matriz.

12.1.4. Veracidad y recuperacion

Puede prepararse una curva de calibracion afiadiendo los calibradores a muestras en blanco y
extrayendo estas muestras por el mismo procedimiento utilizado para las muestras
desconocidas.

e Para una verdadera recuperacion, se preparan dos curvas de calibracion. En una serie,
se anaden los calibradores antes de la extraccion de la muestra, y en la segunda, se
afiaden los calibradores después de la extraccion de la muestra (es decir, el 100 %
del valor).

e Las recuperaciones pueden calcularse para la primera serie de calibradores con
relacion a una curva de calibracion construida a partir de la segunda serie.

12.1.5. Estabilidad del analito

Se elabora un protocolo para determinar la estabilidad de los patrones preparados, tanto en
condiciones de luz como de oscuridad, y en un rango de temperaturas tan amplio como sea
posible (por ejemplo, de -17 °C a 23 °C y de +4 a +8 °C).

Durante los experimentos:

e Siempre que sea posible, se utilizara la CL-EM/EM como método de referencia.

e Cuando se quiera utilizar el inmunoensayo para determinar la estabilidad de un
analito, puede utilizarse una serie de curvas de calibraciéon para comparar los
resultados, por ejemplo, usando el mismo conjunto de patrones, con reactivos
almacenados en la oscuridad durante 1, 2 y 4 semanas a +4 °C.

e La prueba de estabilidad del analito en la matriz se realizard utilizando
preferentemente material real.

e A falta de material real, las mediciones pueden realizarse usando muestras
adicionadas.

e [as muestras se adicionan a una concentracion “significativa” (por ejemplo, al limite
maximo permitido o al limite minimo de funcionamiento exigido).

e Las muestras adicionadas se almacenan en congelador y se analizan a intervalos
regulares a lo largo de un periodo de tiempo.

e En caso de que se produzcan demoras entre la preparacion de los extractos de las
muestras y su posterior analisis, deben generarse datos para demostrar que no se
produce una pérdida significativa de analitos durante ese periodo de demora.

e Se adiciona con analitos una serie de muestras y se extraen (para determinar la
pérdida). La mitad de los extractos deben ensayarse inmediatamente y la otra mitad
se almacena a +4 °C y se ensaya a las 24 horas.
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12.1.6. Robustez

e Se mide la sensibilidad del ensayo a otras variables, como el operador, el equipo, el
entorno del laboratorio y los reactivos.

e Se repiten los ensayos al menos tres veces, utilizando en lo posible diferentes
operadores, diferentes equipos y diferentes lotes de reactivos.

12.1.7. Criterios de aceptabilidad

En el procedimiento operativo normalizado deben incluirse criterios de aceptabilidad para la
prueba de ELISA (una vez que se haya validado totalmente el ensayo y que se considere lo
suficientemente sensible y especifico para el uso rutinario).

Podrian incorporarse los posibles criterios siguientes:

e Absorbancia del patron cero superior a 0,5 e inferior a 1,6 unidades de densidad
optica.

e Densidad optica deseada de 1,0 con un tiempo de revelado de 8 a 16 minutos
(objetivo: 12 minutos).

e Absorbancia del punto medio del calibrante en relacion con el patron cero calculado
de la siguiente manera: porcentaje del punto medio = 100 veces la absorbancia del
punto medio del calibrante, dividida por la absorbancia del patron cero.

e Reduccion de la densidad optica superior al 60 % (una firme indicacion de que la
sensibilidad del método es suficiente para el analisis).

e Examinar muestras idénticas a cada muestra utilizando el % de coeficiente de
variacion. Este debe ser menor o igual a 20. Cuando el coeficiente de variacion sea
mayor de 20 y todas las muestras idénticas estén por encima o por debajo del nivel
de accion, entonces debe aceptarse la media. Cuando el coeficiente de variacion sea
mayor de 20 y las concentraciones se sitiien en el nivel de accion, debe repetirse el
analisis.

e Las muestras de control deben dar la interpretacion correcta (un control negativo da
un resultado negativo).
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13. VALIDACION DE METODOS DE CRIBADO PARA LA DETECCION DE
RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS

13.1. AMBITO DE APLICACION

El conjunto de métodos analiticos de cribado que se utilizan para detectar residuos de
medicamentos veterinarios actualmente es variado y comprende, entre otros, las técnicas de
inmunoensayo, inhibicion microbioldgica, bioensayo, cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) y cromatografia en capa fina (TLC). Los métodos de cribado pueden ser
procedimientos cualitativos, semicuantitativos o cuantitativos. La informaciéon que sigue a
continuaciéon es una guia sobre el nivel minimo de validacion requerido para demostrar la
adecuacion para la finalidad de todos los métodos de cribado. Los elementos elegidos para la
validacion de los métodos cualitativos y semicuantitativos variaran en funcion de cada
método. La Comision Europea ha establecido criterios de funcionamiento de los métodos
analiticos para la deteccion de residuos de determinadas sustancias [4].

13.2. EL PLAN DE VALIDACION

e El plan de validacion se aplica a todos los métodos existentes o en proceso de
desarrollo.

e El método debe estar en un estado avanzado de desarrollo y el procedimiento debe
documentarse en forma de procedimiento operativo normalizado.

e En el plan de validacion debe determinarse el ambito de aplicacion del método y
especificarse la validacion. El ambito de aplicacion incluird el intervalo de
concentraciones sobre el que vaya a utilizarse el método y el tipo de tejido y las
especies que vayan a analizarse.

e Podran afiadirse otros parametros con el tiempo, y se modificara segiin sea necesario
el plan de validacion.

e Para los métodos que estén en uso, podran utilizarse los datos existentes para apoyar
la validacién (siempre que se hayan cumplido las condiciones que se especifican en
el procedimiento operativo normalizado y el plan de validacion).

¢ En su caso, una vez que se haya completado la validacion, el plan de validacion y los
datos se someteran a una persona designada para su auditoria.

e Tras la auditoria, deberd revisarse el procedimiento operativo normalizado (y en
consecuencia los parametros de calidad conexos).

e Si se realizan cambios, deberd documentarse su influencia y, si es necesario, llevarse
a cabo una nueva validacion.

13.3. VALIDACION POR MATRIZ Y ESPECIE

o FEl método debe validarse en la matriz o matrices para las que se destina el ensayo.

e Si se utiliza para el andlisis de una o mas especies, y multiples matrices, deben
compararse para cada especie elementos fundamentales de la validacion, como la
curva patron, la recuperacion y la variacion entre ensayos.

e Si no existen diferencias significativas, se aplicard el método a esas especies y se
llevara a cabo la validacion en la especie/matriz principal.

e En caso de que existan diferencias significativas, se llevard a cabo la validacion
completa para cada especie/matriz.
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13.3.1. Especificidad/selectividad
13.3.1.1.  Inmunoensayos
En los inmunoensayos:

e La validacion ayuda a evaluar la capacidad de reaccion cruzada del antisuero con
cualquier compuesto que interfiera en el ensayo. Se deben realizar reacciones
cruzadas del antisuero en la matriz o matrices de la muestra a las que se destina el
método.

e [a validacion también permite evaluar la capacidad del método para detectar
diversos medicamentos pertenecientes a una familia.

e Deben seleccionarse los medicamentos que vayan a investigarse, sefialando los
factores de interés (por ejemplo, la prevalencia probable del compuesto en la matriz,
su disponibilidad para su uso en la produccion animal y posibles analogos).

13.3.1.2. TLCy HPLC

e Se evalta la especificidad de métodos quimicos, como la HPLC y la TLC, mediante
la determinacion de factores como los tiempos de retencion (RT), los valores del
factor de retencion (RF) y los espectros.

e Las determinaciones iniciales pueden llevarse a cabo con tampodn, disolvente o fase
movil, segin corresponda.

e A continuacion, se realizan determinaciones adicionales en la matriz a la que se
aplicaré el método (se comparan los resultados con el perfil del patrén del ensayo).

e Se adicionan diversos medicamentos al tejido/matriz que corresponda y se lleva a
cabo el andlisis de forma normal.

e Los medicamentos se seleccionan teniendo en cuenta la prevalencia probable del
compuesto en la matriz, su disponibilidad para su uso en la produccidon animal y
posibles analogos.

13.3.1.3.  Ensayos de inhibicion microbiana y bioensayos

e Se determina la especificidad/selectividad con respecto a factores como enzimas
ambientales, desinfectantes y naturales.

o El efecto se evalua sometiendo a ensayo diversas muestras de las que se sepa que no
contienen medicamentos de cada una de las matrices que vayan a analizarse.

e Para determinar la especificidad de los métodos de inhibicion cuantitativos (por
ejemplo, antimicrobianos en alimentos para animales), se calcula preferentemente el
paralelismo del rango del patréon y los rangos de los patrones que contengan otros
medicamentos que puedan darse como sustancias interferentes.

13.3.2. CCa de sustancias prohibidas
e Para las sustancias prohibidas el limite de decision CCa puede considerarse la

concentracion mas baja a la que un método puede discriminar con una certeza
estadistica de 1-a que el analito identificado esta presente.
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e Se analizan 20 muestras negativas de cada matriz y se calcula el limite de deteccion
usando la media mas tres desviaciones estandar.

e Habra que asegurarse de que las muestras negativas proceden de diferentes animales
y, cuando sea posible, confirmar que son negativas por un método diferente.

13.3.3. CCoa de sustancias sujetas a un limite maximo permitido

e En el caso de las sustancias para las que se haya establecido un limite méximo, se
analizan al menos 20 muestras negativas por cada matriz enriquecida con el analito a
la concentracion correspondiente al limite.

e La concentracion media en el limite permitido mas 1,64 veces la desviacion estandar
correspondiente sera igual al CCa (a0 =5 %).

13.3.4. CC Beta de sustancias prohibidas

e Se analizan 20 muestras en blanco representativas enriquecidas al nivel de interés en
funcioén del CCa del método.

e Si se declaran positivas todas las muestras enriquecidas, es decir, mayores que el
CCa, entonces la CCP sera inferior al nivel de enriquecimiento.

¢ Si se declaran positivas 19 de las muestras enriquecidas, entonces la CCp sera igual
al nivel de enriquecimiento.

e Si se declaran positivas 18 de las muestras enriquecidas o menos, entonces la CCP
sera superior al nivel de enriquecimiento.

13.3.5. CC Beta de sustancias sujetas a un limite maximo permitido

e Se analizan 20 muestras en blanco representativas enriquecidas al limite maximo
permitido o por debajo de este (por ejemplo, la mitad del limite maximo cuando sea
posible).

e Si se declaran positivas todas las muestras enriquecidas (por encima del CCa),
entonces la CCP serd inferior al nivel de enriquecimiento.

e Si se declaran positivas 19 de las muestras, entonces la CCP sera igual al nivel de
enriquecimiento.

e Si se declaran positivas 18 de las muestras enriquecidas o menos, entonces la CCP3
serd superior al nivel de enriquecimiento.

13.3.6. Estabilidad del analito en la solucion

e Se preparan nuevas soluciones madre del analito o los analitos y se diluyen para
obtener las concentraciones patréon y de control, tal y como se especifique en el
procedimiento operativo normalizado del método.

e Se analizan los patrones después de la preparacion y luego se vierten volimenes
adecuados en recipientes apropiados, se etiquetan y se almacenan de la siguiente
manera: diez alicuotas en la oscuridad y a la luz a -20 °C, 4 °Cy 20 °C.

e Se comprueban las alicuotas comparandolas con un patréon nuevo y una serie de
control 1, 2, 3 y 4 semanas después de la preparacion.
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e Habra que asegurarse de que la escala de tiempo del estudio refleja las condiciones
de almacenamiento normales de los patrones y el tiempo de almacenamiento.

13.3.7. Estabilidad del analito en la matriz

e Se utiliza preferentemente material real, pero si no se dispone de ello puede utilizarse
material adicionado.

¢ Se selecciona una concentracion o rango adecuada, por ejemplo, la CCP o el limite
maximo de residuo.

e Se distribuyen las muestras en 5 alicuotas para cada concentracion y adicion al nivel
que se haya seleccionado.

e Se analiza una alicuota inmediatamente y el resto pasadas 1, 2, 4 y 20 semanas de
almacenamiento a -20 °C.

13.3.8. Estabilidad del analito en el extracto

e Se evalta la estabilidad en los métodos en que el analito se extraiga en una solucion
final.

e Se determina la estabilidad en la solucion analitica y en cualquier otra fase en que se
deje la muestra.

e Se extraen 3 conjuntos de controles (6 repeticiones de cada uno) por ensayo. Uno de
ellos debe estar terminado antes de un dia.

e Se guardan los otros conjuntos y se completan en otras fechas que reflejen el uso
probable del método en condiciones normales de ensayo.

e Se comparan los resultados entre los diferentes periodos de tiempo y se determina
cualquier diferencia significativa.

13.4. CURVA DE CALIBRACION

e Se emplea la variacion entre ensayos e intraensayo de la curva patron (para
establecer los valores de aceptabilidad de cada punto patron).

e Se ensayan 3 curvas en el mismo analisis para determinar la variacion intraensayo.

e Se determina la variacion entre ensayos a medida que progresa la validacion.

e En los datos de validacion se describira la formula matematica de la curva y la
bondad de ajuste de los datos.

13.5. REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO

e Se prepara un conjunto de muestras y se adiciona el analito (o los analitos) para
obtener un intervalo adecuado de concentraciones [es decir, 1, 1,5 y 2 veces la CC
00,5, 1y 1,5 veces el limite maximo permitido].

¢ Se analizan seis muestras idénticas en cada nivel.

e Se repiten esos pasos al menos dos veces con operadores diferentes y distintas
condiciones ambientales (por ejemplo, lotes de reactivos, patrones, instrumentos, etc.).

e Se calcula la media y el coeficiente de variacion de las muestras adicionadas.
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13.6. VARIACION ENTRE ENSAYOS E INTRAENSAYOS

Se prepara un conjunto de muestras y se adiciona el analito (o los analitos) para
obtener concentraciones equivalentes a 1, 1,5y 2 veces la CCB 0 0,5, 1 y 1,5 veces el
limite méximo permitido.

Se analizan al menos seis muestras idénticas en cada nivel.

Se repiten esos pasos al menos en otras dos ocasiones.

Se calcula la media y el coeficiente de variacion de las muestras adicionadas.

La concentracion del analito puede estimarse a partir de otros parametros
disponibles, como tamafio de la zona, la densidad Optica o el porcentaje de
absorbancia.

Deberan especificarse los analitos y su concentracion para el estudio e incluirse en el
plan de validacion.

13.7. RECUPERACION

Para las recuperaciones:

13.8.

60

Se emplea material de referencia certificado (si se dispone de ello) o bien se
adicionan muestras en blanco.

Se seleccionan 18 alicuotas de una matriz en blanco y se enriquecen cada 6 de
ellas 1, 1,5y 2 veces la CCB 0 0,5, 1 y 1,5 veces el limite maximo permitido.

Se afiade el analito a la matriz negativa antes de afiadir cualquier solvente y se
permite que interactie con la muestra durante un periodo de tiempo especificado en
el procedimiento operativo normalizado antes del ensayo.

Se analizan las muestras y se calcula la concentracion en cada muestra.

Se calcula la recuperacion media (porcentaje de la concentracion medida respecto de
la concentracioén enriquecida) y el coeficiente de variacion de los seis resultados a
cada nivel.

ROBUSTEZ

Se estima el efecto de variaciones menores razonables en el método.

Se seleccionan factores como cambios de analista, la procedencia y la edad de los
reactivos, disolventes, patrones y extractos de la muestra, la velocidad de
calentamiento, la temperatura, el pH, el equipo utilizado o cualquier otro factor que
pueda afectar al método de algun modo.

Se identifican posibles factores que pudieran influir en los resultados.

Se varia ligeramente cada factor.

Se puede hacer referencia a los datos de validacion.

Se llevaran a cabo mdas experimentos en caso de que un factor influya
significativamente en el resultado de la medicion.
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Cl18
CCa
CCp

CL-ESI-EM/EM

CPM
CvV

Da
DMSO
EDTA
EFS
ELISA
ESI
eV
FAO
FFA
FFC
FLD

g

m/z

Matriz post
Matriz pre
MeOH

mg

MgSO4

ABREVIATURAS Y SIGLAS

por ciento

aproximadamente

grados celsius

microamperio

microgramo por kilogramo

microlitro

micrémetro (micras)

aminoglucésido

ionizacion quimica a presion atmosférica
argdn

unién maxima

carbono 18

limite de decision

capacidad de deteccion

cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tdindem
cuentas por minuto

coeficiente de variacion

dalton

sulfoxido de dimetilo

acido etilendiaminotetraacético

extraccion en fase solida

ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
ionizacion por electrospray

electronvoltio

Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
florfenicol amina

florfenicol

detector de fluorescencia

gramo

gramos por litro

hora

agua

acido clorhidrico

acido heptafluorobutirico

balance hidrofilico-lipofilico

cromatografia liquida de alto rendimiento
peroxidasa de rabano picante
inmunoglobulina G

patron interno

kilogramo

kilovoltios

litros por hora

limite maximo de residuos recomendado
relacion masa/carga

patron de matriz adicionada después de la extraccion
patron de matriz adicionada previamente a la extraccion
metanol

miligramo

sulfato de magnesio
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min
ml
ml/min
mm
mM
mmHg
mol/l
MRM
ms
NaCl
NaOH
ng/ul
ng/g
ng/ml
nm
OIEA
MeCN
p/p
PBS
POPOP
PPO
PSA
psi
PTFE
QuEChERS
2

RIA
rpm
RSD

S

SSNI
SSNII
TCA
TPP
tR
USP
uv

A%

v/v
v/vIv
Vol
pug/ml
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minutos

mililitro

mililitros por minuto

milimetros

milimol

milimetros de mercurio

mol por litro

monitorizacidon de reacciones multiples
milisegundos

cloruro de sodio

hidréxido de sodio

nanogramo por microlitro
nanogramo por gramo

nanogramo por mililitro

nanometro
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acetonitrilo

pEeso por peso

tampon fosfato salino
1,4-bis(5-fenil-2-oxazolilo benceno)
2,5-difeniloxazol

amina primaria secundaria

libra por pulgada cuadrada
politetrafluoroetileno

rapido, facil, barato, eficaz, robusto y seguro
coeficiente de regresion
radioinmunoensayo

revoluciones por minuto

deviacion estandar relativa
segundo

solucidn patrén secundaria uno
solucion patrén secundaria dos
acido tricloroacético

fosfato de trifenilo

tiempo de retencion

farmacopea de los Estados Unidos
ultravioleta

voltaje

volumen por volumen

volumen por volumen por volumen
volumen

microgramo por mililitro
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