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Resumen

El uso de sustancias medicamentosas como promotores de crecimiento
en la alimentacién de animales de granja y en acuicultura es una practica ilegal en
la Unién Europea. Dada la incidencia que puedan tener las sustancias
administradas a los animales para la salud de los consumidores, la Unién
Europea estableci6 un reglamento para todos los paises miembros que
corresponde a la voluntad de proteger la salud publica.

La prohibicion de dichas sustancias promotoras del crecimiento ha
motivado un mercado negro a nivel europeo que precisa de estrictos controles
sistematicos para su deteccion. Los medicamentos veterinarios mas utilizados en
estos casos fraudulentos son aquellos que tienen una accidon anabolizante,
hormonal o tireostatica.

El objetivo principal de este trabajo consiste en el desarrollo de métodos
analiticos rapidos y la evaluacién de su aplicacién como técnicas de “screening” o
criba en el control sanitario de residuos medicamentosos y de sustancias
promotoras del crecimiento en animales de granja. Concretamente, se desarrollan
protocolos de analisis rapidos y especificos para detectar residuos de -agonistas
(clembuterol y mabuterol), lactonas del &cido resorcilico (zeranol), antimicrobianos
(carbadox), agentes antitiroideos (metil-tiouracilo) y corticoides (dexametasona)
en muestras de agua de beber, orina y pienso de distintas especies animales.

Se han utilizado los métodos inmunoldgicos tipo ELISA debido a su
especificidad, rapidez y gran nimero de muestras que se pueden analizar de
forma simultanea. La cromatografia liquida de alta resolucion ha sido también una
herramienta muy eficaz para la deteccién de varias sustancias.

Todos los métodos puestos a punto y optimizados para los analitos y
respectivas matrices estudiados demostraron buena sensibilidad y robustez y han
podido ser validados conforme a la normativa vigente que afecta a todos los

paises miembros de la Unién Europea (Decision 2002/657/EC).






Resum

L'ds de substancies medicamentose com a promotors de creixement en
I'alimentacioé d'animals de granja i en aquicultura és una practica il.legal a la Uni6
Europea. Atesa la incidéncia que puguin tenir les substancies administrades als
animals, la Unié Europea va establir un reglament per a tots els paisos membres que
correspon a la voluntat de protegir la salut publica.

La prohibicié d'aquestes substancies promotores del creixement ha motivat
un mercat negre a nivell europeu que necessita estrictes controls sistematics per a la
seva deteccié. Els medicaments veterinaris més utilitzats en aquests casos
fraudulents son aquells que tenen una accié anabolitzant, hormonal o tireostatica.

L'objectiu principal d'aquest treball consisteix en el desenvolupament de
meétodes analitics rapids i l'avaluacié de la seva aplicaci® com a técniques de
screening o cribatge en el control sanitari de residus medicamentosos i de
substancies promotores del creixement en animals de granja. Concretament, es
desenvolupen protocols d'analisi rapids i especifics per detectar residus de B-
agonistes (clenbuterol i mabuterol), lactones de I'acid resorcilico (zeranol),
antimicrobians (carbadox), agents antitiroidals (metil-tiouracilo) i corticoides
(dexametasona) en mostres de aigua de beure, orina i pinso de diferents espécies
animals.

S'han utilitzat els meétodes immunoldgics tipus ELISA per la seva
especificitat, rapidesa i gran nombre de mostres que es poden realitzar de forma
simultania. La cromatografia liquida d'alta resolucié ha estat també una eina molt
eficag per a la deteccio de diverses substancies.

Tots els métodes posats a punt i optimitzats per als analits i respectives
matrius estudiades van demostrar bona sensibilitat i robustesa i han pogut ser
validats d’acord amb la normativa vigent que afecta tots els paisos membres de la
Unié Europea (Decisié 2002/657/EC).






Abstract

The use of veterinary drugs as growth promoters in feed for farm animals and
aquaculture is illegal in the European Union. Given the impact that these
administered substances may have for consumers” health, the EU established a
regulation for all member countries that corresponds to the desire to protect the public
health.

The ban for the use of such growth promoters created a black market at an
European level that required a strict and systematic control for its detection.
Veterinary drugs most used in these fraudulent cases are those with an anabolic,
hormonal or thyrostatic effect.

The main goal of this work consists of the development of rapid analytical
methods and the evaluation of its application as screening techniques for the sanitary
control of veterinary substances and growth promoters in farm animals. More
specifically, protocols for rapid and specific analysis are developed for residues of 3-
agonists (clenbuterol and mabuterol) resorcycilic acid lactones (zeranol), antibacterial
(carbadox), antithyroid agents (methyl thiouracil)) and corticosteroids
(dexamethasone) in samples of drinking water, urine and feed of various animal
species.

Immunological methods have been used due to their specificity, rapid
processing time and large number of samples that may be performed simultaneously.
The high resolution liquid chromatography has also been a very effective tool for the
detection of several substances in a relatively short period of time.

All the developed and optimised methods for the analysis of analytes in their
respective matrices have shown good stability and robustness and have been
validated according to the current normative affecting to all European Union member
countries. All these methods have been validated according to Decision
2002/657/EC.
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1. Introduccion







1. INTRODUCCION

Desde el advenimiento de la era industrial, las personas compran los
alimentos cuando antes los producian para su autoconsumo. Este cambio
provocoé la aparicion de los sistemas de produccion agropecuarios intensivos
asi como de la industria alimentaria. La contaminacién, tanto microbioldgica
como quimica o fisica, se venia produciendo de manera natural, pero con la
necesidad de las nuevas practicas y de nuevos procedimientos industriales,
han ido apareciendo nuevos tipos de contaminacién. De hecho, los
contaminantes abidticos pueden ingresar en cualquier punto de la cadena
alimentaria.

La seguridad de los alimentos que consumimos se ha convertido en
una prioridad fundamental tanto para los consumidores como para las
industrias productoras y los poderes publicos.

Recientemente hemos sufrido muchas crisis tanto en Europa como en
el resto del mundo, lo cual ha acrecentado la sensibilidad de Ilos
consumidores a las cuestiones alimentarias. Se podrian citar como ejemplos
la enfermedad de las vacas locas, la contaminacion de carne de ave con
dioxinas, las hormonas, los antibiéticos, etc. Todos estos acontecimientos
afectan y comprometen la salud de los consumidores, los cuales demandan
un mayor y mas sensible nivel de control pero también la introduccion de
nuevos sistemas de produccién, nuevas tecnologias y nuevos habitos
alimentarios. Todo esto conlleva a que la legislacion alimentaria se reoriente
hacia una politica mas dirigida hacia la vigilancia como mecanismo de
prevencion. Ante esta presion, la Unidon Europea se ha comprometido a
reformar su normativa en materia de alimentos, buscando un nivel de

proteccion mas elevado para sus consumidores.



La contaminacion alimentaria se puede definir como la introduccién o la
presencia de contaminantes en los alimentos o en la cadena alimentaria que
suponen un riesgo para la salud humana (Codex alimentarius, 1999). Los
contaminantes son, por tanto, “agentes de peligro” presentes en los alimentos
que hacen que éstos pierdan su inocuidad. Légicamente, la contaminacion de
los alimentos conlleva un riesgo sanitario para las personas que consumen
esos alimentos.

La OMS define como residuo a cualquier sustancia quimica que
persiste en un medio dado tras haber sido introducida en él voluntariamente o
no y cuya presencia es cuantitativa o cualitativamente anormal. Su origen
puede estar en el ambiente, en la aplicacién de promotores del crecimiento o
de medicamentos de uso veterinario, en los aditivos incorporados en los
alimentos o bien en sustancias procedentes de transformaciones
tecnoldgicas o tratamientos culinarios.

La contaminacién ambiental constituye un buen ejemplo ya que es, hoy
por hoy, una fuente importante de residuos y contaminantes quimicos en los
alimentos. La explotacién intensiva del suelo y la produccion industrial
contribuyen de forma importante a la presencia de contaminantes quimicos
en los alimentos. En este grupo de residuos se incluyen los pesticidas
organoclorados, bifenilos policlorados (PCBs), metales pesados y dioxinas,
entre otros.

La transformacion industrial de los alimentos (obtencion,
procesamiento y conservacion) debe ser controlada de forma estricta de
manera que se asegure la inocuidad de los productos obtenidos. Las
principales fuentes de contaminacién en este ambito son los siguientes:
efluentes y aguas; equipos, utensilios y superficies de trabajo; ingredientes y

aditivos; los procesos tecnoldgicos; envases y embalajes.



En ganaderia, los tratamientos zootécnicos, profilacticos y terapéuticos
son causa frecuente del ingreso de contaminantes quimicos en la cadena
alimentaria, siendo capaces de producir importantes intoxicaciones. Esto
supone un problema de salud publica importante ya que se originan residuos
en los alimentos procedentes de los animales tratados. Dentro del amplio
grupo de residuos derivados del uso de tratamientos veterinarios se incluyen
los compuestos antibacterianos, antimicéticos y antiparasitarios que se
emplean en la profilaxis, en el tratamiento de diferentes enfermedades
animales y como promotores del crecimiento (tranquilizantes, compuestos de
accion tireostatica y compuestos de accion hormonal).

A partir de los afos cincuenta la ganaderia logré incrementar
espectacularmente su rendimiento, mediante la progresiva incorporacién de
diversas innovaciones tecnolégicas. Como ejemplo, se podria citar el uso de
medicamentos para prevenir y curar enfermedades. Dentro de los
medicamentos veterinarios, los antimicrobianos fueron los mas empleados
debido a las infecciones que presentan los animales durante su crecimiento y
desarrollo. El uso de los antibidticos ha generado numerosos problemas con
el transcurso de los afios y su uso abusivo, destacando la aparicion de
problemas de resistencias a antibiéticos en humanos. Por otra parte, el uso
de otras sustancias tales como los B-agonistas han demostrado efectos
cancerigenos. Algunas de estas sustancias han sido objeto de un uso
indebido o mal uso, es decir, que pasaron de ser usadas de forma
terapéutica y profilactica a ser utilizados en dosis que potencian el
crecimiento de los animales, llegando a la utilizacion de mezclas muy
equilibradas de varias sustancias (cocteles) con un efecto potenciador del
crecimiento y que son dificilmente detectables por los controles oficiales que
se realizan en los laboratorios destinados a este fin. Asi pues, ha habido una

evolucién en el uso de los medicamentos veterinarios, que han pasado a ser



utilizados en muchos casos como promotores del crecimiento (Courtheyn et
al., 2002; Van Peteguem y Daeselaire, 2004).

El uso de farmacos veterinarios en la produccion agropecuaria hace
que los consumidores de alimentos de origen animal estén potencialmente
expuestos al consumo de residuos de sustancias que pueden tener cierto
grado de toxicidad, ya que los compuestos permanecen en el organismo
animal como consecuencia del tratamiento recibido, incluyendo el principio
activo original y/o los productos de su biotransformaciéon (metabolitos). Estas
sustancias también estan presentes en los productos derivados de estos
animales como son la carne, la leche, los huevos o la miel. La presencia de
estos residuos, en mayor o menor proporcion, esta relacionada con: la
naturaleza del producto, la dosis utilizada, la forma de aplicacion y el tiempo
transcurrido desde su aplicacién hasta el sacrificio de los animales (en el
caso de la carne y las visceras) o hasta la recoleccion del producto cuando
se trata de leche, huevos o miel.

El uso terapéutico de los medicamentos veterinarios se realiza bajo
control de un veterinario responsable. El uso de hormonas en animales, tales
como testosterona, 17(3-estradiol, progesterona y sus derivados pueden
estar autorizados por algunos de los estados miembros de la Union Europea.
También se autorizan para uso terapéutico en algunos estados miembros los
productos medicamentosos que contienen trembolona, administrada
oralmente o algun B-agonista en equinos y animales de compafia. Estos
medicamentos deben ser utilizados siempre siguiendo las instrucciones del
fabricante (prospecto). Los B-agonistas también se pueden utilizar en los
procesos de induccién al parto (tocdlisis) en rumiantes. Una vez mas, estos
medicamentos deben ser administrados por un veterinario bajo su estricta

responsabilidad.



Otra aplicacion de los medicamentos veterinarios consiste en el uso de
algunas sustancias o mezclas de sustancias para el engorde de animales.
(Kopochick y Cioffi, 1991). Como ejemplo podemos citar los esteroides y
otras sustancias que tienen una actividad farmacoldgica similar y mejoran la
conversion del pienso en proteina. Esta mejora de conversién revierte en un
crecimiento o desarrollo del animal mas rapido que permite que sea
sacrificado antes alcanzando incluso mayor peso en las canales. Esto reporta
un claro beneficio econdmico para el ganadero pero no se tienen en cuenta
los efectos nocivos para la salud de los consumidores. Otro grupo de
sustancias son los antitiroideos, algunas veces llamados antihormonas
porque inhiben la actividad de la glandula tiroidea y producen una mayor
retencién de agua en la carne.

Dada la incidencia que puedan tener las sustancias administradas a los
animales, la Union Europea establecié un reglamento para todos los paises
miembros que responde a la voluntad de proteger la salud publica. De esta
forma, la Union Europea prohibe el uso de medicamentos veterinarios como
promotores de crecimiento en la alimentacion de animales de granja vy
acuicultura destinados al consumo humano. Los medicamentos veterinarios
mas utilizados en estos casos fraudulentos son aquellos que tienen una
accion anabolizante, hormonal o tireostatica. Los estados miembros prohiben
el uso de dichas sustancias tanto en granjas como en piscifactorias debido a
que en ambos casos los animales y sus derivados van a ser destinados al
consumo humano (Reig y Toldra, 2008b, 2008c)

Algunos tratamientos zootécnicos constituyen la segunda excepcion a
esta prohibicion general de uso de medicamentos que tienen una accién
estrogénica, androgénica o gestagena. Concretamente, hoy en dia se centra
en los procesos de implantacién de embriones en lo que se refiere a

animales de granja y en el caso de la acuicultura, se centra en los alevines



qgue pueden ser tratados con productos o medicamentos que tienen accion
androgénica durante los primeros tres meses con el objetivo de la inversion
sexual.

Resulta evidente después de lo expuesto que era necesario
desarrollar un programa de metodologia analitica y un plan de vigilancia que
permitiera cumplir la normativa que regula la aplicacion de la Directiva
96/23/EC. Los criterios usados para la identificacion y confirmacion de los
métodos cuantitativos y cualitativos estaban regulados por las decisiones
93/256/EEC y 93/257/EEC. Estos criterios fueron re-examinados en base a
los nuevos conocimientos cientificos y tecnoldgicos y dieron lugar al
documento de la SANCO (1085/2000) que es la Decisién de la Comisiéon
2002/657/EC del 12 de agosto de 2002. Este documento ha sido adaptado en
todos los paises miembros de la Union Europea desde su entrada en
funcionamiento el 1 de septiembre de 2002 para los métodos analiticos de
todas las sustancias del grupo A del anexo | de la Directiva 93/23/EC. Los
métodos aplicados para la deteccién de las sustancias listadas en el grupo B
del mismo anexo entraron en vigor cinco afios después de la publicacion de
la Decision 2002/257/EC. Asi pues, actualmente nos encontramos de pleno
en el cumplimiento de esta decision tanto para las sustancias del grupo A
como del grupo B.

La Decision 2002/657/EC define los criterios de actuacién de los
métodos analiticos para residuos, incluye la validacion de los métodos y la
identificacion de los analitos. Ademas, esta Decision introduce el concepto de
puntos de identificacion (IP’s), que corresponde al minimo numero de
créditos que hay que alcanzar antes de concluir que una muestra es
conforme o no conforme. Para las sustancias del grupo A, que son
sustancias prohibidas, se requieren cuatro puntos de identificacion para

probar la identidad de la sustancia. Para las sustancias del grupo B, solo se



exigen tres puntos de identificacion (Le Bizec et al., 2009). Esta nueva forma
de verificacion de que las muestras son conformes o no conformes en base a
los puntos de identificacion hace que hoy en dia sea indispensable el uso de
la espectrometria de masas acoplada a los respectivos cromatografos para la
realizacion de los analisis confirmatorios pero también hace necesario
disponer de técnicas sencillas, rapidas, asequibles y efectivas para la criba

(screening) previa de un gran numero de muestras.



2. Antecedentes bibliograficos







2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Principales grupos de promotores de crecimiento y sus efectos en

los animales

Los promotores del crecimiento incluyen una serie de sustancias muy
heterogéneas entre las que destacan los antibidticos, los compuestos
hormonales anabolizantes, los agentes antitiroideos, llamados finalizadores

carnicos y los B-agonistas o agentes de reparto.

Uno de los principales efectos de los promotores de crecimiento es el
aumento de la cantidad de proteina y un descenso del contenido en grasa lo
cual le da a las canales un aspecto mas magro. Esto se traduce en una

mayor eficiencia del pienso aunque la carne pierda parte de su jugosidad.

2.1.1. Agentes antitiroideos
Los agentes antitiroideos inhiben la produccion de la hormona tiroidea
(tiroxina)  produciendo un aumento de peso de los animales debido a la
retencién de agua. El aumento de peso es debido a un aumento del
contenido de agua en el tracto gastrointestinal y a una retencién de agua en
los tejidos. La carne procedente de estos animales tratados con agentes
antitiroideos es de calidad inferior.
Los agentes antitiroideos o tireostaticos se dividen en dos grupos:
1. El primer grupo contiene analogos del tiouracilo, tales como el
tiouracilo (TU), el metiltiouracilo (MTU), propiltiouracilo (PTU), y el
feniltiouracilo (PhTU). La figura 1 muestra la estructura quimica del 6-

metil-tiouracilo.



Figura 1 - Estructura quimica del 6-metil-tiouracilo.
2. El segundo grupo abarca los analogos del mercaptoimidazol, de los
cuales el tapasol (1-metil-imidazol-2- tiol), cuya estructura quimica se

muestra en la figura 2, es el mas importante.
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Figura 2 — Estructura quimica del 1-metil-imidazol-2- tiol.

La Union Europea prohibio el uso de estas sustancias en animales
destinados al consumo humano mediante la Directiva 96/22/CE, de forma
que no debe encontrarse ningun residuo de ellas ni en los animales, ni en los
productos derivados de ellos. Esto afecta tanto a animales producidos en la
Unidon Europea como a las importaciones.

Los animales asi tratados son facilmente reconocibles tanto cuando
estan vivos, por su aspecto mas redondeado, como en el matadero donde se
aprecia que sus organos internos muestran sintomas de haber sufrido

hipotiroidismo.



2.1.2. Corticoides

Los cécteles de hormonas administradas como inyectables o en forma
de parches se suelen utilizar con frecuencia y tienen un efecto cancerigeno.
(Leffers et al., 2001).

Los corticosteroides son hormonas del cortex adrenal que estan
implicados en una variedad de mecanismos fisioldgicos, incluyendo aquellos

que regulan la inflamacién, el sistema inmunitario, el metabolismo de hidratos

de carbono, el catabolismo de proteinas, los niveles electroliticos en plasma

y, por ultimo, los que caracterizan la respuesta frente al estrés.

Los glucocorticoides, como la dexametasona cuya estructura quimica
se muestra en la figura 3, ejercen una variedad de efectos secundarios en
animales, cuando son administrados a altas dosis. Por ejemplo, la accion
catabdlica de las grasas y proteinas que queda reflejada por el desgaste de
los tejidos, por la reduccion de la masa muscular, por osteoporosis, por
adelgazamiento de la piel y por la alteracion de los patrones de la grasa
corporal (Van Peteghem et al., 2001).

Ahora bien, a veces estos farmacos, como por ejemplo la
dexametasona, pueden ser utilizados para fines no terapéuticos. Si la
administracion es a dosis bajas durante largos periodos de tiempo y en
funcion de su biodisponibilidad, su metabolismo y/o su asociacién con otras
moléculas tales como B-agonistas, van a producir un aumento de la
ganancia de peso y un incremento de la relacién musculo/grasa debido a la
retencion de agua en el musculo, pudiendo utilizarse, en este caso
ilegalmente, como promotores de crecimiento (Van Peteghem y Daeselaire,
2004; Croubels et al., 2004). Su uso continuado a bajas dosis conlleva una
serie de efectos negativos para el animal que lo recibe, como la

degeneracién del timo en el ganado, o la produccion de una carne de menor



calidad (Monson et al., 2007; Brambilla, 1997), como para el consumidor de

los productos de estos animales.
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Figura 3 - Estructura quimica de la dexametasona.

2.1.3. B-agonistas

Los p-agonistas son usados en medicina veterinaria como
broncodilatadores y en los procesos relacionados con el parto como
relajantes uterinos pero cuando son usados en grandes dosis ejercen
acciones de promotores del crecimiento que tienen un efecto de engorde,
donde el animal gana peso, aumenta la proteina y decrece o disminuye la
capa de grasa. La calidad de la carne se ve afectada por el uso de los
promotores del crecimiento ya que la produccién de tejido conectivo aumenta
y se entrecruza mas el colageno resultando en una carne mas dura. Ademas,
las proteasas musculares responsables de la ruptura de proteinas en el
proceso postmortem son inhibidas (Fiems et al., 1990). Son sustancias
obtenidas por sintesis quimica que se ligan a receptores y actian como los
mediadores bioldgicos naturales. Se parecen por lo tanto a la adrenalina y
noradrenalina, no sélo por su mecanismo de accion, sino por su estructura

quimica. El mas conocido es el clembuterol (ver figura 4).
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Figura 4 - Estructura quimica del clembuterol

2.1.4. Hormonas esteroideas y otras sustancias con acciéon hormonal

El uso de esteroides anabolizantes reduce el marmoleo o infiltracién
de grasa y la terneza lo cual afecta a la palatabilidad de la carne. Estas
sustancias ejercen efecto promotor del crecimiento y entre ellas se
encuentran la testosterona, trenbolona, zeranol y acetato de melengestrol.
Las hormonas esteroideas intervienen en numerosas funciones fisiolégicas y
de desarrollo. Las hormonas sintéticas parecen enlazarse a los receptores
esteroideos con parecida afinidad a las naturales (Wilson et al., 2002; Perry
et al., 2005). Asi, la trenbolona se une al receptor de andrégeno, el zeranol al
receptor de estrégeno y el melengestrol al receptor de progestinas (EFSA,
2007). Limites maximos de residuos han sido establecidos por las
autoridades nacionales y por el Codex Alimentario. La Comisién del Codex
Alimentario es un foro internacional que busca la normalizacion de la
alimentacién humana y animal, con el objeto de garantizar la salud de la
poblacion y asegurar practicas equitativas en el comercio nacional e
internacional de alimentos. Estas normas establecen que el uso de
antibidticos en la alimentaciéon animal no debe sobrepasar el Limite Maximo
de Residuos (LMR) determinado por el Codex.

En algunos casos, resulta dificil la diferenciacion entre la produccién

enddgena y la administracién exdgena.



2.1.5. Tranquilizantes

Los tranquilizantes son suministrados al animal para el transporte, lo
cual reduce el estrés y se evita asi deficiencias en la calidad de las carnes y
de sus productos derivados. Es necesario que el animal no esté estresado ni
lesionado durante las operaciones anteriores al sacrificio, para no consumir
innecesariamente las reservas de glucogeno muscular. También es
importante que el animal esté bien descansado durante las 24 horas
anteriores a su sacrificio, con el fin de permitir que el organismo vaya
reponiendo el glucégeno muscular lo mas posible. Los cerdos son una
excepcion a la anterior regla. Deben viajar y ser sacrificados de la manera
menos estresante posible, pero sin descansar durante largos periodos antes
de su sacrificio. También es importante que los niveles de glucdégeno en los
musculos de la canal sean los mas altos posibles, con el fin de desarrollar la
maxima cantidad de acido lactico en la carne. La generacion de acido lactico
produce un descenso del pH por debajo de 6,2. Un pH a las 24 horas
superior a 6,2 indica que el animal estuvo estresado, lesionado o enfermo
antes del sacrificio (http://www.fao.org/DOCREP/005).

Las condiciones de estrés dan lugar a carnes (de porcino y avicola)
de baja calidad que pueden ser PSE (palida, blanda y exudativa)
caracterizada por un metabolismo acelerado en el momento del sacrificio con
una rapida bajada de pH a valores inferiores a 5,5 a las dos horas
postmortem. Por otra parte, la carne DFD (oscura, firme y seca)
caracterizada por una escasa bajada de pH (pH>6,2 a las dos horas
postmortem), pueden presentarse en canales de ganado vacuno u ovino, y
ocasionalmente en cerdos y pavos, al poco tiempo de su sacrificio. La carne
de la canal es mas oscura y mas seca de lo normal, y tiene una textura mas
firme. El glucogeno muscular se consume durante el transporte y el manejo

en el periodo anterior al sacrificio. Por consiguiente, hay poca generacién de



acido lactico tras el sacrificio, produciéndose asi una carne DFD. Esta carne
es de riesgo higiénico-sanitario debido a su pH cercano a la neutralidad que
favorece posibles crecimientos microbianos.

Los tranquilizantes se suministran pocas horas antes del sacrificio, y
por tanto, la presencia de estos farmacos en los animales es evidente por lo
que la inspeccién en matadero debe tenerlo presente ya que debe cumplirse

el periodo de supresion.

2.1.6. Antibioticos

Los antibidticos han sido ampliamente utilizados en produccién animal
en forma terapéutica, preventiva y como promotores del crecimiento. A pesar
de los beneficios que supone su uso para la salud animal, se ha demostrado
que su utilizacion en la producciéon animal supone una pérdida de su
eficiencia con el tiempo y el desarrollo de resistencias bacterianas que se
transmiten a los humanos. Esto ha generado una polémica a nivel mundial
dando como resultado la prohibicion del uso de los antibidticos en la
alimentacion animal , lo cual supone un nuevo desafio para los productores
ya que se enfrentan a la busqueda de alternativas para prevenir las
enfermedades de los animales y garantizar su salud (CFR, 2008).

El proceso de prohibicion se inicid en la Union Europea en 1994;
quedando solo algunos antibiéticos permitidos para el uso en dietas de aves,
cerdos y bovinos. Posteriormente, debido a la preocupacion generalizada por
la resistencia a los antibidticos, se prohibié su uso en dietas animales de
produccién a partir del 2006.

Como ejemplo esta el carbadox que es un antibiético usado en
medicina veterinaria pero que también ha sido utilizado de manera ilegal

como promotor del crecimiento.
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Figura 5 - Estructura quimica del carbadox

Actualmente estd prohibido su uso en animales destinados al
consumo humano. Cuando se administra al animal de esta forma incorrecta,
suele ser a través del pienso y posteriormente este residuo o su metabolito
pasa a ser detectado en la carne que ingiere el consumidor, lo cual es un
riesgo para la salud. Puede causar reacciones alérgicas en individuos
sensibles o sensibilizados. Sin embargo, el peligro principal de este
antimicrobiano es el desarrollo de resistencias a cepas bacterianas, ya que el
organismo esta ingiriendo dosis subterapéuticas de este antimicrobiano
(Cerniglia et al., 2005; Chadwick el al., 1992; Cerniglia, et al., 1998). La
resistencia puede ser transferida a otras bacterias con lo cual la respuesta
normal del organismo humano frente a un farmaco se ve mermada o incluso

llega a ser nula.

2.2 Problematica del uso de sustancias promotoras del crecimiento:
historial de intoxicaciones

La presencia de residuos de estas sustancias y/o sus metabolitos en
carnes y otros alimentos de origen animal (huevos, leche, miel etc.) pueden
causar efectos adversos en la salud de la poblacion que los consume.
Algunos de estos efectos adversos se describen a continuacion.

Precisamente el efecto danino para la salud hace que el control de estos



residuos veterinarios usados en animales de granja sea una medida muy
importante para asegurar la proteccién del consumidor (Byrnes, 2005). De
hecho, el uso de medicamentos veterinarios en animales esta estrechamente
regulado en la Unién Europea. Sin embargo, el uso fraudulento continua
siendo un factor de riesgo que hay que controlar mediante inspecciones
periddicas que se encuentran programadas y disefiadas en los planes
vigilancia y control de residuos que se elaboran anualmente en todos los
paises miembros de la Unién Europea.

En Espafia se detectd el primer brote de intoxicacion por clembuterol
en Asturias en 1990. No se habia registrado ningun brote de ese tipo y se
inicié la investigacion para establecer las causas de aquella intoxicacion que
se manifestaba con los siguientes sintomas: temblores, palpitaciones y
taquicardia acompanados frecuentemente de nerviosismo, cefalea y mialgias,
nauseas, inquietud, vomitos, dolor de pecho, boca seca y calambres
musculares, con una duracion media de 40 horas, aunque llegd a alcanzar un
maximo de 6 dias.

Al sospechar una intoxicacién alimentaria las encuestas realizadas a
los afectados incluyeron todo tipo de alimentos ingeridos en los ultimos 7
dias, encontrando que, generalmente, poco antes del inicio de los sintomas
todos los afectados habian consumido higado de ternera, con un comienzo
brusco, después de un periodo de latencia entre 30 minutos y 6 horas, con
una media de dos horas (Barbosa et al., 2005). El clembuterol es un farmaco
B-agonista con afinidad para receptores 1 y B2. Esta autorizado su uso
como broncodilatador en humanos (tanto en Espafia como en la Comunidad
Europea), asi como su uso en animales para el tratamiento de afecciones
respiratorias y como relajante uterino en el parto.

Los efectos anabdlicos del clembuterol sobre la masa muscular y la

grasa corporal han favorecido su uso ilegal en la alimentacion animal. Causa



disminucion de la grasa corporal, crecimiento de la masa muscular y
ganancia de peso, sobre todo en el ganado vacuno joven. Se acumula en el
higado en grandes cantidades y en menor grado en el musculo, por lo que el
consumo de las visceras conlleva mayor riesgo que el de la carne.

La intoxicacion en humanos se produce por ingestion del producto
contaminado. Se detecta en orina y sangre de las personas afectadas, dentro
de las primeras 48 horas. Este corto periodo de permanencia de la sustancia
en el organismo hace a veces dificil su deteccion. Los efectos adversos por el
consumo de carne contaminada con clembuterol se empezaron a publicar
hacia el ano 1990 en Europa sobre todo en Espafa e Inglaterra. En la
actualidad, en el ambito internacional, esta prohibido el uso de clembuterol
como promotor de crecimiento y no hay un valor minimo que se pueda
considerar seguro por lo que su deteccidn en productos carnicos se
considera un delito. A pesar de lo anterior, siguen reportandose problemas de
salud por la ingestion a través de productos carnicos en diversos paises
como China, Irlanda, México y paises del Centro y Sur de América entre
otros.

El afio en que se presentaron mayor numero de brotes y casos fue
1992, desde entonces, la evolucion es marcadamente decreciente. EI mayor
brote fue registrado en 1994 en Madrid con 155 casos.

Durante septiembre de 2006, una serie de enfermedades por
alimentos estallé en Shanghai que afect6 a mas de 300 personas. Se
confirmd que estaban relacionadas con comidas de intestinos de cerdos que
contenian clembuterol. En junio del mismo afio, los empleados de un hotel en
Foshan sufrieron una intoxicacién alimenticia con clembuterol; y en mayo
cientos de trabajadores de una fabrica de vidrio de la provincia de
Guangdong se intoxicaron por comer cerdo contaminado con clembuterol.

En 2008, 70 empleados de la companiia de productos plasticos Zhongmao de



la ciudad de Jiaxing, provincia de Zhejiang (China), fueron diagnosticados de
intoxicacion con clembuterol, tras consumir cerdo en la comida servida por el

comedor de la fabrica.

2.3 Legislacion Reguladora en la Unién Europea

Desde el ano 1981, hace casi 30 anos, la Union Europea lleva
regulando el uso de ciertas sustancias quimicas que, con efecto hormonal o
promotor del crecimiento, pueden ser susceptibles de emplearse en la cria
del ganado. Ejemplo de ello es la prohibicion de la administracion a animales
productores de alimentos de sustancias como la testosterona, zeranol,
acetato de melengestrol, etc.

Considerando que los residuos que dejan en la carne y otros productos
de origen animal y que algunas sustancias de efecto tireostatico y de efecto
estrogénico, androgénico o gestageno pueden ser peligrosas para los
consumidores y pueden también afectar a la calidad de los productos
alimenticios de origen animal, se establece la vigilancia de dichas sustancias
en la legislacion alimentaria para la Unién Europea.

En la tabla 1 se hace referencia a las directivas, reglamentos y
decisiones que estan actualmente en vigor y que afectan a todos los estados
miembros de la Unién Europea.

Actualmente, la norma basica que recoge todas estas medidas en
nuestro pais, es el Real Decreto 2178/2004, de 12 de Noviembre de 2004,
por el que se prohibe utilizar determinadas sustancias de efecto hormonal y
tireostatico y sustancias -agonistas de uso en la cria de ganado (B.O.E.
13.11.2004) modificado recientemente por el Real Decreto 562/2009 . Esta
normativa constituye la transposicion de la Directiva 96/22/CE, del Consejo

de 29 de abril de 1996, por la que se prohibe utilizar determinadas sustancias



de efecto hormonal y tireostatico y sustancias B-agonistas en la cria del

ganado y sus posteriores modificaciones.

Tabla 1 - Directivas, Reglamentos y Decisiones de la Unién Europea en relacién con
los residuos de medicamentos veterinarios.

Tematica

Legislacion

Prohibiciones de sustancias
hormonales, tireostaticas y
otros medicamentos
veterinarios

Normas de vigilancia
y medidas de control

Limites maximos de residuos

Aditivos autorizados
en alimentacién animal

Directiva 85/358/CE
Directiva 96/22/CE

Directiva 85/358/CEE
Directiva 86/469/CEE
Decisiéon 87/410/CEE
Real Decreto 1423/87
Decisiéon 93/257/CEE
Decisiéon 93/256/CEE
Real Decreto 1749/98
Decision 2002/657/CE

Reglamento
2377/90/CEE
Reglamento 1308/99/CE
Reglamento
470/2009/CE

Directiva 70/524/CEE
Reglamento
1831/2003/CE

2.3.1 Plan de vigilancia de residuos
La Directiva 96/23/CE del Consejo Europeo, de 29 de abril de 1996,

relativa a las medidas de control aplicables a determinadas sustancias y sus

residuos en los animales vivos y sus productos y por la que se derogan las



Directivas 85/358/CEE y 86/469/CEE y las Decisiones 89/187/CEE vy
91/664/CEE, incorporada a nuestro ordenamiento juridico interno mediante el
Real Decreto 1749/1998, desarrolla la creacion y organizacién de planes de
vigilancia de residuos en los productos de origen animal, estableciéndose
entre otros aspectos las medidas de seguimiento ante resultados no
conformes, a la vez que pretende que los productores y todas aquellas
personas que intervengan en el sector ganadero asuman una mayor
responsabilidad en lo que respecta a la inocuidad de cualquier producto de
origen animal de su propiedad que se despache al consumo humano.

Las sustancias sobre las cuales se ejercen las citadas medidas de
control son clasificadas en el Anexo | de la Directiva 96/23/EC tal como se
muestra en la tabla 2.

Los animales y productos cubiertos por la Directiva 96/23/CE son los
siguientes:

e Bovinos (animales vivos y su carne)

e Ovinos y caprinos (animales vivos y su carne)

e Porcinos (animales vivos y su carne)

« Equidos (animales vivos y su carne)

e Aves de corral (aves vivas y su carne)

e Acuicultura (animales vivos y sus productos)

e Leche

e Huevos

e Conejos (animales vivos y su carne)

o Caza silvestre (carne)

e Caza de cria (animales vivos y su carne)

e Miel

Dicha Directiva consta de siete capitulos mediante los cuales se

establece unas medidas de funcionamiento comunes a todos los paises



miembros de la Comunidad Europea y que son de obligado cumplimiento.

Estos capitulos son brevemente descritos a continuacion.

Tabla 2.- Clasificacién de sustancias del Anexo | de la Directiva 96/23/EC.

GRUPO A — Sustancias con efecto anabolizante y sustancias no
autorizadas

1. Estilbenos, derivados de los estilbenos, sus sales y ésteres.
Agentes antitiroideos.

Esteroides.

Lactonas del acido resorcilico (incluido Zeranol).
Beta-agonistas.

Sustancias incluidas en el Anexo IV del Reglamento (CEE) N°
2377/90 del Consejo del 23 de junio.

o0k wbd

GRUPO B — Medicamentos veterinarios y contaminantes

1. Sustancias antibacterianas, incluidas las sulfamidas, quinolonas.
2. Otros medicamentos veterinarios:
= Antihelminticos.

= Anticoccidianos, incluidos los nitroimidazoles.

= Carbamatos y piretroides.

= Tranquilizantes.

= Antiinflamatorios no esteroideos (AINS).

= Otras sustancias que ejerzan una actividad farmacolégica.
3.0tras sustancias y contaminantes medioambientales:

= Compuestos organoclorados, incluidos los PCB.

= Compuestos organofosforados.

= Elementos quimicos.

= Micotoxinas.

= Colorantes.

= Ofros.




Capitulo I Ambito de aplicacion y definiciones

La directiva establece las medidas de control relativas a las

sustancias y a los grupos de residuos enumerados en la tabla 2 (Anexo | de

la Directiva 96/23/EC). A efectos de la directiva se aplican definiciones

habitualmente utilizadas en el campo del analisis de alimentos:

Alimento: Segun el Codex Alimentarius se define como toda sustancia
elaborada, semielaborada o bruta que se destina al consumo
humano, incluyendo las bebidas, el chicle y cualesquiera otras
sustancias que se utilicen en la fabricacion, preparacién o tratamiento
de los alimentos, pero no incluye los cosméticos, ni el tabaco, ni las
sustancias utilizadas solamente como medicamentos.

Analito o sustancia: sustancia que debe ser detectada, identificada y/o

cuantificada y los derivados de la misma que se formen durante el
analisis.

Animal: El plan Nacional de Investigacion de Residuos lo define como
todo animal de las especies contempladas en la Directiva
90/425/CEE.

Autoridad competente: la autoridad central de un Estado miembro

competente en materia veterinaria o cualquier otra autoridad en que
aquella haya delegado ésta.

Carne: El Cdédigo Alimentario Espanol (Anon, 1991) define la carne
como la parte comestible de los musculos de los animales destinados
al consumo humano (mamiferos o aves) y otras porciones de piel,
hueso, nervios, tendones y vasos que los acompafan normalmente.
Distingue asi el tejido muscular de los llamados despojos que incluyen
rifones, higado y otros érganos y tejidos. EI Codex Alimentarius
define la carne como la parte comestible de cualquier mamifero
(Codex 1996).



Contaminante: Segun el Codex Alimentarius se define como cualquier
sustancia no afadida intencionadamente al alimento, que esta
presente en dicho alimento como resultado de la produccion (incluidas
las operaciones realizadas en agricultura, zootecnia y medicina
veterinaria), fabricacion elaboracién, preparacion, tratamiento,
envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento de dicho
alimento o como resultado de contaminacién ambiental. Este término
no abarca fragmentos de insectos, pelos de roedores y otras materias
extrafias.

Laboratorio autorizado: un laboratorio autorizado por la autoridad

competente de un Estado miembro para proceder al examen de una
muestra oficial con el fin de detectar la presencia de residuos.

Material de referencia: material del que se haya confirmado una o

varias propiedades, por medio de un método validado, de manera que
pueda utilizarse para calibrar un aparato o comprobar un método de
medicion.

Medicamento veterinario: el Codex Alimentario lo define como

cualquier sustancia aplicada o administrada a cualquier animal
destinado a la produccién de alimentos, como los que producen carne
o leche, las aves de corral, peces o abejas, tanto con fines
terapéuticos como profilacticos o de diagndstico o para modificar las
funciones fisiolégicas o el comportamiento.

Método de Criba o screening: métodos utilizados para detectar la

presencia de una sustancia o tipo de sustancias al nivel de interés.
Estos métodos permiten tratar un elevado nimero de muestras y se
utilizan para cribar grandes cantidades de muestras en busca de

posibles resultados no conformes.



Método de confirmaciéon: método que proporciona informacion total o

complementaria que permite identificar y cuantificar de una manera
inequivoca la sustancia a nivel de interés.

Muestra conforme: se define como una muestra con ausencia de

analito o sustancia a investigar.

Muestra no conforme: se define como una muestra en la cual se ha

detectado una cantidad cuantificable de sustancia o analito a
investigar.

Muestra oficial: una muestra tomada por la autoridad competente y

que lleve, para el examen de los residuos o de las sustancias
incluidas en el Anexo I, la indicacion de la especie, la naturaleza, la
cantidad y el método de muestreo, asi como la indicacion del sexo del
animal y del origen del animal o del producto animal.

Nivel de interés: concentracion de una sustancia o un analito en una

muestra que es significativa para determinar su conformidad con la
legislacion.

Patrén _de calibraciéon: mecanismo de medicion que representa la

cantidad total de sustancia de interés de modo que su valor este
vinculado a una base de referencia.

Patrén Interno: sustancia no contenida en la muestra, de propiedades
fisicoquimicas lo mas proximas posible a las del analito que debe ser
identificado, que se anade a cada muestra y sirve como patrén de
calibracion.

Residuo: el residuo de sustancia de accion farmacoldgica, de sus
productos de transformacion y de otras sustancias que se trasmitan a
los productos animales y puedan resultar nocivos para la salud

humana.



e Sustancia: materia de constitucion quimica particular o confirmada y
sus metabolitos.

e Sustancias o productos no autorizados: las sustancias o productos

cuya administracidon a un animal estén prohibidas por la normativa
comunitaria.

o Tratamiento ilegal: La utilizacion de sustancias o productos no

autorizados o la utilizacién de productos o sustancias autorizadas por
la normativa comunitaria pero para fines o en condiciones distintas de
las establecidas en la normativa comunitaria o en las distintas

legislaciones nacionales.

Capitulo II. Planes de vigilancia para la deteccion de residuos o
sustancias.

Los Estados miembros de la Unidon Europea confiaran a un servicio
publico central la tarea de coordinar la ejecucion de las detecciones de
residuos o sustancias previstas en su territorio nacional. Este servicio
elaborara un plan para que los servicios competentes se encarguen de
efectuarlo. Se coordinaran las actividades de los servicios centrales vy
regionales encargados de la vigilancia de los diversos residuos. Se

reportaran anualmente todos los datos y resultados obtenidos.

Capitulo llI: Autocontrol y corresponsabilidad de los operadores

Todos los que comercialicen animales de explotacion y toda persona
fisica o juridica que proceda al comercio de dichos animales seran objeto de
inscripcion previa ante la autoridad competente y se comprometeran a

respetar las normativas comunitarias y nacionales pertinentes.



Los propietarios o responsables de establecimientos de primera

transformacién de los productos primarios de origen animal, tomaran todas

las medidas necesarias, en particular mediante autocontroles, para:

Aceptar uUnicamente animales para los que el productor esté en
condiciones de garantizar que se han respetado los plazos de espera.
Asegurarse que los animales no presentan niveles de residuos que
rebasen los limites maximos autorizados.

No presenten indicios de sustancias o productos prohibidos.

Los productores o responsables s6lo comercializaran animales a los
que no se les hayan administrado sustancias o productos no
autorizados o que no hayan sido objeto de un tratamiento ilegal con
arreglo a la directiva 96/23/EC y animales que en el supuesto que
hayan sido tratados con sustancias autorizadas se haya respetado el

plazo de espera recomendado para dichas sustancias.

Capitulo 1V: Controles oficiales

Independientemente de los planes de vigilancia establecidos por los

servicios centrales de cada pais miembro de la Union Europea, se podran

proceder a controles oficiales por muestreo en los casos como:

En la fase de fabricacion de las sustancias enumeradas en el grupo A
del Anexo | asi como en la fase de manipulacién, almacenamiento,
transporte, distribucién y venta o adquisicion de las mismas.

En la fase de la cadena de produccién y de distribucidon de alimentos
para animales.

A lo largo de toda la cadena de produccion de los animales y de los

productos basicos de origen animal.

Los controles se realizaran por las autoridades competentes sin previo

aviso. La autoridad competente en caso de sospecha de tratamiento ilegal,



solicitara al propietario que facilite toda la documentacion que permita
justificar la naturaleza del tratamiento.

En caso de que dicha investigacion confirmara el hecho de la
administracion de sustancias no autorizadas, se efectuaran controles por

muestreo de los animales en sus explotaciones de origen o de procedencia.

La estrategia de muestreo es la siguiente:

El plan de supervision de los residuos estda encaminado a examinar y
poner de manifiesto las razones de los riesgos que entrana la existencia de
residuos en los productos alimenticios de origen animal en las explotaciones,
los mataderos, las industrias lecheras, los establecimientos de
transformacion de pescado y los centros de recogida y envasado de huevos.

El muestreo debe realizarse de forma imprevista, habra de ser en
momentos inesperados y no fijos y en dias de la semana no especificados.
Hay que mantener el elemento sorpresa en los controles.

En lo referente a sustancias del grupo A, la supervision debera ir
encaminada a la deteccion de la administracién de sustancias prohibidas y a
la deteccion de la administracion abusiva de sustancias autorizadas. La
accion debe concentrarse en niveles y frecuencia de muestreo. Se definira el
numero minimo de animales que deben someterse a muestreo. Cada una de
las muestras podra analizarse para detectar una o mas sustancias.

Las muestras deben apuntar a un plan especifico, teniendo en cuento
criterios como: sexo, edad, especie, sistema de engorde.

En el caso de las sustancias del grupo B, la supervisién debe ir dirigida
al control de los residuos de medicamentos veterinarios y al control de la

concentracion de los contaminantes medioambientales.



Capitulo V: Medidas que deberan tomarse en caso de infraccion.
En el caso de descubrir sustancias o productos no autorizados o sustancias
mencionadas en el grupo A y en el grupo B1 y B2, del Anexo | (tabla 2),
dichas sustancias o productos no autorizados deberan quedar bajo control
oficial hasta que la autoridad competente adopte las disposiciones
apropiadas.

Durante el periodo de consignacion de los animales, estos deberan
permanecer en la explotacién hasta que se tomen las medidas cautelares
convenientes en funcién de la naturaleza de las sustancias detectadas.

En caso de comprobarse el tratamiento ilegal, la explotacion ganadera
afectada se vera sometida inmediatamente a un control de toma de muestras
oficial para su investigacién, el tamafo de la muestra debe ser
representativo. También se verificara que todos los animales estén provistos
de una marca o identificacion oficial.

Posteriormente durante un periodo de tiempo de doce meses como
minimo, se sometera a la explotacién a un control con vistas a una posible

deteccion de los residuos considerados.

Capitulo VI. Importaciones procedentes de paises terceros.

Se establece en la normativa comunitaria que sélo puede autorizarse
la importacion de un producto de origen animal si éste procede de un tercer
pais o parte de un tercer pais que, entre otros requisitos, tenga aprobado,
para el producto en cuestidon, el correspondiente plan de vigilancia de
residuos de conformidad con la Directiva 96/23/CE del Consejo. La Decision
2004/432/CE enumera los terceros paises que han presentado un plan de
vigilancia de residuos de conformidad a la Directiva 96/23/CE.

“La admision o el mantenimiento en las listas de paises terceros

previstas en la normativa comunitaria de los que los estados miembros estén



autorizados a importar animales y productos de origen animal incluidos en el
ambito de aplicacién de la presente Directiva quedaran subordinados a la
presentacion, por parte del pais tercero interesado, de un plan en el que se
precisaran las garantias ofrecidas por dicho pais tercero en cuanto a la
vigilancia de los grupos de residuos y sustancias contempladas en el Anexo |
de la Directiva 96/23/CE ”.

Por tanto, solo se autorizara la importacion de los productos arriba
mencionados si proceden de terceros paises o parte de ellos, que conforme
al Anexo de la Decisién 2004/432/CE (modificado por ultima vez por la
Decision 2009/800/CE ), tienen aprobado un plan de vigilancia de residuos
para el producto en cuestion. Ejemplos de medidas de emergencia aplicables
a la importacion de productos de origen animal en relacién a la posible
presencia de residuos de medicamentos veterinarios son las Decisiones
2002/994/CE, actualizada por la Decision 2009/799/CE, aplicable a productos
procedentes de China, y la Decision 2009/727/CE aplicable a los crustaceos

de la India.

2.3.2 Limite maximo de residuos (LMR)

Otro punto legislativo muy importante es la legislacion referente a los
limites maximos de residuos veterinarios.

Los medicamentos veterinarios se usan para garantizar la salud y el
bienestar de los animales, pero su utilizacion en animales productores de
alimentos puede dejar residuos. Con el fin de proteger la salud de los
consumidores se hace indispensable el realizar una evaluacion de seguridad
para estas sustancias teniendo en cuenta sus rasgos toxicoldgicos, la
contaminacion ambiental y los efectos farmacoldgicos. Como consecuencia
de esta mencioén, una sustancia farmacolégicamente activa sélo se podra

emplear en animales productores cuando se haya realizado una evaluacion



de riesgo, con solida base cientifica y resultados favorables. Se establecen,
pues, los limites maximos de residuos (LMR) para esta sustancia cuando se
considera necesario proteger la salud humana.

El limite maximo de residuos se podria definir como “el contenido de
residuos resultante de la utilizacion de un medicamento veterinario
legalmente autorizado en la Unién Europea y considerado admisible desde el
punto de vista de la seguridad del consumidor en un producto alimenticio.”
(Reglamento 2377/90).

Para fijar los limites maximos de residuos se tendran en cuenta las
caracteristicas toxicolégicas y su uso sera en base a buenas conductas de
practicas veterinarias, resultados de ensayos de deplecion etc. Todos estos
estudios serviran para poder fijar el periodo o tiempo de espera en las
autorizaciones de comercializacion de los medicamentos, es decir, el tiempo
que debe transcurrir desde la administraciéon del farmaco hasta el sacrificio
del animal.

Actualmente, el Reglamento 470/2009/CE es el que regula los limites

maximos de residuos. Este reglamento tiene dos objetivos importantes:

1) La proteccién de la salud humana y animal, para lo cual se establece que:

a) Una sustancia farmacolégicamente activa sélo podra utilizarse en

animales productores de alimentos (carne, pescado, leche, huevos y

miel) si ha sido objeto de una evaluacién favorable por la Agencia

Europea de Medicamentos (EMEA). La evaluacion cientifica de los

riesgos tendra en cuenta el metabolismo y la eliminacién de las

sustancias activas y la ingesta diaria admisible (IDA). Este reglamento

obliga a que el dictamen de la EMEA debera tener en cuenta todo

hallazgo cientifico pertinente de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA).



b) Como consecuencia de lo anterior se hara una clasificacion de las
sustancias activas y de las categorias terapéuticas a las cuales
pertenecen, indicandose un LMR, un LMR provisional, la ausencia de
establecer un LMR o bien la prohibiciéon de uso de esta sustancia.

2) Garantizar la disponibilidad de medicamentos veterinarios adecuados
para enfermedades que afecten a animales productores de alimentos,
para lo cual se debe:

a) Establecer un procedimiento de extrapolaciones de LMR ya fijados
para una sustancia activa en un alimento/especie a otros alimentos
derivados o especies animales diferentes.

b) La incorporacion, sin necesidad de dictamen previo de la EMEA, de
aquellos LMR adoptados mediante Decision del Codex Alimentarius
para los cuales la delegacion de la Union Europea no haya expresado
una objecion.

De manera complementaria a estos objetivos y para facilitar el control
de la presencia en los alimentos de sustancias farmacolégicamente activas
que no hayan sido objeto de una clasificacion en la Unién Europea (UE), esta
norma también ha fijjado un procedimiento para establecer valores de
referencia en concentraciones de residuos, es decir, en la menor
concentracion de un residuo que pueda ser detectada y confirmada por un
laboratorio de control oficial. De una manera practica, se explica que
concentraciones por debajo de este valor de referencia fijado para una
sustancia no autorizada no podran dar lugar a incumplimientos de la
legislacion comunitaria. Anteriormente este concepto era expresado a través
de los “Limites minimos de funcionamiento exigidos” (MRLP).

De forma complementaria a este reglamento 470/2009/CE, con fecha
20 de enero de 2010 se ha publicado el Reglamento 37/2010/CE que recoge

la informacién contenida en los anexos del ya derogado Reglamento



2377/1990, es decir, los limites maximos de residuos (LMRs) de sustancias
farmacoloégicamente activas en los alimentos de origen animal, y se

introducen novedades como son:

» Se crean unicamente dos listas en lugar de los cuatro anexos
anteriores: LMRs para sustancias permitidas y lista de sustancias
prohibidas.

» Se introduce informacion acerca de la clasificacion terapéutica de las
sustancias, asi como posibles condiciones o restricciones de su
utilizacion.

» Se ordenan alfabéticamente.

El listado de sustancias farmacolégicamente activas para las que no
puede establecerse limite maximo alguno que sea seguro para el consumidor
de forma que su utilizacion en animales productores de alimentos esta
prohibida, incluye las siguientes:

e Avristolochia spp. y sus formulaciones
e Cloranfenicol
e Cloroformo
e Clorpromacina
¢ Colchicina
e Dapsona
e Dimetridazol
e Metronidazol
¢ Nitrofuranos
¢ Ronidazol
El Reglamento de LMR de sustancias farmacolégicamente activas

también recoge los LMR de aditivos utilizados en alimentaciéon animal



autorizados en base al Reglamento 1831/2003/CE, por supuesto contando
con una evaluacion favorable de la EFSA.

La tabla 1 resume todas las Directivas, Reglamentos y Decisiones de la
UE para la vigilancia y control de residuos de medicamentos veterinarios en

alimentos.

2.4 Regulaciones en otros paises

Algunos paises permiten el uso de ciertas sustancias prohibidas en la
Union Europea, como por ejemplo, el uso de sustancias con actividad
hormonal. En paises como Canada, Nueva Zelanda, Australia y Estados
Unidos, estan autorizadas. Asi, la trenbolona, progesterona, zeranol, 17-3-
estradiol, testosterona y la somatotropina bovina estan autorizadas en los
Estados Unidos y han sido fuente de conflicto permanente con la Unidn
Europea.

La autorizacion en Estados Unidos de la utilizacion de la hormona
somatotropina bovina (BST) para aumentar la produccion lactea de las vacas
lecheras y su prohibicion por parte de la UE generd una gran polémica que
todavia continua. La FDA estadounidense ha sefalado, mediante estudios
toxicoldgicos, que el empleo de BST en el ganado vacuno no conlleva
riesgos para la salud humana (Daughaday et al., 1990; Grossman, 1990;
Guest, 1990). Su empleo en los animales disminuye el consumo de pienso lo
cual hace que se deposite menos grasa en la canal, haya un aumento de
sintesis proteica y, por lo tanto, un mayor crecimiento (Beerman,1989;
Kopchick y Cioffi, 1991).

En Estados Unidos, el “Programa Nacional de Control de Resistencia
Antimicrobiana” fue iniciado en 1996, a través del trabajo conjunto del Centro
de Prevencién y Control de Enfermedades (Center for Disease Control and

Prevention), de la FDA (Food and Drugs Administration) y el Departamento



de Agricultura (USDA). El programa controla la presencia de alteraciones en
la susceptibilidad microbiana de patdégenos entéricos zoondticos en
humanos, especies animales (enfermos y sanos) y en canales.

El control de residuos veterinarios en EEUU se realiza mediante el
Programa Nacional de Residuos (NRP). Este programa depende del USDA y
esta controlado por el Servicio de Inspeccion y Seguridad Alimentaria (FSIS).
Hay dos programas, uno de muestreo interno y el otro que controla las
muestras procedentes de importaciones. El programa del FSIS para el control
interno esta disefiado para realizar muestreos para el control y la prevencién
de la aparicion de posibles restos de medicamentos veterinarios en animales
de granja destinados a consumo humano y sus productos. Este programa
también controla mataderos. (Reig y Toldra, 2009).

En Brasil, los programas de control de residuos en alimentos siguen
las normas establecidas por el Ministerio de Agricultura y por el Codex
Alimentarius, cédigo internacional de alimentos creado en 1962 por la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
(FAO), en conjunto con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Brasil define las normas de inspeccion vy fiscalizacion obligatorias de
productos destinados a la alimentacién animal a través de la Ley n° 6.198 de
26/12/74 y el subsiguiente Decreto n°76.986 de 06/01/76.

2.5 Normativas Reguladoras de la metodologia analitica
2.5.1 Directiva Europea de métodos analiticos

Las inspecciones oficiales y los servicios analiticos vigilan el control
de residuos y sustancias no autorizadas siguiendo la Directiva 96/23/CE. La
metodologia analitica debe incluir criterios para la identificacion y
confirmacién de las sustancias no autorizadas y los residuos incluidos todos

ellos en el Anexo | de la Directiva 96/23/CE, la cual fue implementada por la



Decisién de la comisién 2002/657/CE la cual nos aporta las reglas que deben
cumplir los métodos analiticos usados en el analisis de muestras oficiales y
un criterio especifico comun para la interpretacion de los resultados analiticos
de las muestras oficiales. La metodologia analitica incluye los criterios para la
identificacion de los analitos mediante métodos de barrido rapido, criba o
screening y para métodos de confirmacion del analito detectado mediante
métodos de confirmacion.

Nuevos conceptos como el limite de decision (CCa) y la capacidad de
deteccién (CCP) se incluyen en esta Decision de la Comision 2002/657/CE.

Los Estados miembros garantizan que las muestras oficiales tomadas
de acuerdo con la Directiva 96/23/CE se analicen segun métodos que:

e Estan documentados en las instrucciones de ensayo.

e Cumplen los criterios de funcionamiento y otros requisitos vy
procedimientos de los métodos analiticos.

e Han sido validados de acuerdo con los procedimientos descritos en la

Decisién de la comision 2002/657/CE.

e Cumplen los limites minimos de funcionamiento exigidos (MRPL)
establecidos.

Los estados miembros aseguran la calidad de los resultados de los
analisis de las muestras tomadas de acuerdo con la Directiva 96/23/CE, en
particular comprobando los ensayos y/o las calibraciones de acuerdo con la
norma I1SO 17025.

2.5.2 Interpretacion de los resultados
El resultado de un analisis se considerara no conforme si se supera el

limite de decision del método de confirmacién para el analito.



Si se ha establecido un limite permitido para una sustancia, el limite
de decision es la concentracion por encima de la cual puede decidirse con
una certeza estadistica de 1-a que se ha superado el limite permitido.

Si no se ha establecido limite para una sustancia, el limite de decision
es la concentracion mas baja a partir de la cual un método puede detectar la
presencia del analito en cuestion con una certeza estadistica de 1-a.

Las técnicas analiticas que se utilizan para el cribado deben estar
validadas, hecho que se debe demostrar documentalmente y ademas tiene
que tener un porcentaje de falsos conformes menor al 5% (error ) al nivel de
interés. Las muestras que resultan sospechosas son confirmadas mediante

técnicas de confirmacion.

2.5.3 Definiciones del limite de decision y capacidad de deteccion

Las definiciones que se dan a continuacién para ambos parametros
estan descritas en la Decisiéon 2002/657/CE (EC, 2002).

El limite de decision CCa se define como el limite en el cual y por
encima del cual se puede concluir con error de probabilidad alfa que una
muestra es no conforme.

La capacidad de deteccion CCP es definida como el menor contenido
de una sustancia que puede ser detectada, identificada y/o cuantificada en
una muestra con una probabilidad 8 de error. En el caso de sustancias para
las que no se ha establecido un limite permitido, la capacidad de deteccion
es la concentracion minima en la que un método puede detectar muestras
realmente contaminadas con una certeza estadistica de 1-f3.

Ambos limites CCa y CCB son basicos para demostrar el buen
funcionamiento de los métodos especificos que se utilizan en el laboratorio y

del equipo especifico que se estan utilizando para la deteccién y



confirmacién de los analitos bajo unas condiciones de laboratorio especificas
para el control de las muestras.

En el Anexo | de la Directiva 96/23/CE aparecen listadas dentro del
grupo A las sustancias no autorizadas, que tienen un efecto anabolizante (ver
tabla 2). Por otra parte las sustancias del grupo B son un amplio grupo de
medicamentos veterinarios algunos de los cuales tienen establecido un

limite maximo de residuo (MRL).

2.5.4 Validacion

En primer lugar se define el concepto de validacion. El concepto de
validacién ha sido definido por la norma UNE-EN-ISO 8402 (UNE, 1995)
como “la confirmaciéon mediante el examen y la aportacién de evidencias
objetivas de que se han cumplido los requisitos particulares para una
utilizacion especifica prevista.”

Los laboratorios que realizan el control oficial de las muestras del Plan
Nacional de Residuos (PNIR) deben estar acreditados por la entidad
acreditadora (ENAC en Espafia). La acreditacion no se concede para un
laboratorio en su conjunto, sino que se acredita para la realizacion de
técnicas concretas, actualmente se rige por la norma europea 17025. Las
técnicas no normalizadas deben ser validadas en cada laboratorio.

La validacion permite demostrar que un método analitico cumple los
criterios relativos a las caracteristicas de funcionamiento aplicables. Para
cada tipo de método hay que determinar unas caracteristicas de
funcionamiento:

Métodos de criba cualitativos, se debe determinar la capacidad de

detecciéon (CCp), la selectividad/especificidad y la robustez/estabilidad.



Métodos de criba cuantitativos, se deben determinar la capacidad de
deteccion (CCB), el limite de decision (CCa), la precision, la

selectividad/especificidad y la robustez/estabilidad.

2.5.5 Procedimiento de validacién

La validacibn de métodos puede realizarse a través de estudios
interlaboratorios o de acuerdo con estudios en un solo laboratorio o
validacién interna. El procedimiento de validacion tendra que cumplir unos
parametros de funcionamiento independientes del modelo y otros
dependientes del modelo segun se recoge en la Decision CE 2002/657/CE
(EC, 2002). Entre los independientes del modelo estan las caracteristicas
comunes de funcionamiento que son:
Especificidad
Veracidad
Aplicabilidad/Robustez (cambios menores)
Estabilidad.

Por otra parte, estan los parametros dependientes del modelo, que

> wn =

para la validacion interna deben cumplir los siguientes requisitos:
5. Recuperacion
6. Repetibilidad
7. Reproducibilidad intralaboratorio
8. Reproducibilidad
9. Limite de decision (CCa)
10. Capacidad de deteccién (CCR)
11. Curvas de calibrado

12. Robustez (cambios importantes)



2.6 Metodologias analiticas

El analisis de residuos en alimentos ha sufrido una evolucién con el
paso del tiempo, todo ello debido al avance tecnoldgico y al uso sofisticado
de nuevos equipos de analisis instrumental, que con el paso de los afos se
han ido introduciendo en los laboratorios de referencia y en muchos casos se
ha visto favorecido por un relativo descenso de su cuantia econémica. La
figura 6 muestra la rapida evolucion de las técnicas analiticas en funcion del
tiempo

2014
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Figura 6 — Evolucién de las técnicas analiticas en el tiempo (De Brabender et al.,
2009).

La capacidad de detecciéon ha mejorado mucho con el uso de los
nuevos equipos de analisis instrumental, ya que para las sustancias del

grupo A la legislacion exige una deteccion de residuos lo mas baja posible,



tolerancia cero. La mejora en la deteccion se ha visto muy influenciada por la
preparacion de las muestras, paso previo, que también ha sufrido un notable
avance, el uso de técnicas de extraccion y concentracion como son la
extraccion en fase sélida (SPE) mediante cartuchos o columnas desechables,
la extracciéon mediante columnas de inmunoafinidad (IAC) y el uso de
polimeros de impresion molecular (MIP’s), la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Otro punto fundamental consiste en conocer el
metabolismo de las sustancias del grupo A y del grupo B ya que a menudo,
se tienen que detectar los metabolitos de las sustancias (De Brabander et al;
2009)

El analisis de los residuos de medicamentos veterinarios tiene como
objetivo la evaluacion de los efectos nocivos bajo un enfoque rigurosamente
cientifico. Para comprender la complejidad de estos métodos analiticos hay
que documentar cada una de las partes de que consta el proceso y hay que
dar al residuo su dimension toxicolégica, ya que es una sustancia nociva
para el organismo. Asi pues se definen:

1. la naturaleza de las muestras,

2. el tratamiento de las muestras y

3. el método instrumental empleado en la técnica analitica que se aplica
en cada caso.

Los métodos de screening o de criba tienen un papel fundamental
para detectar con rapidez la presencia o ausencia de analito de interés en la
muestra y estan disefiados para evitar falsos negativos. Las técnicas de
analisis utilizadas para el analisis inicial suelen ser métodos inmunolégicos
(biosensores, ELISA), microbiolégicos y cromatograficos (HPLC, HPTLC)
(Toldra y Reig, 2006).



Los métodos de confirmacién por el contrario, son aquellos que
permiten obtener informacién adicional para la cuantificaciéon e identificacion

inequivoca del analito (Decision de la comision 2002/657/CE).

2.6.1 Muestras

Las muestras utilizadas para el control de residuos proceden de
explotaciones ganaderas, son muestras biolégicas de animales vivos, como
la orina y el pelo de bovino, también se analiza el pienso de distintas
especies (avicola, cunicola, bovino, porcino, caprino, ovino y equino) y el
agua de beber del ganado vacuno. Estas muestras pueden contener
concentraciones traza del analito de interés del orden de pg/Kg y gran
cantidad de compuestos interferentes que dificultan la deteccion de los
residuos.

Los métodos microbiolégicos fueron utilizados durante afos para
detectar los compuestos con actividad antimicrobiana, pero actualmente
estan en desuso ya que no permiten discriminar sustancias entre una misma
familia terapéutica. Por otra parte, tampoco son validos para la deteccion de
compuestos sin actividad microbiana (Aerts at al., 1995).

Cada muestra tiene sus propios requisitos que se resumen
brevemente a continuacion:

El agua es una matriz facil de tratar, la muestra debe ser
representativa y se mantiene en congelacion hasta el momento del analisis.

Las muestras de pienso son muy heterogéneas debido a los distintos
tipos de piensos que se formulan para cada especie animal por lo que la
muestra debe ser suficientemente grande y representativa.

Las muestras de orina se congelan después de su toma y se
mantienen en congelacién hasta el momento de su analisis. La orina es un

fluido biolégico que no necesita homogenizacion.



El pelo de vacuno procede de animales de pelo oscuro, siempre que
sea posible, las muestras se toman de la parte del cuello del animal.

Requiere una preparacion laboriosa de la muestra.

2.6.2 Preparacion de las muestras

Los protocolos generales para el tratamiento de las muestras constan
de una etapa de extraccion y otra de purificacion al objeto de aislar los
analitos de interés de las distintas matrices. Los protocolos analiticos de
extraccioén y purificacién de una matriz biolégica deben adaptarse en funcion
de la especificidad y sensibilidad de las técnicas utilizadas para su deteccién
(Kinsella et al., 2009). La elaboracion de un buen protocolo de analisis se
basa en el conocimiento de las caracteristicas quimicas del analito a
detectar: solubilidad, polaridad, etc., lo cual permite determinar su
comportamiento en la extraccion bien con disolventes o bien en fase sdlida.
En segundo lugar, se valoran los parametros de reproducibilidad, precision,
exactitud y seguridad, permitiendo realizar el trabajo de analisis de las
muestras de una forma automatica, con el menor tiempo posible y con un
coste razonable. Una vez establecido este protocolo de analisis se procede a
la validacion del método.

El primer paso dentro del protocolo de extraccion consiste en la
preparacion de la muestra. La preparacion de la muestra es un
procedimiento de vital importancia para el analisis quimico ya que segun
algunas estimaciones entre el 60 y el 80% del trabajo y del coste de un
laboratorio analitico se utiliza para el tratamiento o preparacion de la
muestra. El sistema de preparaciéon de la muestra va a depender
fundamentalmente de la matriz y de la estabilidad de los analitos. Puede ser
necesario un ajuste de pH para que las condiciones de extraccién y

purificacién sean las adecuadas o una dilucién de la misma para reducir la



viscosidad y asegurar una fluidez adecuada para su analisis. La preparacion
de la muestra en el analisis de residuos permite concentrar los componentes
hasta los niveles adecuados para poder proceder a su deteccion y también,
eliminar la presencia de elementos que puedan interferir y/o dificultar la
deteccion de las sustancias de interés (Bogialli et al., 2007).

Los métodos mas utilizados para la preparacion de las muestras
incluyen la extraccion liquido-liquido, la centrifugacion y la extraccion en fase
solida.

La extraccion liquido-liquido (LLE) se basa en el empleo de
disolventes adecuados para extraer los analitos de interés de la muestra,
generalmente se utilizan disolventes organicos (hexano, tert-butiimetileter,
etc.) logrando una separacién de los compuestos de interés en la fraccion
organica. Basicamente la extraccién se realiza de la siguiente manera,
considerando que la muestra contiene los analitos disueltos en una muestra
acuosa, se realiza un lavado liquido/liquido (LLE) afiadiendo un cierto
volumen de un disolvente organico, seguidamente la muestra se agita o se
sonica con un ultrasonidos y se centrifuga, siendo en este ultimo paso donde
se separan las fases. En la fase organica es donde se encuentran los
analitos de interés, en la fase acuosa permaneceran los compuestos
hidrdfilos, idnicos y las sales.

En algunos casos puede interesar la ionizacion de los analitos de
interés, afnadiendo por ejemplo acido clorhidrico, al objeto de que estos
permanezcan en la solucion acuosa y posteriormente afiadir un disolvente
organico para separar los compuestos apolares de interés. La utilizacién de
una solucion acida permite la extraccibn de compuestos nitrogenados,
mientras que la utilizacién de una solucién alcalina permite ionizar ciertos

acidos organicos, compuestos fendlicos y otros pigmentos.



La extraccion en fase solida (SPE) se basa en las interacciones de
uniones labiles (electrostaticas, ionicas, de Van der Waals, etc) entre los
constituyentes de la fase liquida (muestra) y una fase estacionaria sélida.
Esta fase estacionaria esta constituida, normalmente por silice con
agrupaciones quimicas de tipo polar (cadenas alquilo), de polaridad
intermedia (-OH, -CN, -NH,,...) o muy polares. La fase estacionaria viene
empaquetada en un cartucho de polipropileno o cualquier otro polimero inerte
y son de un solo uso. Este relleno es el que interacciona con la muestra
reteniendo los analitos de interés. La extraccion en fase sdélida consiste en el
acondicionamiento del cartucho, la carga de la muestra, lavado y elucion de
la muestra. Un protocolo tipico de extraccién en fase sélida se muestra en la

figura 7.
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Figura 7 — Protocolo de preparacion de la muestra por extraccion en fase sélida.




2.6.2.1 Agua

Las muestras de agua llegan al laboratorio congeladas y hasta el
momento de procesarlas se mantienen en congelacion. Una vez
descongelada, el agua necesita ser centrifugada para eliminar posibles

particulas en suspension y queda disponible para el analisis.

2.6.2.2 Pienso

La muestra de pienso es muy heterogénea debido a los distintos tipos
de piensos que se formulan para cada especie animal. Los piensos se
someten a un proceso de molienda para homogeneizarlos, se mantienen en
oscuridad y en lugar seco, y posteriormente se someten a una adecuada
extraccion liquida o bien a su disolucion, filtracion y posterior extraccion en

fase sélida (SPE) para la limpieza y concentracion de la muestra.

2.6.2.3 Orina

La orina es un fluido que no necesita homogenizacion pero si
centrifugacion para eliminar particulas en suspension. Después de centrifugar
se toma una alicuota, se diluye con tampon y se ajusta el pH. Algunos
analitos forman conjugados, tales como glucuronidos, de manera que es
necesario someter a la muestra a una hidrolisis para liberar al analito. La
hidrélisis enzimatica con Helix pomatia, que contiene sulfatasa y pB-
glucoronidasa, es un tratamiento suave y suele ser la mas utilizada dado que
da buenos resultados.

Se deben tomar precauciones a la hora de realizar otros tipos de
hidrélisis ya que en algunos casos, hidrélisis acidas o alcalinas son mas

agresivas y pueden afectar o incluso degradar el analito.



2.6.2.4 Pelo

El pelo, debe ser lavado con detergente (SDS) y posteriormente ser
extraido con metanol y llevado a sequedad con nitrégeno. Algunos métodos
preparativos incluyen una hidrdlisis acida o alcalina. (Gleixner y Meyer, 1996;
Haasnoot el al., 1998).

2.6.3 Métodos de criba o screening

Los métodos de criba, también conocidos como de cribado o de
screening, son utilizados para detectar la presencia de una sustancia o grupo
de sustancias al nivel de interés. Estos métodos permiten tratar un gran
numero de muestras simultaneamente y se utilizan para cribar gran nimero
de muestras en busca de posibles resultados no conformes.

Todos los métodos analiticos que se utilicen para la criba o screening
deben cumplir unos requisitos generales. En primer lugar, la manipulacion de
la muestra debe garantizar que se evite la contaminacién accidental o la
pérdida del analito, obteniéndose la maxima probabilidad de detectar la
sustancia. En segundo lugar, se debe determinar la recuperacion y la
especificidad. La definicién de ambos términos (EC, 2002) es la siguiente:

La recuperacion es el porcentaje de la concentracién real de una
sustancia recuperado durante el procedimiento analitico. Se emplea material
en blanco enriquecido con el analito de interés. Este factor siempre se
determina en la validacion si no se dispone de material certificado de
referencia.

La especificidad es la capacidad de un método para distinguir entre el
analito que se esta midiendo y otras sustancias.

De acuerdo con la Decision 2002/657/CE que se aplica a la Directiva
96/23/CE, para el cribado o screening se utilizaran técnicas analiticas

respecto de las cuales se pueda demostrar de modo documental que estan



validadas y que tienen un porcentaje de falsos conformes < 5 % ( error ) al

nivel de interés.

2.6.3.1. Ensayos ELISA

Hay distintas técnicas disponibles para el screening o barrido rapido
de muestras pero en los Uultimos afos las técnicas basadas en
inmunoafinidad, como los test ELISA que consisten en ensayos con
inmunosorbentes ligados a una enzima (“enzyme linked immunosorbent
assay”) han sido ampliamente usados para este tipo de analisis inicial debido
a que son faciles de usar, sensibles, rapidos y permiten analizar gran nimero
de muestras de forma simultanea (Hahnau y Jilicher, 1996; Toldra y Reig,
2006; Reig y Toldra, 2008a).

Actualmente, existen muchos kits ELISA en el mercado. En la tabla 3
se muestran algunos de los diferentes tipos de kits disponibles
comercialmente segun la sustancia o grupos de sustancias que se quiera
detectar.

Los limites de deteccion dependeran de la extraccion y limpieza que
se le haga a la muestra. Dependiendo de la matriz a analizar, la preparacion
de la muestra consta desde una simple diluciéon con tampén, en el caso mas
sencillo, hasta una hidrodlisis enzimatica y una extraccion en fase sodlida
(SPE).

Los métodos inmunoldgicos son especificos para cada tipo de analito,
estan basados en una reaccion antigeno-anticuerpo. En los ultimos afos se
han desarrollado un gran numero de inmunoensayos para la deteccion de
residuos en alimentos. Las reacciones antigeno-anticuerpo han sido usadas
durante muchos afios para detectar una gran variedad de constituyentes de
alimentos incluyendo las sustancias responsables de adulteraciones y

contaminantes. La interaccién antigeno anticuerpo es muy especifica y muy



util en la deteccién de residuos quimicos y de medicamentos veterinarios que
aparecen en los alimentos de origen animal. La técnica mas usada consiste
en un ensayo basado en una enzima ligada a un inmunosorbente (ELISA) vy
el sistema de deteccion por lectura espectrofotométrica. Hay diferentes

formatos para la cuantificaciéon por antigenos.

Tabla 3.- Ejemplos de kits ELISA disponibles comercialmente para al analisis de
sustancias promotoras del crecimiento.

Limite
Principal i
Tipo de residuo Grupo de deteccién
sustancia a detectar

(ng/mL)
Estrogenos A1 Dietilestilbestrol 0.2
Esteroides A3 Trembolona 0.5
Lactonas del acido

_ A4 Zeranol 0.25

resorcilico
B-agonistas A5 Clembuterol 0.3
Antibioticos A6 Cloranfenicol 0.5
Antibioticos B 1 Sulfonamidas 0.5
Antibioticos B 1 Tilosina 5.0
Antibioticos B 1 Gentamicina 1.5
Corticoides B 2f Dexametasona 2.5

El test ELISA competitivo consiste en un anticuerpo primario, por
ejemplo en el caso de B-agonistas se emplea el anticuerpo de oveja anti-
inmunoglobulina G de conejo, que recubre cada uno de los pocillos. En una
primera incubacion se mezclan los anticuerpos especificos, el conjugado y se
incuba con el extracto de la muestras a analizar o los patrones que contienen
los antigenos. Los anticuerpos especificos se unen a los anticuerpos
inmovilizados en el pocillo y al mismo tiempo los B-agonistas o el analito

problema presente en la muestra compite con el conjugado enzimatico por la



unioén en los sitios especificos de los anticuerpos. Después de un tiempo de
incubacion, los reactivos que no se han unido son eliminados de los pocillos
mediante el lavado. La cantidad de conjugado unido se visualiza a través de
la adicion del sustrato cromégeno (tetrametilbenzidina), es decir, se afade el
sustrato apropiado se incuba la placa y se desarrolla el color. Esta reaccién
finaliza con la adicién de un acido. Se mide la intensidad del color leyendo la
absorbancia optica a 450 nm, cuyo valor es inversamente proporcional a la
concentracién de analito problema en la muestra.

La figura 8 muestra un esquema de los pasos mas importantes del

ensayo ELISA competitivo o indirecto.
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Figura 8 - Principio basico de la técnica ELISA indirecto o competitivo. A) Se fija el
antigeno a los pocillos. B) Se afiade al pocillo la muestra previamente incubada con
el anticuerpo primario. C) Adicién del anticuerpo secundario marcado con una
enzima cuyo producto es coloreado.

La lectura e interpretacion de los resultados se basa en la variacién
de la absorbancia en funcion del tiempo para muestras positivas y negativas

y tiempo 6ptimo de lectura o parada de la reaccién (Figura 9).
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Figura 9 — Diferencias de absorbancia para un mismo tiempo de lectura entre una
muestra conforme (negativa) y una no conforme (positiva).

La lectura de los resultados puede ser valorada tanto visual como
colorimétricamente. A simple vista, pueden ser leidos ciertos ensayos
rutinarios en los que no haga falta una cuantificacion y no se presenten
abundantes casos dudosos (el ojo humano no es capaz de discernir una
variacién de 0,1 de densidad éptica) ya que dicha lectura visual tendra el
inconveniente de la subjetividad y el de diagnosticar equivocadamente los
casos limite. No obstante, evita la adquisicion de aparatos relativamente
costosos como son los lectores de microplacas.

Una de las grandes ventajas de la técnica ELISA es la posible
automatizacion de la lectura y, por lo tanto, su objetividad. Dicha
automatizacibn se puede conseguir con un simple colorimetro o
espectrofotometro de cubeta o con sofisticados equipos de lectura
automatica de microplacas.

Los resultados finales de la lectura colorimétrica se reflejan

numéricamente mediante valores de absorbancia o densidad éptica que se



obtendran a la longitud de onda mas adecuada para la coloracion final
alcanzada.

Los kits ELISA ofrecen la ventaja de poder analizar un gran numero
de muestras por kit, en un tiempo relativamente corto, con buena
especificidad y sensibilidad cuando se compara con métodos tradicionales
(Hahnau y Julicher, 1996; Toldra y Reig, 2006).

Ademas de los kits ELISA basados en el desarrollo de color y que se
encuentran hoy dia en el mercado, existen otros muchos ensayos de tipo
ELISA, desarrollados en laboratorio para distintos residuos y que se resumen
en la tabla 4 con sus respectivos limites de deteccion.

En general, los limites de deteccién dependen de la extraccion y de la
purificacién previa que se le haga a la muestra (De Wasch et al; 2001,
Gaudin et al; 2003, Cooper, Delahaut et al; 2004a). Los kits ELISA son muy
sensibles para la mayoria de las sustancias analizadas por este método y se
pueden obtener resultados semicuantitativos, pero siempre hay que tener
presente que es una técnica de criba o barrido rapido. Esto significa que se
pueden dar falsos positivos como por ejemplo debido a interferencias con
otras sustancias que presenten reacciones cruzadas debido a que su
estructura quimica es similar o mas raramente, debido a cambios de pH o
composicion de los tampones. Esto va a depender en parte, de la
selectividad de cada kit. Por ejemplo, algunos kits ELISA solo detectan el
clembuterol pero pueden presentar, y de hecho presentan, reacciones
cruzadas para otros B-agonistas cuya estructura quimica es parecida al
clembuterol. La parte positiva de estas interacciones es que la deteccién del
residuo tiene valor de técnica multiresiduo pero siempre se tendran que
utilizar métodos de confirmacion para poder asegurar y confirmar el analito o
analitos que se estan detectando. Todas las muestras con resultado no

conforme o dudoso deben ser confirmadas.



Tabla 4. Limites de deteccién de kits ELISA para diferentes residuos y distintas
matrices.

Propionilpromacina

5 ng/g

Tipo de residuo Grupo Matriz Limite de Referencia
Deteccion
Eritromicina Antibidtico Carne de 0,4 ng/mL Draisci et al,
Tilosina bovino 4 ng/mL 2001.
Oxitetraciclina Carne de <EU MRL De Walsch et al,
Clortetraciclina pollo 2001.
Tetraciclina
Bacitracina Pienso 1 ug/g Situ y Elliott,
Tilosina 2005.
Espiramicina
Virginiamicina
Olaquindox
Sulfaclorpiridacina Carne de 100 ng/g Wang et al, 2006
________________________________ pollo
Tetraciclina Plasma de 10 ng/mL Lee et al, 2001.
________________________________ cerdo
Tilosina Agua 0,1 ng/mL Kumar et al,
Tetraciclina 0,05 ng/mL 2004.
Cloranfenicol Carne de 6 ng/mL Zhang et al.,
___________________________________________________ pollo 2006
Dietilestilbestrol Estrégeno Carne de 0,07 ng/mL Xu et al., 2006.
______ pollo
Hexoestrol Carne de 0,07 ng/mL Xu et al., 2006b.
___________________________________________________ cerdo
Avermectina Insecticida Higado de 1,06 ng/mL Shi et al., 2006.
T °15) L1 [ S
Acetato de Esteroide Carne de 0,096 ng/mL Chifang et al.,
_Medroxiprogesterona pollo. 2006.
Semicarbacida Nitrofurano Carne de CCpB=0,25 Cooper et al.,
_____________________________________________ pollo nglg . 2007a.
Dimetridazol Nitroimidazol ""Carmede ~ CCB=2ng/g Huet et al., 2005.
Metronidazol pollo CCB=10ng/g
Ronidazol CCpB= 20 ng/g
Hidroxidimetridazol CCp= 20 ng/g
Ipronidazol CCp=40 nglg
Azaperol Tranquilizantes Rifon de 5 ng/g Cooper et al.,
Azaperona cerdo 15 ng/g 2007b.
Carazolol 5 ngl/g
Acepromacina 5 ng/g
Clorpromacina 20 ng/g




Un ejemplo de esquema del procedimiento general para el analisis de
muestras de carne se esquematiza en la figura 10.

Para cada kit ELISA se realizan las rectas de calibracién y se expresa
la densidad 6ptica (DO) en funcién del logaritmo de la concentracién. Deben
presentar un buen coeficiente de correlacion y una buena sensibilidad para

que los resultados sean validos.
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Figura 10 - Ejemplo del esquema general del procedimiento a seguir en el analisis de
residuos en carne.

Varios estudios inter-laboratorio han sido realizados para poder
comparar los kits ELISA de distintos suministradores como es el caso de la
deteccidon de cloranfenicol en porcino, que se realizd en 2002 con la
participacién de 20 paises de la Union Europea. Este estudio se realizé en
muestras de musculo con diferentes niveles de cloranfenicol. Los resultados

fueron buenos ya que los falsos positivos encontrados fueron del 0% y los



resultados no conformes fueron de 10% (Gaudin et al., 2003). Otro amplio
trabajo de comparacién de kits ELISA, se llevo a cabo realizando un estudio
interlaboratorio con 15 laboratorios de paises de la Unién Europea que
representaban Agencias gubernamentales e industrias privadas, fue
realizado para la deteccion de cinco antimicrobianos utilizados como
promotores del crecimiento (bacitracina de zinc, espiramicina, tilosina,
virginiamicina y olaquindox) los resultados obtenidos fueron de 0% de falsos
conformes y 1.9% de resultados falsos no conformes (Situ et al., 2006).

Para algunos analitos, como el caso del zeranol, los inmunoensayos
no son tan efectivos porque presentan reacciones cruzadas. En el caso del
zeranol se observa que presenta reaccion cruzada con las toxinas formadas
por Fussarium spp, dando resultados falsos no conformes.

En todos los protocolos de analisis se introducen muestras blanco,
junto con los patrones y las muestras a analizar, para evitar altos valores en
las muestras blanco, es imprescindible realizar una purificacion de la

muestra, normalmente se realiza una extraccion en fase solida.

2.6.3.2 Cromatografia de inmunoafinidad

Este tipo de cromatografia se ha utilizado para la extraccion y
purificacién de un analito o analitos de un mismo grupo en particular y se
basa en una interacciéon antigeno-anticuerpo especifica. En el esquema de la
figura 11 se muestra el modo de actuacion.

Las columnas estan rellenas de una matriz solida, normalmente un gel
como la sefarosa 4B que lleva un anticuerpo ligado el cual es especifico para
el analito a detectar. La muestra es inyectada en la columna y seguidamente,
se lava la columna con tampén de forma que elimine interferencias y solo
quede retenido el analito de interés. A continuacién se eluye la muestra y el

eluido es llevado a sequedad con nitrégeno. Se redisuelve con fase movil



antes de ser inyectado en el sistema cromatografico (Campbell y Armstrong,
2007). Existen otros protocolos mediante columnas de inmunoafinidad cuyo
gel contiene anticuerpos especificos, como puede ser el zeranol, que se
acoplan a CNBr-Sefarosa 4B activada (Zhang et al., 2006a). La extraccion y
purificacion de las muestras mediante la columna de inmunoafinidad requiere
de un paso posterior de aplicacién de la muestra en una placa ELISA,
inyeccion en HPLC, GC, etc. Es decir, las columnas sélo se usan para

preparar la muestra para su analisis.

Extracciéon Lavado Desorcidn
Muestra Acetonitrilo Metanol
+ + +
Analito 1% acido 10% acido acético

acético

Anticuerpo
Anticuerpo P

+
Analito

Anticuerpo

Eluido Analito

[Evaporacion] . C

Figura 11 — Esquema de la cromatografia de inmunoafinidad.

Las columnas de inmunoafinidad son altamente especificas para cada
tipo de analito, lo cual resulta muy importante para poder reducir el limite de
deteccién. Sélo estan limitadas por las reacciones cruzadas que puedan
darse entre los distintos analitos de un mismo grupo o de otros residuos que

puedan estar presentes en la muestra y que pudieran presentar una reaccién



cruzada con el anticuerpo (Godfrey, 1998). El inconveniente o desventaja que
presenta esta técnica es su alto coste ya que son columnas cuyo precio es

elevado y el niumero de usos es limitado.

2.6.3.3 Técnicas cromatograficas

La cromatografia en capa fina (HPTLC) ha sido aplicada con éxito
durante muchos afos para la deteccion cualitativa y cuantitativa de residuos
en alimentos, aunque actualmente ya no es muy utilizada.

El uso de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que se
expandi6 durante la década de los 90, y su automatizacion han facilitado su
uso como técnica de criba. La cromatografia liquida de alta resolucién es una
técnica separativa y su poder para discriminar una sustancia de otra va a
depender del detector. La eleccion del sistema de deteccién es muy
importante para la selectividad y sensibilidad del analito a analizar.

Algunos analitos no pueden ser detectados por absorbancia,
fluorescencia etc. por lo que necesitan de una modificacion quimica previa
para que puedan ser detectados. Se trata de modificar la molécula de forma
que sea capaz de emitir fluorescencia, absorber radiaciéon ultravioleta, etc.
(Bergweff y Schloeser, 2003). Normalmente, la aplicacion de técnicas
multiresiduo se basa en una extraccion y purificacion de la muestra que
consiste en una extraccion en fase solida, filtracion e inyecciéon de la muestra
en el sistema cromatografico, usando para la separacion una columna de
fase reversa (RP-HPLC) con un detector por red de diodos (DAD) o detector
de ultravioleta (UV). Esta técnica ha sido utilizada para la deteccion de
antibidticos en carne, rindn y leche (Cinquina et al., 2003; Couper et al.,1995,
Furusawa, 1999), también se usa en la deteccion de residuos de
medicamentos veterinarios en huevos, leche, pescados y carne (Aerts et

al.,1995; Horie et al.,1998), para la deteccién de agentes antitiroideos en



orina (Vanden Bussche et al., 2009), asi como la deteccion de
corticosteroides, como la dexametasona, en agua de beber de animales de
granja, orina y pienso ((Mallison et al. 1995; Reig et al., 2006; Shearan et
al.,1991; Stolker, et al., 2000). A modo de sintesis, se muestran en la tabla 5
los métodos de screening o criba mas frecuentemente utilizados en la

deteccion de determinados residuos medicamentosos.

Tabla 5 - Métodos de screening o criba utilizados en la deteccion de determinados
analitos especificos.

Matriz B-Agonistas Zeranol Dexametasona Tiouracilo Carbadox
Pienso ELISA ELISA HPLC-DAD HPLC-DAD
Agua ELISA HPLC-DAD

Pelo ELISA

Orina ELISA HPLC-DAD

2.6.4. Métodos confirmatorios

Los métodos confirmatorios son los utilizados para confirmar que una
muestra es no conforme. El uso de estos métodos esta definido en la
legislacién segun la Decision de la Comision 2002/657/CE, que define la
aplicacion del método adecuado para cada sustancia.

Los métodos de confirmacion para residuos organicos deben incluir
informacioén estructural. Por lo tanto, los métodos basados exclusivamente en
analisis cromatograficos, que prescinden de la deteccion por espectrometria
de masas, no convienen por si solos como métodos de confirmacion. No
obstante, si una técnica por si sola carece de la especificidad necesaria,
dicha especificidad se obtendra por medio de procedimientos analiticos
consistentes en combinaciones adecuadas de limpieza, separacion

cromatografica y deteccion espectrométrica.



Los métodos o combinaciones de métodos que se consideran

correctos para la identificacion de residuos organicos se indican en la tabla 6.

Tabla 6 - Meétodos de confirmacién adecuados para residuos de algunas de las
sustancias de los grupos A y B del Anexo | de la Directiva 96/23/CE.

Técnicfa de Sustancias Limitaciones
medida

Sdlo si se utilizan técnicas de barrido completo
CL o CG con o técnicas que no registran los espectro de
deteccion por Grupos Ay B masas completos, pero incluyen al menos 3
MS (grupo B) 0 4 (grupo A) puntos de identificacion.
CL - DAD Deben cumplirse los requisitos especificos de
barrido Grupo B absorcion en la espectrometria de UV
completo

En los métodos de confirmacién existen unos criterios y requisitos de
funcionamiento comunes que hay que cumplir. Estos son:

e Los métodos de confirmacién proporcionaran informacion sobre la
estructura quimica del analito.

o Los métodos cromatograficos sin deteccién de espectrometria de
masas no convienen por si solos como métodos de confirmacion.

e Se debe utilizar un patrén interno (IS) adecuado y se afadira al
comenzar el procedimiento de extraccion.

e Se emplearan como patrones internos los deuterados, especialmente
indicados para la deteccion por espectrometria de masas, o
compuestos relacionados estructuralmente con el analito.

¢ Cuando no se pueda utilizar un patrén interno adecuado, la
identificacion del analito se confirmara mediante la co-cromatografia.

o Los materiales de referencia o enriquecidos que contengan

cantidades conocidas de analito, asi como los materiales de control



conformes y los blancos de reactivo, deberan utilizarse durante todo
el proceso simultaneamente con cada lote de muestras.
o El orden para inyectar las muestras es el siguiente:
1. Blanco de reactivo
Muestra de control conforme
Muestra a confirmar

Muestra de control conforme

o > N

Muestra de control no conforme

La co-cromatografia se utiliza para la identificacion y confirmacion del
analito cuando no se dispone de espectrometro de masas

El extracto de la muestra se divide en dos partes iguales antes de la
cromatografia, una parte se cromatografia tal cual y la otra se mezcla con el
analito patron que debe medirse y es cromatografiado de nuevo. La cantidad
de analito patrén afadido debe ser similar a la cantidad de analito estimada
en el extracto. Solamente debe aumentar el area del pico correspondiente al
analito no conforme, teniendo en cuenta la cantidad afadida y la dilucién del
extracto. La anchura del pico a la mitad de su altura maxima debe estar
aproximadamente dentro del margen de + 10% de la anchura inicial y los
tiempos de retencién seran idénticos, con una tolerancia del 5%.

Este método esta disefiado para identificar un analito cuando no se
puede utilizar el patrén interno adecuado.

Los métodos confirmatorios estan basados preferentemente en la
espectrometria de masas, esta técnica nos revela informacién de la
estructura molecular, lo cual nos proporciona una identificacién inequivoca

del analito a confirmar.



2.6.5. Criterios de funcionamiento adicionales y otros requisitos que

deben cumplir todos los métodos cuantitativos

2.6.5.1 Veracidad de los métodos cuantitativos

La veracidad de los métodos cuantitativos se calcula mediante analisis
repetidos de un material de referencia certificado. La fraccion de masa
determinada experimentalmente debe estar dentro de unos limites:

e Fraccion de masa < 1 ug/kg el intervalo esta entre -50% a +20%

e Fraccion de masa > 1ug/kg a 10 pg/kg, el intervalo esta entre -30% a

+10%.

e Fraccion de masa = 10 ug/kg, el intervalo esta entre -20% a +10%

Cuando no se dispone de material de referencia, la veracidad de las
mediciones se valora mediante la recuperacion de las adiciones de
cantidades conocidas de uno o varios analitos afiadidos a una matriz blanco.
Los intervalos para las fracciones de masa son idénticos, es decir que la
recuperacidon media solo es aceptable si estda dentro de los intervalos

correspondientes a cada fraccion de masa.

2.6.5.2 Precisién
La Precision es el grado de concordancia entre resultados de ensayos
independientes obtenidos en condiciones estipuladas. La precision se calcula

como la desviacion estandar de los resultados de los ensayos.

2.7 Descripcion de los principales grupos y sustancias mas
representativas

El analisis de residuos de medicamentos veterinarios, usados como
medicinas o de manera ilegal, en alimentos es una disciplina relativamente

joven. Un residuo se puede definir como una traza de una sustancia que se



encuentra presente en una determinada matriz (carne, orina etc.) después de
que haya sido administrada al animal, bien de forma legal por prescripcion
veterinaria como medicamento o bien de forma ilegal o fraudulenta. En
cualquier caso se tiene que detectar dicho residuo y se tiene que cuantificar.
Las sustancias que van a ser detectadas se dividen en dos grandes grupos:
el grupo A, sustancias con efecto anabdlico y grupo B, medicamentos
veterinarios. Las sustancias representativas para ambos grupo se muestran

en las tablas 7 y 8.

Tabla 7 - Lista de sustancias pertenecientes al grupo A segun la Directiva 96/23/EC
y algunas de las sustancias mas representativas.

GRUPO A: Sustancias con efecto Sustancias representativas
anabdlico
1. Estilbenos Dietilestilbestrol, hexestrol,
dienestrol
'2.Agentes antitiroideos Tiouracilos
'3 Esteroides T Acetato deTrenbolona
Andrégenos Acetato de Melengestrol
Gestagenos 17-B estradiol
L EBStOgenos e
4. Lactonas del acido resorcilico Zeranol
'5.Beta-agonistas  Clembuterol, mabuterol, salbutamol,

mapenterol, terbutaline, cimaterol,
tulobuterol, bromobuterol
'6.Otroscompuestos ~~ Nitrofuranos (nitrofurazona,
nitrofurantoina, furazolidona,
furaltadona), cloramfenicol




Tabla 8 - Lista de sustancias pertenecientes al grupo B segun la Directiva 96/23/EC

y algunas de las sustancias mas representativas.

GRUPO B: Medicamentos veterinarios

Sustancias representativas

1. Sustancias antibacterianas
Sulfonamidas y quinolonas

2. Otras drogas veterinarias
2.a) Antihelminticos

Anticoccidianos,
nitroimidazoles

incluyendo

2.c) Carbamatos y piretroides

Sulfonamidas (sulfadiazina,
sulfathiazola, sulfapyridina,
sulfamerazina, sulfamethazina,
sulfamonomethoxina,
sulfachlorpyridazina,
sulfaquinoxalina, sulfadimethoxina),
quinolonas (acido oxolinico,
cinoxacina), fluoroquinolonas
(enrofloxacina, sarafloxacina,
ciprofloxacina, danofloxacina)

Benzimidazoles (albendazol,
fenbendazol, oxfendazol,
thiabendazol), ivermectina,
levamisol, rafoxanida, closantel

Nitroimidazoles (metronidazol,
dimetridazol, tinidazol, nimorazol,
flunidazol, ronidazol), Halofuginona

Carbamatos, piretroides

2.d) Tranquilizantes

2.f) Otras sustancias farmacolégicamente
activas

Acepromazina, azaperona,
cloropromazina, xylazina, f3-
bloqueante del carazolol

Dexametasona




2.7.1 Analisis de sustancias del grupo A

El grupo A o sustancias prohibidas se utilizan en el engorde de
animales y se conocen como el grupo de promotores del crecimiento, el cual
consta o se clasifica en varios grupos: anabolizantes o esteroides con efecto
anabolizante (grupo A1, A3, A4), tireostaticos o agentes antitiroideos (grupo
A2), beta agonistas o agentes de reparto (grupo A5), las sustancias del
anexo IV dénde encontramos sustancias tan destacadas como el
cloranfenicol. Un resumen de los principales métodos de analisis que han
sido desarollados en los ultimos afos y publicados en revistas se muestra en
la tabla 9.

Los esteroides son hormonas y actuan como tales, este grupo de
compuestos comprende estrogenos, gestagenos y andrégenos (Grupos A1,
A3, A4). Los estrégenos enddgenos o esteroides Cig (estrona, estradiol,
estriol) son menos activos oralmente que sus homodlogos sintéticos
(etinilestradiol). Otro grupo son los compuestos xenobidticos no esteroideos
donde encontramos las sustancias pertenecientes al grupo A1
(Dietilestilbestrol, hexestrol, dienestrol) y las sustancias pertenecientes al
grupo A4 (zeranol). Los gestagenos se emplean en forma de ésteres (acetato
de melengestrol) y se pueden usar también en combinacion con estrogénos.
Entre los andrégenos citaremos la 19-nortestosterona, conocida como
nandrolona y la trembolona y la boldenona. (De Brabander et al., 2009). Este
tipo de sustancias las encontramos principalmente en orina y se pueden
detectar antes del sacrificio de los animales que es donde se encuentran en
mayor concentracion asumiendo que le hayan sido suministradas al animal.
Se pueden detectar en muestras de rifidn e higado y también en leche,
grasa, orina, heces y pelo.

Las sustancias del grupo A5, los B-agonistas son promotores del

crecimiento ilegales que empezaron a utilizarse alrededor de los afos 80,



como ya se ha comentado son sustancias que disminuyen el contenido en
grasa de la canal a favor de un aumento de porcentaje de musculo. En la
Union Europea estas sustancias estan prohibidas pero en otros paises como
USA, Méjico y Sud-Africa, algunos [-agonistas como zilpaterol estan
autorizados para el engorde de animales (Stachel et al., 2003; Plasencia et
al.,1999).

El compuesto mas importante y mas conocido es el clembuterol, los métodos
mas utilizados para su deteccion son los inmunoensayos (ELISA), los
biosensores (Lei et al. 2008, Granja et al. 2007, Haughey et al. 2001), la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y la cromatografia de gases
con deteccion por espectrometria de masas (GC-MS). Actualmente la técnica
de eleccion para los métodos confirmatorios para este tipo de promotores de
crecimiento es CL-MS.

Las sustancias mas importantes del Grupo A6 (sustancias del anexo
IV) son el cloranfenicol (CAP) y los nitrofuranos, principalmente se detectan
en las importaciones procedentes de terceros paises en carne de pollo y en
acuicultura.

El cloranfenicol es un antimicrobiano de amplio espectro y
actualmente se prepara sintéticamente. Para la deteccion del cloranfenicol se
utilizan un gran numero de métodos entre los que se encuentran los
inmunoldgicos (ELISA) (Ferguson et al. 2005) y para los métodos
confirmatorios la cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de
masas (CL-MS).

Los nitrofuranos son compuestos sintéticos, antimicrobianos de
amplio espectro y que se usan para infecciones gastrointestinales en
animales pero fueron prohibidos debido a su efecto genotdxico y a sus
propiedades mutagénicas. Son rapidamente metabolizados en el organismo

lo cual dificulta su deteccion.



2.7.2 Andlisis de sustancias del grupo B

Dentro de este grupo se encuentran algunos subgrupos que han sido
estudiados en el presente trabajo, debido a la gran extensién de sustancias
que componen este grupo B. Un resumen de los principales métodos de
analisis que han sido desarrollados en los ultimos afios y publicados en
revistas se muestra en la tabla 9.

Los corticoides se utilizan tanto en medicina humana como en
medicina veterinaria, a menudo de forma fraudulenta se usan en combinacion
con antimicrobianos o con [(-agonistas. El uso de estos farmacos
(dexametasona, betametasona y prednisola por citar los mas conocidos) esta
muy regulado cuando se utilizan de forma legal, cumpliendo los periodos de
supresion entre el tratamiento y el sacrificio del animal.

Los métodos mas utilizados para la deteccion de estas sustancias
durante los anos 80 fueron el radio-inmunoensayo y la cromatografia en capa
fina TLC (Neufeld et al., 1998, Vanoosthuyze et al., 1993). Posteriormente se
introdujo la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con deteccién de
ultravioleta visible (UV) (Violin, 1995) y posteriormente la cromatografia de
gases por espectrometria de masas (GC-MS) (Hidalgo et al., 2003).

El grupo de las sustancias antibacterianas (grupo B1, 2Ba, B2b, B2c)
es muy importante en la produccién animal, estas sustancias se utilizan para

el tratamiento y prevencion de enfermedades.



Tabla 9 — Resumen de los principales métodos de analisis de las sustancias
pertenecientes a los grupos A y B segun la Directiva 96/23/EC.

. Tipo de Tipo de CCa CCp Recup. Refs

Residuo matriz columna Detector (ppb) (ppb) (%)
Melengestrol Hvoersil 0,20 0,33 Kaklamano
Megestrol Grasa de yp MS/MS 0,22 0,38
Medroxypro- _ rifion obs APCIT 022 037 - saetal.

yp 5 ' ‘ 2009
um
gesterona
Melengestrol Grasa de Waters 0,15 0,19
Megestrol rifién Sunfire C18 MS/MS 0,15 0,19 Lohmus et
Clormadinona 3,5 um ESI 0,37 0,47 - al. 2007
Medroxypro- 0,24 0,32
gesterona
. Synergi 0,08 0,27
gf(?tg:;enﬂa Higado MAX- MSMS 015 032 ) Blanca et
Ci : RP80A ESI 0,13 0,52 al. 2005
imaterol bovino
4 ym
Sulfadiacina Musculo Cc8 DAD 109,3 120,0 73
Sulfatiazol 5pum 270 nm 116,2 134,9 55
Sulfapiridina 110,2 121,7 80
Sulfameracina 105,2 110,9 79
Sulfametacina 106,6 113,9 80
Sulfamono- 106,6 114,1 81 Peccorelli
metoxina et al. 2004
Sulfaclorpi- 108,8 119,1 72
ridazina
Sulfameto- 107,1 115,0 76
xazol
Sulfaquino- 107,8 116,4 77
Xalina

Terbutalina Higado Inertsil C8 MS/MS 0,3 0,5 41
Ritodrina de 5um APCI* 0,2 0,4 67
Hidroximetil- bovino 0,1 0,2 74
clenbuterol
Tulobuterol 0,1 0,2 41
Clenpeterol 0,1 0,2 57 Fesser ot
Isoxsuprine 0,3 0,5 28 al. 2005
Salbutamol 0,3 0,5 65 :
Cimaterol 0,1 0,2 71
Ractopamina 0,2 0,3 52
Clenbuterol 0,1 0,2 61
Brombuterol 0,2 0,3 53
Mabuterol 0,1 0,2 64

Abreviaciones: APCI (Atmospheric pressure chemical ionization), ESI (Electrospray ionization)



Tabla 9 — Continuacioén.

Abreviaciones: APCI (Atmospheric pressure chemical ionization), ESI (Electrospray ionization), TIS (Turbo

. Tipo de Tipo de CCa CCp Recup. Refs

Residuo matriz columna Detector (ppb) (ppb) (%)
Minociclina Musculo Inertsil ODS HPLC- 46,53 53,57 104
Tetraciclina de 3,5 uym DAD 27,98 31,83 112 Samanidou
Oxitetraciclina bovino 29,18 30,97 91 ot al 2005
Clortetraciclin 45,95 51,69 115
Doxiciclina 42,97 47,26 107
Hexestrol Carnede DB-5,30m, GC- 0,2° - 84,6
Dietilestil- cerdo 0,25 um MS/MS 0,1 - 80,1
bestrol
Androsterona 0,2 - 91,0 Fuh et al.
Estradiol 0,1 - 95,8 2004
Zeranol 0,1 - 95,3
a-Zearalenol 0,1 - 94,6
a-zeranol Musculo  Alltima C18, MS/MS 0,08 0,87 90 Gentili et
a-estradiol de aves 5um TIS 0,11 0,85 100 al. 2006
Dietilestil- 0,04 0,33 80
bestrol
3-boldenone Orina Nucleosil MS/MS 0,52 0,70 76,0 Buiarelli et
a-boldenone Cc18 API’ 0,70 0,93 71,0 al. 2005

S MM

Nitrofurantoin ~ Carne de Simmetry MS/MS 0,21 0,36 85-122
Furaltadona pollo C18 ESI* 0,12 0,21 Mottier et
Furazolidona 3,5 um 0,11 0,19 al. 2005
Nitrofurazona 0,20 0,34
Zeranol Pelo de OV-1, GC- 2,66° 4,48b -
17a-trenbolo- bovino 0,25 ym MS/MS 0,76 1,99 -
na
Metiltestoste- 1,02 1,74 -
rona Rambaud
17B-estradiol 0,12 0,19 - et al. 2007
17a-testoste- 0,29 0,85 -
rona
Melengestrol 1,12 1,07 -
ion spray)

2 Limite de deteccion, "Limite de identificacion



Tabla 9 — Continuacioén.

Abreviaciones: APCI (Atmospheric pressure chemical ionization), ESI (Electrospray ionization

. Tipo de Tipo de CCa CCp Recup. Refs
Residuo matriz columna Detector (ppb) (ppb) (%)
Carne de Synergi .
Cloranfenicol  porcinoy ~ MAXRP ~ MSMS 445 0,22 go-100  Vincietal.
bovi ESI 2005
ovino 4 um
Cloranfenicol Rifion Nucleodur MS/MS 0,05 0,09 - Ashwin et
C18,5um ESI al. 2005
Trenbolona Musculo Alltima C18 MS/MS - 0,13 99
Testosterona de aves 5um APCI* 0,03 0,21 97 Gentili et
Melengestrol 0,03 0,26 90 al. 2006
acetato
Progesterona 0,21 0,16 96
Diclazuril Carne de Simmetry MS/MS 0,5 0,6 111 Mortier et
pollo C18 ESI
al. 2005
5um
Diethylestil- Higado DB5-MS GC- 0,10 0,17 29-67
bestrol de 0,25 ym MS/MS 0,15 0,25
Dienestrol bovino 0,27 0,45
Zeranol 0,32 0,55 Dickson et
Taleranol 0,26 0,45 al. 2009
Zearalanona 0,33 0,57
Zearalanona 0,33 0,56
a-zearalenol 0,31 0,53
B-zearalenol
e Higado . Zobax  emre oen oo Horiey
crebeons GO ERC MeMe 9T L ek
bovino 5 um ’ ’ 2000
L Carne de PLRP-S MS/MS De Baere
Amoxicilina pollo 100 A ESI* 51,6 57.4 - et al. 2005
Halofuginona Higado Prodigy MS/MS 35,4 43,6 - Yakkundi
9 de pollo c18 et al. 2003
5um

Limite de deteccion
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3. OBJETIVOS

Existe un gran numero de métodos para la deteccion, determinacion y
confirmacion de residuos en distintas matrices biolégicas como orina, heces,
higado o leche y también para pienso de distintas especies animales que han
sido descritos en los antecedentes (Cherlet, et al., 2004; Creaser et al., 1998;
Delahuat et al., 1997; Draisci et al., 2001; Stolker et al., 2000) pero hay una
gran necesidad de métodos rapidos de deteccion (Toldra y Reig, 2006;
Aristoy et al., 2007). Recientemente, los métodos y los criterios para la
interpretacion de los resultados analiticos de los controles oficiales de los
laboratorios han sido regulados por la Uniéon Europea mediante la Decisiéon
2002/657/EC (EC, 2002).

La Directiva Europea 96/23/EC contiene una guia para el control de
los residuos de origen veterinario en animales y alimentos procedentes de
estos animales (carne, leche, huevos miel...) y en ella se detallan los
procedimientos a seguir por todos los estados miembros de la Unién
Europea, para fijar un plan de vigilancia nacional incluyendo los detalles para
la toma de muestras en distintos puntos geograficos. Para cualquier tipo de
alimento de origen animal hay dos grupos principales de sustancias que
tienen que ser controladas y que vienen legisladas en dos grandes grupos: i)
Sustancias del grupo A: Sustancias con efecto anabolizante y sustancias no
autorizadas (Estilbenos, tiroideos, hormonas, resorcil lactonas y B-agonistas),
ii) Sustancias del grupo B: Medicamentos veterinarios y contaminantes.

La problematica de la investigacion de residuos en animales de granja
es uno de los temas mas complejos que la administracién debe afrontar para
asegurar la proteccion de la salud publica, pero también presenta
connotaciones econdmicas que afectan a los productores. Asi, la

determinacion de los residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos



de origen animal se ha convertido en un tema de creciente atencién en los
ultimos afos, tanto para las autoridades y profesionales en el campo de la
analitica como para los consumidores cuya maxima preocupacion esta
enfocada hacia alimentos seguros y de calidad.

Diversas razones comerciales han apoyado el uso de sustancias no
autorizadas como promotores de crecimiento en la produccion animal. El
problema de la existencia de residuos de medicamentos en los alimentos
cobré gran importancia a raiz de las intoxicaciones que se produjeron en los
afnos 90 por B-agonistas y asi, los consumidores, se han ido concienciando
seriamente sobre los temas de salubridad y seguridad de los productos
alimentarios, especialmente aquellos de origen animal.

Por lo dicho anteriormente y por la adhesion de nuestro pais a la EU,
se debe llevar a cabo un control de residuos en los alimentos y este control
de residuos no se puede separar del marco comunitario y, por lo tanto, diferir
en sus aspectos esenciales de los otros paises miembros de la EU (Martin,
1997).

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo consiste en el desarrollo
de métodos analiticos rapidos y la evaluacion de su aplicacion como técnicas
de criba o screening en el control sanitario de residuos medicamentosos y de
sustancias promotoras del crecimiento en animales de granja.

Al objeto de conseguir el objetivo principal se establecen los
siguientes objetivos especificos:

1 — Desarrollo de métodos rapidos de deteccidon para los analitos
clenbuterol, mabuterol, metil-tiouracilo, carbadox, dexametasona, zeranol
como representativos de los grupos [-agonistas, antitiroideos,
antimicrobianos, corticoides y lactonas del acido resorcilico, que deben ser

analizados en el actual Plan Nacional de Investigacion de Residuos (PNIR).



2 — Validacion de los métodos puestos a punto para los analitos
escogidos y su determinacién en las matrices de pienso de distintas especies

animales, agua de beber y orina de vacuno.



4. Plan de trabajo







4. PLAN DE TRABAJO

Con el fin de llevar a cabo los objetivos propuestos, se planted el

siguiente plan de trabajo:

v" Optimizacién de protocolos de extraccién de 3-agonistas en agua de
beber de bovino, orina de bovino y piensos de bovino, porcino y
equino.

Validacion del método ELISA para clembuterol y mabuterol en agua
de beber, orina y en piensos de bovino segun la Decisién
2002/657/EC (EC, 2002).

v" Optimizacion de un protocolo de extraccion de zeranol en piensos de
bovino y ovino, y validacion del método ELISA para el zeranol en
piensos segun la Decision 2002/657/EC (EC, 2002).

v Puesta a punto de un protocolo de extraccion de carbadox en
piensos avicola y cunicola. Preparacién y purificacion parcial del
analito mediante extracciones liquido-liquido y en fase soélida (SPE).
Determinacion del carbadox mediante cromatografia liquida de alta
resolucién con deteccién por red de diodos (HPLC-DAD) y validacion
del método segun la Decision 2002/657/EC (EC, 2002).

v" Puesta a punto de un protocolo para la extraccion de metil-tiouracilo
en orina de bovino. Preparacion y purificacion parcial del analito
mediante extraccion liquido-liquido.

Determinacién de metil-tiouracilo en orina mediante cromatografia

liquida de alta resolucion con detecciéon por red de diodos (HPLC-



DAD) y validacion del método segun la Decision 2002/657/EC (EC,
2002).

Puesta a punto de un protocolo de purificacién y extraccion de
dexametasona en agua de beber de bovino y piensos de bovino,
equino y porcino.

La extraccion de dexametasona en agua de beber de bovino se llevd
a cabo mediante columnas de inmunoafinidad (IC). Para la extraccion
de la dexametasona en los piensos de bovino, porcino y equino se
realizé una extraccion en fase sélida (SPE) seguido de columnas de
inmunoafinidad (IC).

La determinacion de la dexametasona se realiz6 por cromatografia
liquida de alta resolucion con deteccion por red de diodos (HPLC-
DAD) y validacion del método segun la Decision 2002/657/EC (EC,
2002).



5. Materiales y Métodos







5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Determinacion de residuos mediante ensayos ELISA

5.1.1 Materiales

Agitador mecanico o magnético de laboratorio, Centrifuga modelo
Medrifiger BL-S (Selecta, Barcelona). Lavador de placas ELISA Opsys MW
(Dynex Technologies, West Sussex UK), Lector de placas ELISA Opsys MR
(Dynex Technologies, West Sussex, UK) equipado con filtro de 450 nm,

Software: Revelation QuickLink (Dynex Technologies, West Sussex, USA).

5.1.2 Reactivos

Agua bidestilada, etanol absoluto, metanol grado multisolvente,
metanol para HPLC, acido sulfurico 95-98% para analisis (Panreac,
Barcelona).

Kits ELISA para la determinacién de B-agonistas (Euro-Diagndstica,
Vitaltech, Barcelona), y para la determinacion de zeranol (ZR 2421,
laboratorios Randox, Crumlin, Irlanda del Norte).

Sustancias patrén: clembuterol hidrocloruro 95% (Sigma C5423),
mabuterol (regalo del Instituto Carlos Ill Majadahonda, Madrid), a-zearalanol
(Sigma, St. Louis MO, USA). Orina blanco liofilizada ref. 94M0944 batch 1,
bov. 15 (Instituto Nacional de Salud Publica y Medioambiente, RIMV,
Holanda).

5.1.3 Preparacion de la muestra
5.1.3.1 Protocolo de extraccion de B-agonistas en agua

El agua no necesita preparacion previa. Se toman 50 yL de muestra
de agua descongelada y se diluyen con 200 pyL de tampon de dilucién del kit
ELISA. Se agita en el vortex, se toman 50 L por duplicado y se vierten en

los correspondientes pocillos de la placa ELISA.



5.1.3.2 Protocolo de extraccion de B-agonistas en orina

La muestra de orina se centrifuga durante 5 minutos a 5000 rpm,
luego se ajusta el pH a 7,5 (+/- 0,5) con hidroxido de sodio o con acido
acético 1 M. Se toman 50 pL de orina en un tubo eppendorf y se le afiaden
200 pL de tampdn de dilucidon y se agita. La muestra queda cinco veces
diluida y finalmente se toman 50 yL de la muestra diluida para su adicion a

los pocillos de la placa ELISA.

5.1.3.3 Protocolo de extraccion de B-agonistas en pienso

Se pesan 2 g de pienso previamente molido y se le anaden 2 mL de
acido clorhidrico 1 M y 18 mL de agua bidestilada, se homogeniza y se deja
en agitacion horizontal durante 30 minutos Transcurrido este tiempo de
agitacién se centrifuga durante 15 minutos a 3500 rpm y a 4° C. Se toma el
sobrenadante y se ajusta el pH entre 7-9 con NaOH 1M. Se vuelve a
centrifugar con las mismas condiciones y se toma el sobrenadante. Dicho

sobrenadante se diluye 10 veces con el tampon de dilucion del kit ELISA.

5.1.3.4 Protocolo de extracciéon de zeranol en pienso

Se pesan 2 g de pienso previamente molido. Se afiaden 20 mL de la
mezcla de metanol:agua (70:30). Se homogeniza en el vortex y se deja en
agitacion horizontal durante 10 minutos. Se centrifuga el extracto a 3000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Se decanta el sobrenadante a un tubo de
poliestireno de 10 mL limpio y se hace una dilucion 1:10 con el tampon de

incubacion suministrado en el kit ELISA.

5.1.4. Condiciones de uso de los ensayos ELISA
Los kits ELISA utilizados fueron comprados a distintos distribuidores

pero la forma de trabajo fue independiente y siguiendo siempre los
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respectivos protocolos que se detallan a continuacion. En todos los casos,
tanto muestras como patrones se ponen por duplicado en la placa. En la
figura 12 se muestra el contenido de un kit completo y los principales pasos a

seqguir.

Figura 12 — Kit ELISA: (A) Kit completo (B) Adicién de reactivos y muestras (C)
lavado de la placa (D) adicién de sustrato y (E) lectura de absorbancia.

5.1.4.1. B-agonistas

1°- Adicion de los reactivos y muestras segun se indica en la tabla 10. Tanto
los patrones como las muestras se analizan por duplicado en la placa

2°- Sellado de la placa y agitacion durante 1 minuto

3°- Incubaciéon 1hora en oscuridad a 4°C
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4°- Lavado 3 veces con tampodn de lavado

5°- Adicién de 100 pL de solucién de sustrato a cada pocillo, sellado de la
placa y agitacion

6°- Incubacion 30 minutos a temperatura ambiente

7°- Adicion de 100 uL de soluciéon de parada a cada pocillo

8°- Lectura de absorbancia de los pocillos a 450 nm

Tabla 10 — Secuencia de adicién de reactivos y muestras de (3-agonistas en los kits
ELISA.

Control 1 Control 2 Patréon Muestra

Tampon dilucién (uL) 100 50

Patrén (uL) 50

Muestra (pL) 50
Conjugado (uL) 25 25 25
Anticuerpo (uL) 25 25 25

5.1.4.2. Zeranol

18- Adicion de los reactivos y muestras segun se detalla en la tabla 11. Tanto
los patrones como las muestras se analizan por duplicado en la placa

2°- Sellado de la placa y agitacion durante unos segundos

3°- Incubacion 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente

4°- Lavado 6 veces con el tampdn de lavado

5°- Adicion de 125 uL de solucion de sustrato a cada pocillo

6°- Sellado de la placa, agitacion e incubacion durante 20 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad

7°- Adicion de 100 uL de acido sulfurico 0.2 M a cada pocillo

8°- Lectura de la absorbancia de los pocillos a 450 nm
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Tabla 11 — Secuencia de adiciéon de reactivos y muestras de zeranol en los Kkits

ELISA.

Control Patron Muestra
Tampon dilucién (uL) 50 50 50
Patron (pL) 50
Muestra (uL) 50
Conjugado (uL) 25 25 25

5.1.5. Procedimiento a seguir en los ensayos ELISA

5.1.5.1. B-agonistas

En cada lote de muestras de B-agonistas se preparan:

Una muestra blanco de agua.

Una muestra blanco de agua enriquecida (0.5 ng/mL de mabuterol y
0.5 ng/mL de clenbuterol), una muestra de orina blanco enriquecida
(0.5 ng/mL de mabuterol y 0.5 ng/mL de clenbuterol), y una muestra
de pienso blanco enriquecido (2.5 ng/g de mabuterol y 2.5 ng/g de
clenbuterol).

Para preparar las orinas enriquecidas o fortificadas se utiliza un
blanco de orina certificada, de la cual se toman alicuotas de 2 mL.
Previamente se anaden 25 pyL de una solucion metandlica de 40
ng/mL de clembuterol y mabuterol, respectivamente, y se llevan a
sequedad con nitrégeno, se afiaden los 2 mL de orina blanco y
quedan preparadas para trabajar. Las muestras de agua enriquecidas
se prepararon de la misma manera. Previamente se comprobd la
ausencia de analitos de interés ya que las aguas utilizadas eran las
procedentes de las inspecciones.

Las muestras de pienso enriquecidas se prepararon a partir de

piensos procedentes de las inspecciones rutinarias, siendo
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previamente comprobada la ausencia del analito de interés o
cualquier contaminante o sustancia que pudiera interferir con los
resultados. Se pesaron 2 g de pienso y se anadieron 50 uL de una
solucion patron de 100 ng/mL de clenbuterol y 50 yL de una solucion
patron de 100 ng/mL de mabuterol, se dejé reposar durante 30
minutos y posteriormente se realizd la extraccion, tal como se
describe en el apartado 5.1.3.3.

En la placa se realiza una curva de calibrado con los patrones
suministrados por el fabricante. Con la curva de calibrado se pueden estimar
los equivalentes de salbutamol presentes en la muestra. La concentracion de
agonistas en la muestra de orina es 5 veces los equivalentes de salbutamol

calculados con la curva patron.

5.1.5.2 Zeranol

En la placa se realiza una curva de calibrado con los patrones
suministrados por el fabricante y un blanco de pienso enriquecido con 200
ng/g de zeranol.

En cada lote de muestras de zeranol se preparan un blanco de

pienso y un blanco de pienso enriquecido con 200 ng/g.

5.2. Determinacion de residuos de sustancias por cromatografia
liquida de alta resoluciéon con deteccion por red de diodos (HPLC-DAD)
5.2.1 Materiales

Agitadores mecanico o magnético de laboratorio, Centrifuga modelo
Medrifiger BL-S (Selecta,Barcelona), bano de ultrasonidos (Selecta,
Barcelona), Evaporador concentrador dri-block Tecne, DB-3D (Gomensoro,
Madrid), Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) serie

1100 de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) compuesto por
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desgasificador a vacio, autoinyector, bomba cuaternaria, modulo para
columna y detector por red de diodos. Software ChemStation. Columna
Supersphere RP-C18 de 125 mm x 4mm con relleno de 4 ym (Phenomenex,
Torrace, CA, USA), columna Kromasil RP-C18 de 150 mm x 4.6 mm con
relleno de 5 ym (Scharlab, Barcelona), Columna Synergi Max RP de 150 mm

X 4.6 mm con relleno de 4 ym (Phenomenex, Torrace, CA, USA).

5.2.2. Reactivos

Agua Milli-Q, etanol absoluto y metanol para HPLC, acetonitrilo para
HPLC y acetonitrilo multisolvent (Panreac, Barcelona), columnas de alumina
neutra de 500 mg, filtro de fibra de vidrio Whatman GF/A, filtros de membrana
de 0,22 ym y 0,45 pm.(Supelco, Bellefonte, PA, USA), diclorometano,
hexano, tert-butil metil éter (Panreac, Barcelona), columnas amino (NH,) y
columnas de alumina neutra (Alox N) para extraccién en fase solida (Waters,
Mildford, CT, USA). Columnas de inmunoafinidad (Randox, Crumlim, Irlanda
del Norte). EDTA.

Sustancias patrén: carbadox, dexametasona, betametasona (Sigma,
St. Louis, MO), flumetasona, metil-tiouracilo, propil-tiouracil, tiouracilo
(Vetranal, Riedel- de —Haen, Seeize, Germany), dimetil tiouracilo (Aldrich,
Madrid).

5.2.3 Determinacién de carbadox

Para el analisis el carbadox, metil-3-(2quinoxalinilmetileno) carbazato
N',N*-diéxido, se utiliza el método de andlisis comunitario para la
determinacion de carbadox en alimentos para animales, segun se describe
en la Directiva 1999/27/CE (L118/36). EI contenido de carbadox se
determina mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién de
diodos (HPLC-DAD).
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5.2.3.1 Preparacion de la muestra de pienso

La muestra se equilibra con agua y se somete a extraccion con
metanol-acetonitrilo. Una parte alicuota del extracto filtrado es purificada en
una columna de alumina neutra. La muestra utilizada es una mezcla de tres
piensos de ave. Estos piensos se inyectan por separado para comprobar la
ausencia de carbadox, asi como la mezcla de los tres. Esta mezcla,

denominada pienso blanco, fue la utilizada en toda la validacion.

5.2.3.2 Extraccion

Se pesan 10 g de la muestra de pienso molido y se introducen en un
erlenmeyer de color ambar de 200 mL a los que se afiaden 15 mL de agua,
se mezcla y se deja equilibrar durante 5 minutos. Se anaden 35 mL de
metanol-acetonitrilo, se tapa y se deja agitar durante 30 minutos, en agitador
mecanico. Se filtra la solucién a través de un filtro de fibra de vidrio y se

conserva esta solucion para la fase de purificacion.

5.2.3.3 Purificacion

Se pasan 15 mL del extracto filtrado a la columna de alimina y se
desechan los 2 primeros mL de eluido. Se recogen los siguientes 5 mL y se
filtra una alicuota a través del filtro de 0,45 um. Se procede a la inyeccién en
el HPLC.

5.2.3.4 Determinacion mediante HPLC-DAD

Las condiciones cromatograficas son las siguientes: Se usa una
columna de cromatografia liquida Supersphere RP18 (Phenomenex, Torrace
CA, USA) de 125mm x 4mm, con relleno de 4um. La fase mévil consiste en

una mezcla de tampon acetato 0,01 M pH 6, y acetonitrilo (825+175). El

108



caudal es de 0,5 mL/min, y el sistema trabaja de forma isocratica. La longitud
de onda de deteccion es de 365 nm mediante un detector de red de diodos y

el volumen de inyeccion es de 20 L.

5.2.3.5 Procedimiento general
Se comprueba la estabilidad del sistema cromatografico inyectando
varias veces la solucion de calibracién con 5 pg/mL, hasta obtener areas y
tiempos de retencién constantes. Se inyecta cada solucién de calibracion
varias veces y se determinan las areas de cada concentracion. Se traza una
curva de calibrado con las areas en ordenadas y las concentraciones
correspondientes en (ug/mL) en abscisas.
En cada lote de muestras se preparan:
v Un blanco de reactivo
v' Una muestra blanco de pienso y una muestra blanco de pienso
enriquecido con 10 ug/g de carbadox. Para preparar dicho pienso
enriquecido, se afiade 1 mL de la solucion stock de 100 ug/mL de
carbadox en un matraz erlenmeyer de color ambar de 200 mL. Se
evapora la solucion en corriente de N, hasta que quedan unos 0,5 mL.
Se anaden 10 g de pienso blanco, se mezcla y se espera 10 min
antes de pasar a la fase de extraccion. El pienso blanco debe ser de
tipo similar a la muestra. La recuperacion debe ser del 90%.
El orden de inyeccion utilizado es el siguiente:
v Blanco de reactivo
v Pienso blanco (control negativo)
v" Muestras problema
v Pienso blanco (control negativo)
v

Pienso enriquecido (control positivo)
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Los resultados son evaluados de acuerdo a los siguientes criterios
establecidos en la Decision de la Comision 2002/657/CE (EC, 2002):

Las longitudes de onda de absorcion maxima de los espectros de la
muestra y del patron, registrados en el vértice del pico del cromatograma,
deben ser las mismas (365 nm) dentro de un margen determinado por el
poder de resolucion del sistema de deteccion. En el caso de la deteccion por
red de diodos se situa generalmente en £ 2 nm.

Por encima de los 220 nm, el espectro del analito no debe diferir
visualmente del espectro del patrén de calibracién, para aquellas partes de
ambos espectros con una absorbancia relativa = 10%. Este criterio se
satisface, en primer lugar, cuando se presentan maximos iguales y, en
segundo lugar, cuando en ninguno de los puntos observados la diferencia
entre ambos espectros es superior al 10% de la absorbancia del patron de
calibracion.

La presencia del analito sélo se considera confirmada cuando se
cumplen todos estos criterios.

A partir de la curva de calibrado se determina la concentracion de
carbadox (pg/mL) en la solucion de la muestra problema. El contenido (w) de
carbadox en la muestra es expresado en upg/g y se obtiene mediante la

siguiente férmula:

donde:
B = concentracién de carbadox en el extracto de la muestra en ug/mL
V; = Volumen de extraccién en mL (50 mL)
m = masa de la proporcion de muestra en gramos (10 g).
5.2.3.6 Confirmacion: Co-cromatografia
Se enriquece un extracto de la muestra mediante la adicién de una

cantidad adecuada y conocida de la solucion de calibracion. La cantidad de

110



carbadox afadida debe ser similar a la cantidad calculada de carbadox que
se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar el area del pico de carbadox, teniendo en
cuenta la cantidad anadida y la dilucién del extracto. La anchura del pico a la
mitad de su altura maxima debe estar aproximadamente dentro del margen

del + 10% de la anchura inicial.

5.2.4 Determinacion de metil-tiouracilo

Las muestras de orina se someten a extraccion con acetato de etilo
en ambiente reductor. El contenido de metil-tiouracilo (MTU) se determina
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion de diodos
(HPLC-DAD). El dimetil-tiouracilo (DMTU) se utilizd6 como patrén interno.

5.2.4.1 Preparacion de la muestra de orina y protocolo de extraccion

Se pesan, en un tubo de vidrio Sovirel de 10 mL, 0,10 g de EDTA, se
anade 1 mL de orina previamente centrifugada a 3700 rpm durante 5
minutos. Se afiaden 50 pL de la solucion madre de 1 mg/mL de dimetil-
tiouracilo (PI) y se agita. A continuacion se afiaden 3 mL de acetato de etilo y
15 pL de 2-mercaptoetanol. Se homogeniza y deja en agitacion horizontal
durante 10 minutos. Se congela la mezcla para facilitar la separacion de las
fases. Se recoge la fase organica en un tubo de vidrio limpio y se lleva a
sequedad bajo nitrégeno a 45°C. Se recoge el residuo seco lavando
sucesivamente con metanol, y se pasa a un vial de HPLC. Se lleva a
sequedad bajo nitrégeno a 45°C y se resuspende en 200 pL de fase movil, se

pasa a un inserto de vidrio y se inyectan 10 uL en el HPLC.

5.2.4.2 Determinacion mediante HPLC-DAD
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Se utiliza una columna de cromatografia liquida Kromasil C18 de
150mm x 4.6mm con relleno de 5um (Scharlab, Barcelona). Las fases
moviles son tampodn fosfato 0,025 M de pH 3 y metanol. Se utiliza el siguiente
gradiente: Inicio con 10% de metanol, hasta alcanzar el 26% a los 8 minutos.
Aumento hasta el 70% en 2 minutos y se mantiene durante 7 minutos. Vuelta
a las condiciones iniciales en 3 minutos y se reacondiciona la columna
durante 10 minutos. El caudal es de 1 mL/min y el volumen de inyeccion de

10 uL. La longitud de onda de deteccién es de 276 nm.

5.2.4.3 Procedimiento general
Se comprueba la estabilidad del sistema cromatografico inyectando
varias veces el patrén de 100 ng/mL, hasta obtener areas y tiempos de
retencién constantes. Una vez estabilizado el sistema se inyectan los
patrones puros para establecer la recta de calibrado.
En cada lote de muestras se realiza la siguiente secuencia de inyeccion:
e Un blanco de reactivo
¢ Una muestra blanco de orina
e Una muestra blanco de orina enriquecida con 150 ng/mL de MTU.
El orden de inyeccién es el que se detalla a continuacion:
Blanco de reactivo
Orina blanco (control negativo)
Muestras problema
Orina blanco (control negativo)
Orina enriquecida (control positivo)
Los resultados son evaluados de acuerdo a los siguientes criterios
establecidos en la Decision de la Comision 2002/657/CE (EC, 2002):
Las longitudes de onda de absorcién maxima de los espectros de la

muestra y del patron, registrados en el vértice del pico del cromatograma,
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deben ser las mismas (276 nm) dentro de un margen determinado por el
poder de resolucion del sistema de deteccion. En el caso de la deteccién por
red de diodos se situa generalmente en £ 2 nm.

Por encima de los 220 nm, el espectro del analito no debe diferir
visualmente del espectro del patrén de calibracion, para aquellas partes de
ambos espectros con una absorbancia relativa = 10%. Este criterio se
satisface, en primer lugar, cuando se presentan maximos iguales y, en
segundo lugar, cuando en ninguno de los puntos observados la diferencia
entre ambos espectros es superior al 10% de la absorbancia del patrén de
calibracion.

La presencia del analito sélo se considera confirmada cuando se

cumplen todos estos criterios.

5.2.4.4 Confirmacion: Co-cromatografia

Se enriquece un extracto de la muestra mediante la adicién de una
cantidad adecuada y conocida de la solucion de calibracion. La cantidad de
metil tiouracilo (MTU) afnadida debe ser similar a la cantidad calculada de
metil tiouracilo que se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar el area del pico de metil tiouracilo, teniendo
en cuenta la cantidad afiadida y la dilucion del extracto. La anchura del pico a
la mitad de su altura maxima debe estar aproximadamente dentro del margen

del + 10% de la anchura inicial.

5.2.5 Determinaciéon de Dexametasona
El presente método permite la determinacion de dexametasona, 9-a-
Fluoro-16a-metilprednisolona, en agua de beber y en pienso de distintas

especies (bovino, porcino y equino).
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La muestra de agua se introduce directamente en la columna de
inmunoafinidad especifica para dexametasona y flumetasona (patrén
interno). En el pienso, las muestras necesitan un paso previo de limpieza que
se realiza mediante una extraccion en fase sdlida con cartuchos amino (NH).
El contenido de dexametasona se determina mediante cromatografia liquida

de alta resolucion con deteccién de diodos (HPLC-DAD).

5.2.5.1 Preparacion de la muestra y protocolo de extracciéon para pienso
Se pesan en un tubo de centrifuga 2 gramos de pienso molido y se
adiciona el patron interno (flumetasona 300 ng/g). Se anaden 10 mL de tert-
butil-metil eter (TBME) y se mantiene en agitacién horizontal durante 20
minutos. Seguidamente, se centrifuga a 4 °C durante 10 minutos a 2700 rpm.
Se decanta el sobrenadante y se repite la extracciéon con tert-butil-metil éter
(TBME). Las fases organicas se recogen en un tubo de vidrio limpio y se
filtran con un filtro de nylon de 0,45 uym. Por otro lado, se acondiciona una
columna amino (NH,) para la extraccion en fase solida, con 5 mL de tert-butil-
metil éter (TBME), se aplica la muestra y se eluye con 4 mL de metanol-agua
(80:20). El eluido se lleva a sequedad con corriente de nitrégeno a 45 °C y el
residuo seco se resuspende en 200 yL de metanol y 4.5 mL de agua mili-Q.
La muestra resuspendida es purificada con una columna de
inmunoafinidad para corticosteroides, siguiendo el protocolo del fabricante de
columnas (Laboratorios Randox, Irlanda). Posteriormente, el eluido se lleva a
sequedad bajo nitrégeno a 45 °C y el residuo seco se resuspende con 200 L
de fase movil. En la figura 13 se muestra un esquema de los pasos descritos

para la extraccion de dexametasona en pienso.

5.2.5.2 Preparacion de la muestra y protocolo de extraccion para agua
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Se parte de una alicuota de 5 mL de agua a la cual se le adiciona el
patron interno (flumetasona 120 ng/mL) y se introduce directamente en una
columna de inmunoafinidad para corticosteroides, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Seguidamente, el eluido se lleva a sequedad bajo nitrégeno a

45 °C y se disuelve con 200 pL de fase movil (ver figura 14).

Patron Interno 2 g de pienso
10 mL de TBME

[Agitar 20 min ]

_ D[I Centrifugar y recoger el sobrenadante
(Repetir dos veces)

SPE
Amino, 500 mg

Eluido ][”::> Columna de Inmunoafinidad

Eluido

\/
Inyectar 20 pL en el HPLC

Figura 13 — Protocolo de extraccion de dexametasona en pienso

5.2.5.3 Determinacion mediante HPLC-DAD
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Para la separacion cromatografica de estos analitos se utilizd una
columna de cromatografia de liquidos Synergi MAX-RP 80 A de 150 x 4.60
mm, con relleno de 4um (Phenomenex, Torrace, USA). Las fases moviles
son agua Milli Q y acetonitrilo. El sistema trabaja de forma isocratica,
mezclando el agua y el acetonitrilo en proporciones de 30:70, a un caudal de
1 mL/min y el volumen de inyeccion es de 20 uL. La longitud de onda de

deteccion es de 242 nm.

Patrén
[ Smlagua ]<::“ Interno

[InyectarZOpLen HPLC ]

Figura 14 — Protocolo de extraccién de dexametasona en agua.

5.2.5.4 Procedimiento general

En primer lugar se comprueba la estabilidad del sistema
cromatografico inyectando varias veces el patron de 100 ng/mL
dexametasona (DX), al cual se afade flumetasona (120 ng/mL) como patrén
interno, hasta obtener areas y tiempos de retencion constantes. Una vez

estabilizado el sistema se procedié a inyectar la recta de patrones puros para
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la recta de calibrado. A continuacion, se inyectan diariamente las secuencias
de muestras usando el orden que se detalla a continuacion:
Para cada lote de muestras se preparan:

e Un blanco de reactivo

¢ Una muestra blanco de agua y una muestra blanco de pienso

¢ Una muestra blanco de agua enriquecida con 25 ng/mL de DX y una

muestra blanco de pienso enriquecida con 190 ng/g de DX.

El orden de inyecciodn es el siguiente:

e Blanco de reactivo

¢ Muestra blanco (control negativo)

e Muestras problema

e Muestra blanco (control negativo)

e Muestra enriquecida (control positivo)

Los resultados son evaluados de acuerdo a los siguientes criterios
establecidos en la Decision de la Comision 2002/657/CE (EC, 2002):

Las longitudes de onda de absorcién maxima de los espectros de la
muestra y del patron, registrados en el vértice del pico del cromatograma,
deben ser las mismas (242 nm) dentro de un margen determinado por el
poder de resolucién del sistema de deteccion. En el caso de la deteccion por
red de diodos se situa generalmente en £ 2 nm.

Por encima de los 220 nm, el espectro del analito no debe diferir
visualmente del espectro del patrén de calibracion, para aquellas partes de
ambos espectros con una absorbancia relativa = 10%. Este criterio se
satisface, en primer lugar, cuando se presentan maximos iguales y, en
segundo lugar, cuando en ninguno de los puntos observados la diferencia
entre ambos espectros es superior al 10% de la absorbancia del patrén de

calibracion.
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La presencia del analito s6lo se considera confirmada cuando se

cumplen todos estos criterios.

5.2.5.5 Confirmacion: Co-cromatografia

Se enriquece un extracto de la muestra mediante la adicién de una
cantidad adecuada y conocida de la solucion de calibracion. La cantidad de
dexametasona afadida debe ser similar a la cantidad calculada de
dexametasona que se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar el area del pico de dexametasona,
teniendo en cuenta la cantidad anadida y la dilucién del extracto. La anchura
del pico a la mitad de su altura maxima debe estar aproximadamente dentro

del margen del £ 10% de la anchura inicial.

5.3. Analisis estadistico
Se empled un analisis ANOVA para determinar diferencias significativas entre
medias usando el software Statgraphics plus (v 5.1). Se verificd la normalidad

de los datos antes de aplicar el tratamiento ANOVA.
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6. Resultados y Discusion

120



121



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Validacion de métodos de criba con ensayos ELISA para -
agonistas.

Se realizaron las pruebas de especificidad, robustez, estabilidad y
capacidad de deteccidn, que se describen a continuacion, siendo los ensayos
evaluados y validados segun la Decisiéon 2002/657/EC (EC, 2002).

6.1.1 Especificidad

Se utilizaron placas ELISA para ensayar la especificidad frente a B-
agonistas en una matriz compleja como la orina segun el protocolo descrito
en 5.1.4.1. A tal fin, se ensayaron veinte muestras blanco de la misma orina
certificada, ausente de residuos y suministrada por el Instituto Nacional de
Salud Publica y Medioambiente (RIVM, Holanda).

El kit ELISA utilizado estaba basado en anticuerpos desarrollados
frente a salbutamol y clembuterol. Por lo tanto, otros compuestos distintos a
los B-agonistas no deberian reaccionar. Sin embargo, cabe destacar que este
ensayo presenta reaccion cruzada con los siguientes B-agonistas:

e Salbutamol 100%
e Clembuterol 100%
e Brombuterol 100%
e Cimbuterol 75%

¢ Mapenterol 70%

e Mabuterol 60%

e Tulobuterol 50%

¢ Clenpenterol 50%
e Terbutelina 40%



e Carbuterol 40%
e Cimaterol 10%

e Zilpaterol 1%

La presencia de algunos de estos B-agonistas en las muestras puede
interferir, en mayor o menor medida segun el nivel de reactividad, en el
resultado. Por lo tanto, todas las muestras no conformes tienen que ser
confirmadas mediante un método de confirmacién adecuado para determinar

el tipo de agonista con exactitud.

6.1.2 Aplicabilidad (Cambios menores)

Se estudiaron variaciones menores de distintos factores que puedan
afectar al analisis, entre ellos el operador, procedencia y edad de los
reactivos, disolventes y patrones asi como las formas de almacenamiento de
las muestras hasta su analisis.

Varios operadores (tres) intervinieron en el manejo y analisis de
muestras de pienso, orina y agua siendo los resultados obtenidos
independientes del operador. Los kits ELISA procedian siempre del mismo
fabricante. Se emplearon distintos lotes, tanto de reactivos como de
disolventes, y no se observaron diferencias significativas (p<0.01). Respecto
a la estabilidad de los patrones, se comprobd que no habia diferencia en las
soluciones de calibrado dentro del periodo de tiempo estimado como estable
por el fabricante del kit. Las distintas formas de almacenamiento de las
muestras antes de su analisis vienen reguladas por el tipo de matriz. Ligeras
variaciones en las condiciones de almacenamiento, no alteraron

significativamente (p<0.05) los resultados analiticos.



6.1.3 Estabilidad

El tiempo y temperatura de conservacion del extracto de la muestra
podrian constituir un posible factor de variaciéon de los resultados obtenidos.
A fin de verificar dicho posible efecto, se analizaron tres lotes de muestras de
agua y de orina blanco de bovino enriquecidas con 0,5 ng/mL de cada una de
las dos sustancias, clembuterol y mabuterol, respectivamente. Para cada lote
de muestras, una alicuota fue ensayada en la placa ELISA mientras que otra
alicuota fue conservada a 4°C durante 24 h y una tercera alicuota a —20°C
durante una semana. No se observaron diferencias significativas (p<0.05) en
los resultados obtenidos.

La solucion stock de clembuterol (concentracién 1mg/mL) fue
conservada en congelacion (-20°C) y demostré buena estabilidad (5 meses
sin alteracién significativa a p<0,05). La solucion madre de clembuterol
(concentracion 10 ug/mL), obtenida por dilucién a partir de la solucién stock,
fue también conservada en congelacién (-20°C) siendo la estabilidad
observada de un mes. La solucién de trabajo de clembuterol (20 ng/mL de
concentracion), obtenida por diluciéon a partir de la solucion madre, fue

conservada en congelacion (-20°C) y su estabilidad fue de una semana.

6.1.4 Capacidad de deteccion (CCR)

Segun la normativa comunitaria 2002/657/EC (EC, 2002), la
capacidad de deteccion del método es igual al nivel de concentracion en el
que sélo se obtiene < 5% de resultados de falso conforme. A fin de garantizar
la fiabilidad de esta determinacién, se debe realizar un minimo de 20 analisis
para al menos un nivel de concentracion.

Para calcular el CCB se partié6 de muestras blanco de agua, pienso y
orina, previamente verificada la ausencia del analito de interés, fortificadas a

distintas concentraciones de dicho analito y todas ellas fueron analizadas



independientemente como muestras diferentes en el ensayo dando como

resultado:

Clembuterol: 19 muestras positivas (no conformes) y 1 muestra negativa
(conforme) para agua y orina, que supone un 5%. En el caso del pienso,
también se obtuvieron 19 muestras positivas y una negativa. Por tanto, segun
los resultados obtenidos el CC[ para el clembuterol para agua y orina resulté
ser de 0,5 ng/mL y para pienso de 4 ng/g.

Mabuterol: 20 muestras positivas (no conformes), ninguna negativa para
agua y orina. 19 muestras positivas (no conformes) y 1 muestra negativa
(conforme) para el pienso. Segun los resultados, el CCB para las matrices

agua y orina fue de 0,5 ng/mL y para el pienso fue de 4 ng/g.

6.1.5 Robustez (cambios importantes)

La robustez del método fue verificada mediante la intervencion de tres
operadores con distintos grados de experiencia, en la manipulacion y analisis
de las muestras, obteniendo los mismos resultados sin diferencias
significativas (p<0.05).

Respecto a la estabilidad de los patrones, se comprobé que no habia
diferencia en las soluciones de calibrado dentro del periodo de tiempo
estimado por el fabricante del kit. Durante la validacion se emplearon
distintos lotes, tanto de reactivos como de disolventes, y no se observaron
diferencias significativas (p<0.05). Los kits ELISA procedian siempre del
mismo fabricante.

Las condiciones de muestreo siempre fueron las mismas, y no
dependian del laboratorio. Las muestras de orina y agua procedentes del
muestreo en granja fueron conservadas en congelacion hasta el momento del

analisis mientras que las de pienso se mantuvieron en ambiente fresco, seco



y en oscuridad. No se observd un efecto significativo (p<0.05) de la

procedencia de las muestras.

6.2 Validacion del método de criba con ensayo ELISA para zeranol (a-
zearalanol)
6.2.1 Especificidad

El kit ELISA que fue utilizado en la determinacién del zeranol
presentaba la siguiente reactividad cruzada con las sustancias de la familia

de las lactonas del acido resorcilico:

Zeranol 100%
Zearalanona 80%
o-Zearalenol 65%
Zearalenona 20%

Cualquiera de estas sustancias puede interferir, en mayor o menor
media segun su nivel de reaccion, en la determinacién del zeranol si
estuviera presente en las muestras. Por tanto, la presencia y concentracion
de zeranol siempre debe ser confirmada por una técnica analitica de

confirmacién como, por ejemplo, la cromatografia de gases-masas.

6.2.2 Aplicabilidad (cambios menores)

Varios operadores (tres) intervinieron en la manipulacion y analisis de
muestras sin cambios significativos (p<0.05) en los resultados. Se utilizaron
piensos de bovino y ovino procedentes del muestreo del Plan Nacional de
Investigacion de Residuos. Respecto a la estabilidad de los patrones, se
comprobo6 que no habia diferencia en las soluciones de calibrado dentro del
periodo de estabilidad estimado por el fabricante.

Durante la validacion se emplearon distintos lotes, tanto de reactivos

como de disolventes y no se observaron diferencias significativas (p<0.05).



Las distintas formas de almacenamiento de las muestras antes de su
analisis vienen reguladas por el tipo de matriz. Ligeras variaciones en las
condiciones de almacenamiento, no alteraron significativamente (p<0.05) los

resultados analiticos.

6.2.3 Estabilidad

Las soluciones patrén de los kits ELISA estaban liofilizadas y siempre
fueron utilizadas antes de su fecha de caducidad. Una vez reconstituidas, las
soluciones de los patrones fueron estables durante 24 dias cuando eran
conservadas entre 2 y 8 °C. La estabilidad del resto de reactivos viene
indicada por el fabricante del kit.

Se comprobd que la solucién stock de zeranol (1 mg/mL) era estable
durante un mes cuando se conservaba a —20°C. La solucion madre (10
Mg/mL), preparada a partir de la solucién stock, debia ser preparada cada
semana y la solucion de trabajo (50 ng/mL), preparada a partir de la solucion
madre, debia ser preparada inmediatamente antes de ser utilizada.

Para estudiar la estabilidad del analito en el extracto se analizaron
tres lotes de muestras de pienso bovino y ovino enriquecidos con 200 ng/g de
zeranol, tal como se describe en el apartado 5.1.5.2. Para cada lote de
muestras, una alicuota fue ensayada en el ELISA inmediatamente, otra
alicuota fue conservada a 4°C durante 24 h y una tercera alicuota a —20°C
durante una semana. Los resultados en el ensayo ELISA no mostraron

diferencias significativas (p<0.05).

6.2.4 Capacidad de deteccion (CCR)
Segun la normativa comunitaria 2002/657/EC (EC, 2002), la
capacidad de deteccion del método es igual al nivel de concentracion en el

que solo se obtiene < 5% de resultados de falso conforme. A fin de garantizar



la fiabilidad de esta determinacioén, se debe realizar un minimo de 20 analisis
para al menos un nivel de concentracion.

La capacidad de deteccién fue calculada enriqueciendo matrices
blanco de pienso, hasta un total de 22 piensos por nivel de fortificacion. En el
caso de las muestras de pienso blanco fortificadas con 200 ng/g de zeranol,
so6lo una resulté falso conforme (<5%), por lo que la capacidad de deteccion

de este método se establecié en 200 ng/g de zeranol en pienso.

6.2.5 Robustez (cambios importantes)

Este método de analisis fue validado para piensos de bovino y de
ovino. El analisis de zeranol en otro tipo de piensos requeriria la validaciéon
del método para cada una de las especies que se quisiera analizar.

La robustez del método fue verificada mediante la intervencion de tres
operadores con distintos grados de experiencia, en la manipulacion y analisis
de las muestras, obteniendo los mismos resultados sin diferencias
significativas (p<0.05).

Respecto a la edad de los patrones, se comprobé que no habia
diferencia en las soluciones de calibrado dentro del periodo de estabilidad
estimado por el fabricante del kit. Durante la validacion se emplearon
distintos lotes, tanto de reactivos como de disolventes, y no se observaron
diferencias significativas (p<0.05).

Las condiciones de muestreo siempre fueron las mismas, y no
dependian del personal del laboratorio. El pienso procedente del muestreo

fue conservado en lugar fresco y seco, protegido de la luz.



6.3 Validacion del método de criba por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) para carbadox

6.3.1. Especificidad

Se estudid la posible interferencia de diversos nitrofuranos, que
también pueden ser empleados como promotores del crecimiento, en la
deteccién de carbadox. Los nitrofuranos estudiados fueron nitrofurazona
(NFZ2), furaltadona (NFT), furazolidona (FZD) y nitrofurantoina (FZT).

Para ello, se analizaron 20 muestras de pienso ovino, cunicola y
avicola comprobando la ausencia de picos cromatograficos en la regién de
interés. Se ensayaron dos longitudes de onda, 306 nm y 365 nm, que son las

de maxima absorcion del carbadox (ver figura 15).

DAD1 A, Sig=305,20 Ref=50080 (RESIDUOS\BZF-NTRARPIENS OVOPPM-2.0)
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Figura 15 —Cromatograma de una muestra blanco de pienso. (a) Lectura a 365 nm,
(b) lectura a 306 nm.
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Posteriormente, se enriquecieron las muestras blanco de pienso con
una mezcla de carbadox y nitrofuranos. Los nitrofuranos se detectan a una
longitud de onda A= 365 nm pero en los cromatogramas resultantes (ver
figura 16) se pudo comprobar que ninguna de estas sustancias estudiadas

interferia con el carbadox; de hecho, quedaban claramente identificadas.

DAD1 A, Sig=305,20 Ref=800,80 (RESIDUOS\B2F-NTFIRPIENSOBOPPM-1.0)
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DAD1 B, Sig=306,5 Ref=500,80 (RESIDUOS\BZF-NTRRPIENSOGOPFIM-1.0)
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Figura 16 —Cromatograma de una muestra blanco de pienso enriquecido con 80 Lg/g
de carbadox, nitrofurazona, nitrofurantoina, furazolidona y furaltadona. (a) Lectura a
365 nm, (b) lectura a 306 nm.

6.3.2. Aplicabilidad (cambios menores)
Tres operadores intervinieron en la manipulacion y analisis de las
muestras. La procedencia de los piensos no fue siempre la misma, se

utilizaron piensos blanco procedentes de distintas explotaciones ganaderas
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de distintas localidades y previamente analizadas para verificar la ausencia
de carbadox.

Respecto a la estabilidad de los patrones, se comprobé que no habia
diferencias significativas en las soluciones de calibrado dentro del periodo de
tiempo estimado. Durante la validacion se emplearon distintos lotes, tanto de
reactivos como de disolventes y no se observaron diferencias significativas
(p<0.05).

6.3.3. Estabilidad

La estabilidad del analito en el pienso viene determinada por las
condiciones de almacenamiento. El analito es sensible a la luz y por tanto las
muestras fueron almacenadas en lugar fresco y seco dentro de bolsas
opacas. Los analisis se realizaron con luz tenue natural, sin luz artificial y en
material de vidrio de color ambar. La solucién madre de patréon de carbadox
fue estable durante un mes en oscuridad a 4°C. Las soluciones de calibrado

fueron preparadas justo antes de su utilizacion.

6.3.4. Rectas de calibrado

Se realizaron diversas rectas de calibrado con las soluciones patrén
de carbadox de 0, 2, 5, 10, 15y 20 pg/mL, tal como se muestra en la figura
17, manteniendo todas ellas muy poca dispersion. La figura 18 muestra un
cromatograma con carbadox a una concentracion de 20 ug/mL.

A continuacién se realizaron las rectas de calibrado con muestras de
piensos de diferentes especies (avicola, ovino, cunicola) enriquecidas con
0, 2, 5, 10, 20 y 50 ug/g de carbadox. Los resultados obtenidos también
demostraron muy poca dispersion tal como se puede comprobar en la figura
19.
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Figura 17. — Recta de calibrado con patrones puros de carbadox.
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Figura 18 —Cromatograma de una solucién patrén de 20 ug/mL de carbadox.

6.3.5. Recuperacion

Para calcular la recuperacion se seleccionaron 18 alicuotas de un
pienso blanco, que era el resultado de la mezcla de tres piensos avicolas
blanco, y fueron enriquecidos en grupos de 6 con 1, 1.5y 2 veces el limite

de determinacion (10 mg/kg), segun el siguiente esquema:
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6 muestras blanco + 10 ug/g

6 muestras blanco + 15 ug/g

6 muestras blanco + 20 ug/g
Se analizaron las muestras y se calcularon las concentraciones en
cada una de ellas. Se determiné la recuperaciéon en cada muestra, asi como
el promedio de la recuperacion, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacién (CV) para cada nivel (ver tabla 12).

y = 24,265x + 0,9148
R?=0,998
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Figura 19 — Recta de calibrado sobre pienso enriquecido con carbadox.

6.3.6. Repetibilidad

Se prepararon 3 grupos de 6 piensos blanco enriquecidos con
carbadox a tres niveles de concentracion por grupo. Las muestras
enriquecidas con 10, 15y 20 ug/g, que fueron utilizadas para la recuperacion,
sirvieron también para obtener los datos referentes a este apartado. Los

grupos eran los siguientes:
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6 muestras blanco + 10 ug/g
6 muestras blanco + 15 ug/g

6 muestras blanco + 20 ug/g

Tabla 12 - Recuperacién de carbadox en muestras de pienso avicola con adicién de
cantidades controladas.

Concentracion Recuperacion Desviacion Coef. Var.
(nglg) (%) standard (%)
10 94 5 5
15 99 3 3
20 103 2 2

Los resultados que se obtuvieron fueron los que se muestran en la
tabla 13. La diferencia entre las determinaciones paralelas efectuadas con la
misma muestra no debian superar el 15% del resultado superior, como asi
fue. Para esta caracteristica, la Directiva 2002/657/CE exige la determinacion
de la concentracién promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion (%) para los tres niveles de concentracion.

Tabla 13 — Repetibilidad del analisis de las muestras de pienso enriquecidas con 3
concentraciones distintas de carbadox.

Concentracion Promedio Desviacién Coef. Var.

(nglg) (nglg) standard (%)
10 9 0,5 5
15 15 0,4 3
20 21 0,5 2.4
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6.3.7. Reproducibilidad intralaboratorio

Se prepard un conjunto de distintas muestras de piensos blanco
enriquecidos con el analito para dar concentraciones de 5, 10, 15y 20 pg/g.
En cada nivel de concentracion se analizaron un minimo de seis muestras
idénticas o diferentes. Cada uno de estos niveles fue analizado por un
operador distinto, en diferentes dias y con distintos lotes de reactivos. Se
calculd la concentracion detectada en cada muestra y se determiné la
concentracion media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (%)
de las muestras enriquecidas. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 14 donde se puede observar una buena reproducibilidad.

6.3.8. Limite de decision (CCa)

El limite de decisiébn se establecid, tal y como recomienda la
normativa comunitaria en la Decision 2002/657/CE (EC, 2002), analizando 25
piensos blanco. En cada uno de ellos se calcul6 la relacion senal/ruido en el
intervalo de tiempo en el que se espera que eluya el carbadox. El limite de
decision es igual al triple de la relacién sefal/ruido en esa banda de tiempo.

El limite de decision obtenido fue CCa = 5 ug/g.

Tabla 14 - Reproducibilidad intralaboratorio del método de analisis de piensos
enriquecidos con 4 concentraciones de carbadox.

Concentracion Promedio Desv Std. Coef.Var.  Recuperacion
(na/g) (na/g) (%) (%)
5 4 0,6 14 80
10 9 0,4 4 94
15 15 0,4 24 98
20 20 0,9 5 99
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6.3.9. Capacidad de deteccion (CCp)

La capacidad de deteccién se calculd enriqueciendo 21 matrices
blanco al nivel del limite de decision (5 pg/g).

La capacidad de deteccién es igual al limite de decisidon mas 1.64
veces la desviacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio del
contenido medido (la desviacion estandar de la concentracion medida). El

valor asi obtenido para ambos tipos de pienso fue CCp = 6 ug/g.

6.3.10. Robustez (cambios importantes)

Se estudio la robustez del método introduciendo modificaciones para
ver la posible influencia sobre el método. Se introdujeron factores tales como
distintos operadores, distintos lotes de reactivos, distintos métodos de
agitacién en horizontal u orbital y variando la velocidad de agitacion que se
fijé entre 100 y 170 U/min. Con la introduccion de este tipo de variables no se
observaron diferencias significativas (p<0.05) entre determinaciones
paralelas. Este método de analisis fue validado para piensos avicola,
cunicola y ovino, y no se observaron diferencias en la determinacion de

carbadox en estos tipos de pienso.

6.4 Validacion del método de analisis de metil-tiouracilo mediante

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

6.4.1 Especificidad

Se analizaron 26 muestras blanco de orina bovina. Se comprobd que
habia ausencia de picos cromatograficos en la region de interés en la
mayoria de ellas (ver figura 20). Sin embargo, en algunas orinas blanco

aparecia un pico en el intervalo de tiempo de retencidén del metil-tiouracilo
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(3,6 min) aunque el espectro entre 220 y 400 nm fue visiblemente distinto al

que muestra el metil-tiouracilo.

DADT A, S1g=2764 Re=360, T00 TAZ-WTUWVALTD-TSBD

Muestra blanco de orina

Dimetiltiouracilo

(P1) \

6.332- DMTU
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Figura 20 — Cromatograma de una muestra blanco de orina con adicion de 5,6-
dimetil-tiouracilo (Pl).

Por otra parte, se enriquecio orina blanco con 200 ng/mL de distintas
sustancias que podrian interferir en el analisis del metil-tiouracilo (MTU).
Estas sustancias fueron las siguientes: 5,6-dimetil-tiouracilo (DMTU), que fue
utilizado como patrén interno, 6-propil-2-tiouracilo (PTU) y 2-tiouracilo (TU).
Los tiempos de retencion de estas sustancias (figura 21) no coincidieron con

el del metil-tiouracilo (MTU), por lo que queda descartada toda interferencia.

5.4.2 Aplicabilidad (cambios menores)

Varios operadores (tres) intervinieron en la manipulacion y analisis de
muestras sin cambios significativos (p<0.01) en los resultados.

La procedencia de las orinas no fue siempre la misma ya que se
utilizaron orinas blanco liofilizadas suministradas por el RIMV (Instituto

Nacional de Salud Publica y Medioambiente, Holanda) y orinas del muestreo
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del PNIR (Plan Nacional de Investigacion de Residuos) tras verificar la
ausencia de MTU.

En cuanto a la estabilidad de los patrones, se comprobé que no habia
diferencia en las soluciones de calibrado dentro del periodo de estabilidad
estimado. Finalmente, durante la validacién se emplearon distintos lotes tanto
de reactivos como de disolventes y no se observaron diferencias
significativas (p<0.05).

Dimetiltiouracilo

o 2-tiouracilo / ®h
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6-metil-2-tiouracilo 6-propil-2-tiouracilo

! 1
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Figura 21 — Cromatograma que muestra los tiempos de retencion de 5,6-dimetil-
tiouracilo (DMTU), 6-propil-2-tiouracilo (PTU), 2-tiouracilo (TU) y 6-metil-2-tiouracilo
(MTU).

I
1307

6.4.3 Estabilidad
Se pudo comprobar que las soluciones stock de metil-tiouracilo (MTU)
y del patron interno (DMTU) se mantenian estables durante tres semanas

conservadas a —20°C. Sin embargo, las soluciones madre se debian preparar
cada semana.

Para estudiar la estabilidad del analito en la matriz se prepararon tres

lotes de orinas blanco enriquecidas con 200 ng/mL de MTU. Para cada lote,
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se analizaron dos alicuotas en fresco, otras dos alicuotas fueron conservadas
a 4°C y otras dos a —20°C durante 24 h. Al mismo tiempo, se analizaron dos
alicuotas después de una semana de conservacion en congelacion. Los
resultados obtenidos se pueden observar en la tabla 15.

La estabilidad del analito en la orina en refrigeracién y congelacion asi
como la posibilidad de la congelacién del extracto seco de la muestra
también fueron estudiados. Se analizaron seis alicuotas de orina enriquecida
con 200 ng/mL de MTU. Tres extractos fueron resuspendidos
inmediatamente y se inyectaron en el cromatdgrafo, otros tres extractos
fueron mantenidos 24 h a -20°C y otros tres extractos 7 dias a -20°C. Los
resultados, que se muestran en la tabla 15, indican que las muestras debian
ser analizadas inmediatamente después de descongelar la orina, pudiendo

conservar el extracto seco congelado al menos durante 24h.

Tabla 15 — Estabillidad del analito en la matriz orina enriquecida con 200 ng/mL de
MTU.

Concentracion

. Sistema de Tiempo . Desv. Pérdida
Matriz conservacion (dias) promedio MTU standard (%)
(ng/mL)
Orina fresco 0 189° 24 0
Orina 4G 1 37° 1.7 80
Orina -20°C 1 59° 2.2 69
Ext. seco -20°C 1 183° 3,4 3
Ext. seco -20°C 7 Od 0 100

a, b, ¢, d: resultados significativamente distintos (p<0.05) cuando las letras son
distintas en una misma columna.

También se estudidé la conservacion de la muestra enriquecida en
viales de plastico y de vidrio para comprobar posibles interacciones con el
material empleado. Tres alicuotas de orina enriquecidas con 200 ng/mL de

MTU fueron conservadas en refrigeracion a 4°C, en viales de vidrio durante
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24h y ofras tres alicuotas de la misma orina, fueron conservadas en
refrigeracion a 4°C, en viales de plastico durante 24h. Los resultados se
muestran en la tabla 16. Se observé una pérdida en fresco del 11% en las
orinas almacenadas en los contenedores de plastico que, aunque no es
estadisticamente significativo, recomienda mantener las muestras en
contenedores de vidrio. La conservacion en refrigeracion muestra una

pérdida muy elevada del analito independientemente del material escogido.

Tabla 16 — Pérdida del analito en la matriz orina enriquecida con 200 ng/mL de MTU
y conservada en frascos de vidrio o plastico y en fresco o 4°C.

Concentracion

ey el pomadoWTU DU poriea
Vidrio, fresco 0 189° 27 0.0
Plastico, fresco 0 167° 28 11
Vidrio, a 4°C 1 37° 16 80
Plastico, a 4°C 1 34° 1.1 82

a, b: resultados significativamente distintos (p<0.05) cuando las letras son distintas
en una misma columna.

6.4.4 Rectas de calibrado
6.4.4.1 Recta de calibrado con patrones puros

Se utilizaron cinco niveles de concentracion (incluyendo el cero),
siendo la recta valida para concentraciones entre 0 y 600 ng/mL. Se
representd la ratio entre el area del metil-tiouracilo (MTU) y el area del patrén
interno, la concentracién de patrén interno afiadido fue de 500 ng/mL, en el
eje de ordenadas frente a la concentraciéon de metil-tiouracilo (MTU),
expresada en ng/mL de orina, en el eje de abcisas (ver figura 22). Con cada
lote de muestras se inyectaba un patrén de calibrado y se recalibraba la recta

de manera automatica.
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Figura 22 — Recta de calibrado del analisis de MTU con patrones puros.

6.4.4.2 Recta de calibrado sobre orina enriquecida con patrones puros
De manera analoga, se realizaron curvas de calibrado con orina
enriquecida a cinco niveles de concentraciones (incluyendo el cero). En la
Figura 23 se puede observar un ejemplo de recta de calibrado representando
la ratio entre el area de MTU vy el patrén interno en el eje de las ordenadas y

la concentracion de MTU, expresada en ng/mL de orina, en el eje de abcisas.

6.4.5 Recuperacioén

Se seleccionaron 87 alicuotas de orina blanco y se enriquecieron 28,
29 y 30 de ellas con 100, 150 y 200 ng/mL de metil-tiouracilo (MTU),
respectivamente. Se analizaron las muestras y se determind la concentracion
en cada una de ellas. También se determin6é la recuperacion en cada
muestra, asi como el promedio de la recuperacioén, la desviacién estandar y

el coeficiente de variacion para cada nivel (tabla 17)
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Con el valor promedio se calcul6 el factor de recuperacién a aplicar a
las muestras de orina, que fue de 1,54. Con cada lote de muestras se hacia
una prueba de recuperacion con orina blanco enriquecida con 150 ng/mL de
metil-tiouracilo (MTU). El factor de recuperacion de 1,54 se aplicaba a ese
lote de muestras siempre que la recuperacion obtenida fuese del 65%, con

un margen de error de + 14.
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Figura 23 — Recta de calibrado del analisis de MTU en orina

Tabla 17 — Recuperacion de MTU en el anélisis de muestras de orina enriquecidas a
distintos niveles.

Nivel Promedio recuperacion Desviacion Ccv
(ng/mL) (%) standard (%)
100 60 15 24
150 64 9 14
200 70 16 23
Promedio 65 14 22
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6.4.6 Repetibilidad

Se prepar6 un conjunto de orinas blanco homogeneizadas y
enriquecidas con metil tiouracilo (MTU) a tres niveles de concentracién: 100,
150 y 200 ng/mL. Para cada nivel se analizaron 6 alicuotas, se calculo la
concentracion de cada muestra, asi como la concentracion promedio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) para cada nivel.

Este analisis se repitio tres veces. En la tabla 18 se muestran las
concentraciones medias, la desviacion standard y los coeficientes de

variacion obtenidos.

Tabla 18 — Repetibilidad del analisis de MTU en muestras de orina enriquecidas a
distintos niveles.

Nivel Concentracion promedio Desviacion Ccv
(ng/mL) (ng/mL) standard (%)
100 66 13 20
150 106 7 6
200 166 28 17

6.4.7 Reproducibilidad intralaboratorio

Se prepard un conjunto de diferentes orinas enriquecidas con metil-
tiouracilo (MTU) para dar concentraciones de 100, 150 y 200 ng/mL. Para
cada nivel se analizaron 6 muestras. Cada lote de 18 muestras (6 de cada
nivel) fue analizado por un operador distinto, en distintos dias y con
diferentes lotes de reactivos (distintas soluciones madre y fase movil). Se
calculo la concentracion detectada en cada muestra, asi como la
concentracion media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion

para cada nivel. Los resultados obtenidos se muestran tabla 19.
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Tabla 19 — Reproducibilidad intralaboratorio de los analisis de MTU en muestras de
orina enriquecidas a distintos niveles.

Nivel Concentracion promedio Desviacion Ccv
(ng/mL) (ng/mL) standard (%)
100 56 14 25
150 94 19 20
200 122 20 17

6.4.8 Limite de decision (CCa)

El limite de decision se establecid segun recomienda la normativa
comunitaria, analizando 26 orinas blanco. En cada una de ellas se calculé la
relacion sefal/ruido en el intervalo de tiempo en el que se esperaba que
eluyera el metil tiouracilo (MTU). El limite de decision se considera igual al
triple de la relacién sefal:ruido en esa banda de tiempo. En este caso, el

limite de decision CCa = 100 ng/mL.

6.4.9 Capacidad de deteccion (CCp)

La capacidad de deteccién se calculd enriqueciendo matrices blanco
a un nivel similar al limite de decision (100 ng/mL), hasta un total de 34 orinas
(ver figura 24). La capacidad de deteccion es igual al limite de decision mas
1.64 veces la desviacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio del
contenido medido (la desviacién estandar de la concentracion medida). El

valor asi obtenido fue CCf = 130 ng/mL.
6.4.10 Robustez (cambios importantes)

Este método de analisis soélo fue validado para orina de bovino, ya

que no fue utilizado para otro tipo de matrices.
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Las condiciones de muestreo en principio siempre fueron las mismas
y no dependieron del personal del laboratorio. En cualquier caso, se
estudiaron orinas blanco congeladas provenientes de un muestreo normal del
PNIR, y orinas blanco liofilizadas del RIVM, y no se observaron diferencias
entre ellas (p<0.05). Se introdujeron factores tales como distintos operadores,
distintos lotes de reactivos y de soluciones patrén.

Se evalud la posibilidad de introducir puntos de corte en el método
que consistian en guardar la orina en refrigeracion para analizarla al dia
siguiente pero las pérdidas de analito fueron elevadas (tabla 16) con lo cual
no se pudo establecer este punto de corte. Sin embargo, la extraccién
completa del analito hasta el extracto seco permitia su conservacion a -20°C

durante un dia.

DADT A, Sig=2764 Ref=360, 100 (A2-MTUWALID-TSTRECOVERYLE TTCTATITO0PPB-5.D)

Muestra de orina enriquecida a nivel de CCa
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Figura 24 — Cromatograma de una muestra blanco de orina enriquecida a nivel de
limite de decision.
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6.5 Validacion del método de analisis de dexametasona mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

6.5.1 Especificidad

Se analizaron 20 muestras blanco y se comprobd que en la regiéon de
interés de la dexametasona y del patron interno no existian posibles
interferencias, tales como sefiales o picos.

Por otro lado, se seleccionaron varias sustancias que por su similitud
con la dexametasona podian interferir en su deteccion como son la
flumetasona y la betametasona. Se enriquecieron muestras blanco a distintas
concentraciones con estos analitos, tanto individualmente como juntos, y se
comprobd que su presencia no podia conducir a una falsa identificacion, ya

que aparecian a tiempos de retencion totalmente distintos (ver figura 25).

DX
BT

Figura 25 — Cromatograma con patrones puros de corticoides: betametasona (BT),
dexametasona (DX), flumetasona (FL).
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6.5.2 Aplicabilidad (cambios menores)

Tres operadores intervinieron en la manipulacién y analisis de las
muestras. La procedencia de las aguas y de los piensos no fue siempre la
misma, se utilizaron aguas y piensos blanco procedentes de distintas
explotaciones ganaderas de distintas localidades y previamente analizadas
para verificar la ausencia de corticoides.

Respecto a la estabilidad de los patrones, se comprobd que no habia
diferencias significativas (p<0,05) en las soluciones de calibrado dentro del
periodo de estabilidad estimado. Durante la validacién se emplearon distintos
lotes, tanto de reactivos como de disolventes y no se observaron diferencias
significativas (p<0,05).

Se estudié la influencia de crear puntos de corte en el protocolo de
extraccion, observando que no habian cambios significativos (p<0,05) en los
resultados tras guardar en congelacion (—20 °C) el extracto llevado a
sequedad bajo N,, debido a la gran estabilidad de la dexametasona y del

patron interno (flumetasona) cuando se conservan en congelacion.

6.5.3 Estabilidad

Se estudi6 la estabilidad del analito en la solucién madre de 10 pg/mL
de dexametasona y en la solucion madre de 10 ug/mL de flumetasona, y se
comprob6 que ambas sustancias eran estables durante meses cuando eran
conservadas a —20°C. Sin embargo, las soluciones de trabajo debian
prepararse antes de cada uso.

Se prepard una solucion concentrada de dexametasona de 10 pg/mL
y se tomaron diferentes alicuotas, una de ellas fue analizada inmediatamente
y el resto de alicuotas se mantuvieron en congelacion (-20°C) y se fueron

analizando por ftriplicado pasadas una, dos, tres, cuatro, nueve y trece
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semanas. No hubo variaciones significativas (p<0.05) ya que la estabilidad
era muy buena (ver figura 26).

Para el agua, también se realizé un estudio de estabilidad de la
siguiente manera: La muestra de agua libre de corticoides, se fortifico a nivel
del limite de decision (CCa) y se analizé6 una muestra inmediatamente, las
otras se mantuvieron en congelacion a -20°C y se fueron analizando por
triplicado a distintos tiempos (una, dos, cuatro y seis semanas). Los

resultados se muestran en la figura 27.
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6,00 -

4,00 -

Concentraciéon (ng/m

2,00 -
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Figura 26
congelacion.

Estabilidad del patron puro de dexametasona, almacenado en

6.5.4 Rectas de calibrado
6.5.4.1 Rectas de calibrado de patrones puros.

Se utilizaron seis niveles de concentracion, incluyendo el cero, la recta
fue valida para concentraciones entre 0 y 600 ng/mL. Se representaba la ratio

entre el area de la dexametasona y el area del patrén interno, en el eje de las
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ordenadas, frente a la concentracion de dexametasona, expresada en ng/mL,
en el eje de las abscisas (ver figura 28). Antes de inyectar en el cromatégrafo
cada lote de muestras, se inyectaba un patron para comprobar que el area y

el tiempo de retencion eran los adecuados.

35,00
30,00 -
)
£ 2500
2
~ 20,00 -
c
:©
8 15,00
E
§ 10,00 -
3
5,00
0,00 -1 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (semanas)

Figura 27 - Estabilidad de la dexametasona en la matriz agua, siendo las muestras
fortificadas con dexametasona a nivel del CCa y almacenadas en congelacion.

6.5.4.2 Rectas de calibrado sobre agua.

De manera analoga se realizaron rectas de calibrado con agua
fortificada a siete niveles de dexametasona, incluyendo el cero. En la figura
29 se representa la ratio (area de dexametasona frente al area de patron

interno) frente a la concentracion de dexametasona, expresada en ng/mL.

30



y =0,002x - 0,021

1,400 R2 = 0,9984
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Figura 28 — Recta de calibrado en el analisis de patrones puros de dexametasona.
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Figura 29 — Recta de calibrado en el analisis de dexametasona en agua.
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6.5.4.3 Rectas de calibrado sobre pienso

Las rectas de calibrado para el pienso se realizaron enriqueciendo
piensos que previamente se habian inyectado y se habia comprobado que
estaban libres de corticoides y de cualquier sustancia que pudiera interferir.
En la figura 30 se muestra un ejemplo de la recta patron en pienso donde se
representa la ratio (area de dexametasona frente al area de patrén interno)

frente a la concentracion de dexametasona (ng/mL).

1,80 - y = 0,0027x + 0,0199
1,60 R2 = 0,097
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Ratio

0 200 400 600 800
Concentracion (ng/g)

Figura 30 - Recta de calibrado en el analisis de dexametasona en pienso.

6.5.5 Recuperacioén

Se utilizé un grupo de 18 muestras fortificadas para el pienso y otro
grupo de 18 muestras fortificadas para el agua. El nivel de fortificacion de las
muestras fue de 1,1.5 y 2 veces el limite de decision (CCa) y para cada nivel
se analizaron 6 replicados. En cada caso se determind la concentracion real,
el % de recuperacion, la desviacion standard y el coeficiente de variacion.

Los resultados se muestran en la tabla 20.
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Tabla 20 — Recuperacion de dexametasona en muestras de agua y pienso.

Nivel de

Matriz fortificacion R(eo(/:l)‘p SD g/v)
(ng/mL) ° °
26 105 1.7 6.3
Agua 39 98 1.1 2.8
52 94 1.1 2.2
Nivel de
Matriz fortificacion ('E/f)“”p SD (C/Y)
(ng/g)
190 109 15 7.4
Pienso 285 118 7 2.1
380 109 17 4.1

6.5.6 Repetibilidad

La repetibilidad fue calculada analizando 18 muestras de agua y 18
muestras de pienso fortificadas con el analito a concentraciones equivalentes
a 1,1.5 y 2 veces el limite de decisiéon (CCa) y se analizaron seis replicados
por nivel. En cada caso se determind la concentracion media, la desviacion
estandard y el coeficiente de variacién. Los resultados se muestran en la
tabla 21.

6.5.7 Reproducibilidad intralaboratorio

La reproducibilidad intralaboratorio se realizd mediante analisis en
diferentes dias, por distintos operadores y con distintos grupos de reactivos,
y fue calculada analizando seis replicados por nivel de fortificacion. En cada
caso se determiné la concentracion media, la desviacion standard y el

coeficiente de variacion. Los resultados se muestran en la tabla 22.
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Tabla 21 -

Repetibilidad en el anélisis de dexametasona en muestras de agua y

pienso.
Nivel de Concentracion cV
Matriz fortificacion media SD (%)
(ng/mL) (ng/mL) °
26 28 2 7
Agua 39 45 0.7 1.7
52 59 2.8 5
Nivel de Concentracion cv
Matriz fortificacion media SD (%)
(ng/g) (ng/g)
190 205 14 7
Pienso 285 314 19 6
380 431 35 8

Tabla 22 - Reproducibilidad intralaboratorio en el analisis de dexametasona en

muestras de agua y pienso.

Nivel de Concentracion cv

Matriz fortificacion media SD (%)
(ng/mL) (ng/mL) °
26 27 1.7 6
Agua 39 40 2.9 7
52 55 4, 8

Nivel de Concentracion cv

Matriz fortificacion media SD (%)

(ng/g) (ng/g)

190 196 17 9
Pienso 285 314 19 6
380 431 35 8
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6.5.8 Limite de decisiéon (CCa)

El limite de decision (CCa) se calculd analizando 22 materiales blanco
para el agua y 22 materiales blanco para el pienso y se calculd la relacion
sefial/ruido, para cada matriz en el intervalo de tiempo correspondiente al
tiempo de retencion donde se espera encontrar el analito.

El limite de decision (CCa), tanto para el pienso como para el agua, se
calcula como tres veces la sefial ruido tal como se indica en la formula:
CCo=3*S/N
donde S/N = relacion senal/ruido.
Los limites de decision (CCa) se establecieron en 26 ng/mL para el
agua y en 190 ng/g para el pienso. En la figura 31 se muestra un
cromatograma de agua enriquecida con dexametasona a nivel de CCa (26

ng/mL).

25 11.7 PI

10.9 DX

Figura 31 - Cromatograma de agua enriquecida con dexametasona a nivel de CCa
(26 ng/mL).
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6.5.9 Capacidad de deteccion (CCp)

La capacidad de deteccion (CCB) se calculd6 como el limite de
decision mas 1.64 veces la desviacion standard de la reproducibilidad
intralaboratorio del contenido medido. La capacidad de deteccion (CCB) nos
da la cantidad minima de analito presente en la muestra que puede ser
detectado, identificado o cuantificado con un nivel de probabilidad del 95%.

La capacidad de deteccion (CCpR) fue de 30 ng/mL para el agua y 217

ng/g para el pienso.

6.5.10 Robustez (cambios importantes)

Las condiciones de muestreo en principio siempre fueron las mismas,
y se comprobd que no dependen del personal del laboratorio. Se introdujeron
factores tales como distintos operadores, distintos lotes de reactivos, distintos
métodos de agitacion en horizontal u orbital y variando la velocidad de
agitacion que se fijé entre 100 y 170 U/min. Con la introduccion de este tipo
de variables no se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre

determinaciones paralelas.

6.5.11 Precision
La precision fue confirmada calculando el coeficiente de variacion de la
reproducibilidad (CV) en las respectivas fracciones de masa analizadas,

utilizando la ecuacion de Horwitz:

CV= 2(1—0.5|09C)

donde C = fraccion de masa expresada en base 10.
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Los valores calculados del coeficiente de variacion de la
reproducibilidad se muestran en la tabla 23. Asi pues, se comprueba que la
precision es aceptable dado que los coeficientes de variacion de la
reproducibilidad intralaboratorio mostrados en la tabla 22 son menores que

los respectivos coeficientes de variacion de la reproducibilidad calculada.

Tabla 23 - Reproducibilidad calculada mediante la ecuacién de Hortwitz como
referencia para la precision del método de analisis de dexametasona en agua y
pienso.

Nivel de fortificacion Ccv

Matriz
(ng/mL) (%)
26 28
Agua 39 26
52 25
Nivel de fortificacion cv

Matriz
(ng/g) (%)
190 20
Pienso 285 19
380 18
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7. Conclusiones
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Las conclusiones principales de este trabajo son las siguientes:

e Se han desarrollado protocolos de extraccion y preparacion de las
muestras al objeto de analizar las sustancias -agonistas en orina de
bovino, pienso de distintas especies animales, agua de beber de
vacuno y para el zeranol en piensos de bovino y ovino mediante
ensayos inmunolégicos de tipo ELISA. Los métodos han sido

validados satisfactoriamente.

¢ Se han desarrollado técnicas de extraccion liquido-liquido, extraccion
en fase sélida y purificacion por inmunoafinidad para el analisis del
antimicrobiano carbadox en piensos de aves y conejos, el corticoide
dexametasona en piensos para bovino, porcino y equino, y agua de
beber y los tiouracilos en orina de vacuno. En cada caso, se consiguio
optimizar las condiciones de extraccion y cromatograficas para
conseguir una disminucion de sustancias interferentes asi como un
aumento de la relacion sefal/ruido y un aumento de la especificidad.
Estos métodos cromatograficos han sido validados satisfactoriamente
pudiendo confirmar los analitos tanto por el tiempo de retencion como
por los respectivos espectros obtenidos con el detector de diodos e

incluso por co-cromatografia.

e En todos los casos se ha comprobado que las estabilidades de los
analitos en las diversas matrices estudiadas eran muy buenas. El
estudio de estabilidad también ha incluido los tiempos maximos de
conservaciéon en congelacién tanto de las soluciones de patrones

como de las muestras asi como de su manipulacion en el laboratorio.
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Todos los métodos puestos a punto y optimizados para los analitos y
respectivas matrices estudiados demostraron buena sensibilidad y
robustez y han sido validados conforme a la normativa vigente que
afecta a todos los paises miembros de la Union Europea. Estos
métodos son rapidos y relativamente sencillos, usando ademas
instrumentacion asequible y normalmente disponible en un laboratorio
de control, por lo que pueden ser usados como métodos de criba o
screening, especialmente cuando resulta preciso analizar un gran

volumen de muestras en un corto periodo de tiempo.
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Apéndice I:
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Stability of 6-agonist methyl boronic
derivatives before GC-MS analysis. Analytica
Chimica Acta, 2005, 529, 293-297.
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Stability of B-agonist methyl boronic derivatives before gas
chromatography—mass spectrometry analysis

Milagro Reig, Natalia Batlle, Jose Luis Navarro, Fidel Toldra*

Insgineie de Agrguimion y Teomologia de Altmensos (CIRC), PO, Box 73, 46100 Serassos (Falencka), Spain

Raceived 31 May 2004 recaied i revisad form 30 Faly 2004; accepind 20 Foly 2004
Sprailabls onlimg B Decambar 2004

Abestract

A method for the confirmatary analtysis of clenbutero], mabutero] and salbommel in bovine urine and feeds by Fas chromatography—mass
specmometry ((FC-ME) is desribed. -Agonist residies were extracted and fiurther purified and concentmated by mmmmmoafinity chromatog-
raphy. Methyl boronic acid (MBA) was used for the deriwtization of B-agomist residoes and time and temperatore of derivatisation were
optimised. These derivatives allowed the use of sherter columns while improving the chromaineraphic resolution. Methyl boronic dervaimves
‘were stored either at room temperahre or at —20 “C and then mjected mto the gas chromatograph-mass spectrometer at specific time intervals,
Methy] boronic derivatives showed a shight decrease for clentterol and a more marked loss for mabuterol when stored at —20 C up to 3 days
and then remained stable up to 7 days. However, the stability for salbutamel was poorer as it rapidly decveased at 1 days. When derhvaitives
were stored at room femperafure, clenintero]l and intenal standard (I5) showed good stability wp to §h while the swmbility of makuteral
was progressiely reduced Saltamol dropped to very bow wakues at just the first hour Under these comditions it is clear that the anatysis
should be performed as soon as possible after dermvatization. The combination of immumoatfimity chromategraphy, MBA derivatisation and
a5 chromatography-mass spectrometry has showm a high sensitivity, good reproducibility and short chromatozraphy time for the conmol of

the smdied f-aponists.
© 2004 Elsevier BV, All rights reserved.

Kiywoeds: Agomists: Clanbutarel; Dorieatives stahility: Urine; Frozen storags

1. Imiroduction

Clenbuterol was originally wsed for the medical treatment
of pulmonary disesses bt later had other spplications as
zmowth promoter in cattle although at higher dose than those
nsed for therapeutic purposes. B-Agonists activate the repar-
decressing body fat depesition, and thus an improved meat-
fo-fat ratio is obtained [1].

The comirol of agonists addition is wsmally performed
througzh its analysis by gas chromatosraphy—mass specirom-
etry (GC-M5) after derivatisation [2]. Typical derivatising
apents  are  N-methyl-N-mimethylsilylrifinorcacetamide

" Comresponding anthor Tal - +34 96 3900022x2112;
G +34 06 3636301
E-mall address: Bolda@ist cxic s (F. Toldr).

0003-2670% — ses Sront marer £ 2004 Elsouiar BV All rights resarved.
doic 1010065 aca 1004 07 047
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(BSTFA) [3-4]. Alternative derivatisstion methods are based
on the nse of methyl boromic acid (MBA). This desivatising
agent has several advantages such as the higher sbundances
of the diagnostic ions at electronic impact and the possibility
o use shorter chromatographic cohmmns, reducing time and
saving helnmm [7-9]. A progressive decline in clenbntersl
recovery when clenbuterol-containing urine samples were
kept under frozen storape at —15 “C has been reported [10].
Orther authors have also reported some data om the stbility
of agonists derivatives when stored before its injection in the
zas chomatograph-mass specirometer [3,9].

The objective of this work was to sdy the use of
methyl boromic acid as demvatising agent for the si-
multsneons amalysis of several P-agomists (clenbuterol,
mabmtere] and saltatamol) in bovine wine and feed sam-
ples and verify the swmbility of these bomnic deriva-
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tives prieT its mjection mto the gas chomsiograph-mass
Spectiometer.

1. Materials and methods

21. Reagents and supplies

Standards smd chemicals were from Sigma Chemical-
Aldrich (5t Lowis, MO, USA) except matmterol that was
kindly supplied by the Mational Beferemce Laboratory
of Majadahonds (Spain). Immunoafinity chromstography
columns were from Fandox Lsboratories (Crumling TUED).
Internal standard (I5) (dg-clentaterol) was provided by the
EIVM (Bilthoven, The Netherlands). All further reagents
were standard reagent grade.

1.2 Extraction

The bovine wine samples (5 ml), after addition of Sng
of the internal standard (ds-clenbuterol), were adjusted to
pH 5.0 with either HC1 1M or NaOH 1 M Then, 5000 units
of B-glucuronidase from Hielix pomatia were added and the
mixture was homogenised and incubated for 2hoat 37°C.
Omnce cooled to room temperature, the hydrolysed urine was
adjusted topH 8.0 with NaOH 1 M. The urine was injected in
the immumeafinity column, previously conditoned with the
wash taffer, and ehited with 4 mL of ethanol ‘water (70/30) at
pH 4.0. The ehutant was collected and evaporated to dryness
under stream of nitrogen.

The milled feed samples (2 ), after addition of 50 pl of
the internal standard (5 ng ds-clenbuterol), were added 20 mL
of HC1 0.1M. The sohution was shaked for 30 min and cen-
trifuged at 3500 pm for 15min. The supernatant was col-
lected and the pH adjusted to 8.0 with HaCOH 1 M before cen-
trifuging apain at 3500 rpm for 15 min Then the sopernastant
was collected and mjected in the immunoaffinity columm &
described sbove. The elutsnt was also evaporated to dryness
‘with nitrogen.

1.3, Derfvatisation

The dry elutant was then resuspended in methanol, trans-
ferred to a derivatising visl and evaporated to drymess. Fifty
microliters of methyl boronic acid solution was added and
vortered. Different MBA concentrations (between 2, 10 and
50meml—! in ethyl acetats), times (15, 30 and 45 min) and
temperatres (50, 55 and 60°C) of derivatisation were as-
sayed. In all cases, vials were left to cool to room temperature
‘before being transfemed to the autosampler.

2.4, Seability
Stability assays were performed after derivatisation with

mmmcmgmlnmgmm-'m
15 min &t 50°“C. Vials with the metiry] boronic derivatives
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‘were stored up to 11 h at room temperature and up to 7 days
at —20"C and sampled at peripdic imervals, three vials each

15 GC-MS

The analyses were performed m a Trace GC-MS Po-
laris () model from Thermo-Finmigan (Austin, Texas, TT5A)
equipped with a high-resolution gas chromatography column
HP-5MS (15m = 025mm id « 025 pm) from Apilent
Technologies (Palo Alto, CA, . The camier gas was
helinm at a flow rate of 1 mLmin~" and the injection vol-
ume was | pl. Injection was made in splifless mode and the
injector temperamre was set at 280 4C. Crven temperammes
‘were programmed as follows: mitial temperature at 100=C
for 2.5 min and increased at 20 °C min-! up to 260 °C, then
at 5°Cmin-! till 200“C and hold for 10 min. The analyses
‘were performed in the EI mode and the ionization voltage
‘was fixed at 70 eV Acquisition was made by the selected ion
monitoring (SIV) mode. Selected ions were: miz 277, 319,
321, 334 for mabuterc] methyl boronate; m'z 188, 230, 272,
287 for salbutamo] dimethyl borenate; miz 243, 245, 285, 300
for clenbuterol methyl boronate and m/z 244 for the imternal
standard (ds-clenbatere] methyl boronate]). The internal stan-
dard was equivalent to 1 ngml ) urine and 2 5nzz~! feed,
respectively. Integrated pesk ares data, corrected for IS, was
used to calonlate results.

3. Resulis and discussion

Different conditions for MBA deriratisation were stadied.
Thebeﬂrau]tmohuﬂdmmmmiﬂmgm‘l
MBA were nsed at 50 and 55 °C with 15-30 min derivatiza-
tiom period. Thos, optimal conditions were established for a
sohition of methyl boronic acid sobution that contained 10mg
MEBEA mL-! and derivatisation at 50°C for 15 min. Under
clentterol at 1 ngml.—! gave a final concentration of 1.12 £+
0.14ngml -1 Other suthors have reported 55 2C for 50 min
as good conditions for MBA derivatisation [¥]. Anexample of
‘boronic derivatives is shown in Fig. 1. Full separation with
zood resolution could be reached for the smdied agomists in
less than 10min and four fons for each boromic derivative
‘were determined (see Fig. 1). These ions with respective rel-
ative intensity for each derheative are shown in Table 1.

Methyl boronic derrvatives were stored either at room
temperatore or &t —20°C and then imjected into the gas
chomatopraph—mass specirometer at specific ime intervals
in order to check their stability. The results obtained when
the methy] boronic derivatives were stored st Toom tempera-
mare up to 11 h are shown in Fig. 2. Mabuterol progressively
decreased reaching 70% of the initial area in just 4 h. Salba-
tamol exhibited a very poor stability, dropping down to less
than 25% of the initial area in less than one hour. Better
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Fig. 1. Salocted ion monitoring (SIM) chromatngram of boving wine Sartified with 0.5 ngzl.~? for clabuarol, 0 5agml - for mabutarcl, .75 symL ! for
saftmtzmal and | ngml " for dy ~clanbuterod as IS,
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Fig. 2. Stability of metiy] baromic derhatives when stomed at room temperaiurs. The lvel of frtification wes 1ngml " fior clesbeserol (4], 2ngml " for
mabrutercd (1), 1.5ngml " for salbestamel (") and 1ngml~" for ds-cleobutarol as IS ().

stability was observed for clenbuierol that exhibited areas
nesar the initial values after 7h of storage at room temper-
ature. Same behaviour was observed for the I5. This is in
accordance to Polleting et al. [3] who observed constant peak
height ratios (clenbatersl versus internal standard) up to 48k
after the derivatisation. Under these conditions it is clear that
the analysis for B-agonists other than clenbuterol should be
performed as soon as possible afier deriatisation.

were stored at —20°C are shown in Fig. 3. Progressive de-
creases for clenbuterol and, more markedly, for mabuterel
were observed uwp to 3 days of fiozen storage but then both
remained quite stable up to 7 days. The infermal standard also
showed very zood stebility up to 2 days of storage with a
slight decresce afterwards. Sallutamol dernrative exhibited
=ood stability restricted to only the first day of storage, expe-
riencing a rapid decrease at the second day, reaching almost

Tabln 1

B-Agomist Salected icos Eshiie

Clanbutera] 243 100,00
2435 &6.61
283 M3
300 157

de-Cleabutare] 245 100.00

Mfabrrimrol m 100.00
319 B4
31 st
334 050

Salbutamol 230 100.00
in 5x23
1B 1193
287 Q.60
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Fig. 3. Stabdlity of methyl boronic dervatives kept wnder frosen stor-
ags at —20°C. Tha lovsl of fortification was 1ogml~! for chanbusest
(A}, 2ngel! for mabutsmol (), 1. 9mgml " for sabbutamel (7)) and
mgml for d-clanbeteml as 15 (51

neplizible valwes. Good stability of boronic derhratives of Ba-
adrenergic residues stored at —20 °C over a period of 4 days
has been reported by other authors [9]. However, based on
the resunlts of this study, the storage of the boronic dervatires
should be kept to 2 mininmm period of time as possible.

The combination of immumeaffinity clromatography,
MBA derivatization and GC-MS has shown a high sensi-
tivity, good reproducibility and short time required for the
chromatography, confirming this methodology 25 adequate
for the control of the smdied B-agonists.
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e-mail: floldra®iata. csic.es)

Rapid methods and awtomation for the detection and
characterization of chemical and veterinary drug residues
in foods of animal origin condtitetes a dynamic anea in food
processing and is experiencing imponant developments
mainly from the standpoint of food safety. Residues from
these sulstances may be present in edible tssues, milk and
eggs for human consumption and may exen different levels
of exicity on condumen when conduming them. Thus, exy,
rapicd amd senditive tests ane really needed for an effective af-
lime wse. This mamscript is presenting latest developments
for rapid detection of chemical and velerinary drugs residues
in foods of animal arigin,

Introduc tion

Veaterinary and chemical dmgs having anabolic effect
ae used for derapeotic and prophylactic porposes as
well as for improved breeding efficiency, although most
of them are banned in the Evropean Undon and can only
be adminisiered in specific circomstances (therapeutic
purposes) but under srict control In general, these

* Comesponding awhos,

OE24-T 24405 - 5o annd maner & 2006 Eseviar Lad. All rights resenved.
ol 1011 0162182 006 02 002
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abstances are Dlegally added to act as growth promoiers,
improving feed conversion efficiency and increasing the
kan to fat ratio. The gain in protein deposition iz thus
based on an improved feed converson rate. Howewer,
these sibstanees may remain in all animal-treated derived
foouks.

Girowth s exent some effects on meat quality,
wually towards poorer quality. An increase in connective
fissue production and collagen cross-linking because a
reduction in protein degradation allows more time for
collagen molecules to cross-link and thos, incresse the
oughness of the meat (Moloney, Allen, Joseph, &
Tamrant, 1991). In addition, muscle proteases ame
inhibited by the presence of some of these substances.
For ingance, calpaine are inhibited by P-agonisis buot
protein synthesis is increased. The myofibdllar proiin
fragmentation is also decreased in agonists-treated
animals (Fiems, Buk, Boucque Demeyer, & Cabtyn,
19000, The result is a substantial redection in tendemess
(Moloney er al, 1991). On the other hand, lipolysi rate
& increased by actvaton of the hormone-sensitive lipase
and then breakdown of tdacylglycerols (Brockman &
Laarveld, 1986). Thus, the amount of fat iz substantially
reduced with the subsequent loss in joiciness and poorer
flavour development.

Some mbstances, like thicuracyls, produce a notice-
able metention of water fhat is suddenly lot when
cooking the meat, The result is tougher meat with poor
juiciness, But what is more important, most of thess
substances present in residual amounts in animal foods
may have some imporiant toxic effecis. Some of hem
may exen genotoxic, inmunotoxic, carcinogenic or
endocrine effects on consumers, consttuting an important
health risk dat must be controlled. Thus, the presence of
these residees must be monitored in foods of animal
arigin {Croubels, Dasselaie, De Basme, De Backer, &
Courtheyn, 2004).

Antibiotics act as growth promaters but can contribute
i an increased human exposure to antibioties, develop-
ment of pathogens with antibiotic-resistance and
increased allergies due to its presence in foods. In fact,
the prosence of mesidual antibiotics in andmal foods
constitnte an important health risk becanse the increased
microbial resigance detected in latest years (Butaye,
Devriese, & Haesebrowck, 2001) In addition, the
mesence of residusl amounts of antibiotics  prodwces
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important difficolties o food procesors for the exient
and control of food fermentation.

It is evident that there are impontant benefits for the
farmer when sing these ilkegal sobsances mainly
consigting in an increased feed conversion yield and an
increased lean meat with less fat. But, it is also evident
fhat there are important prejudices for the processing
industry, like lower quality of products and problems in
fermentation and wvery imponant prejudices to the
consumers, not only for the worse quality or the higher
water content but because of the presence of residues and
itz associaied harmful health effects on mans. For all
these ressons, there is an evident inerest of both official
organisms and food industry to contrel the presence of
these substances in farms and foods of animal origin
Recendly, he EC Quality of Life Programme supponted
Eoropean collaborative projects in the anea of antimicno-
hials and hormone nesidues snalysds (Boenke, 2002)
These projects consisted in the development and
validation of screening and confirmatory analytical
methods and sensors for a ocost-effective and time
efficient control of synthefic glucoconticoids, nitmfrans,
coccidiogatics, f-lactam residues and andmogen neddues
in live and post-mortem animals.

The use of substances having hormonal or thirestatic
action as well as fagonists & banned in the European
Union. Main wveterinary drugs and substances with
ansbolic effect are liged i Table 1. Only a few
sbstances are apthorised for therapeutc puposes and
mder the control of a mesponsible veterinarian (Wan
Peteghem & Dacselaire, 2004). The presence of these
abstances in foods are controlled by official inspection
and analytical services following EC Directive M/ 23WEC
o messues [ monitor certain substances and nesddoes
in live animals and animal products. Analytical method-
daogy, including eriteria for identification and  confir-
mation, for fe monitoring of compliance was alao given
in Decisions 9323EEC and 9325TEEC. Since the
implementation of these Directives, a ckar decrease in
e use of growth promoting agents, including f-agoniss,
was observed (Kuiper, Moordam, Wan Dooren-Flipsen,
Schilt, & Roos, 1998). More recently, the Commission
Decision 200X6FVEC implemented Council Directive

OG0WEC. This Decision, which is in force since 1
September 2002, provides mles for the analytical
methods to be used in testing of official samples and
specific common  criteria for the interpretation of
analytical resuls of official control laboratories for such
samples. This Decision includes concepis like ithe
decision imit (CCa) and fe detection capability (CCH
for amessing non-compliant samples. The guidelines
given in the Dinective imply the wse of sophisticated
anlytical instrumentation lke GC-MS or LC-MS. These
controls are based on screening and dwse sspected non-
compliant samples are then confirmed through methods
based on the uwse of gas or liguid chromatography
coupled v mass spactrometry, or other sophisticated
methodolegies and analytical instromentation, for aceu-
rate characterisation and confimaton.

Screening methodologies

The full procedure and the methodologies for
confirmatory  analysis are costly in Gme, equipments
and chemicals, In addition, they require trained personnel
with high experiise. Control lshoratories must face a
large number of samples, with a varety of analytes, o
be analysed in relatively shont periods of time. Thus,
there is a need for screening methods that allow the
analysis of swch a large number of samples in short
poriods of tme. This means that high though-put
methads with low cost must be available. Thes methods
must b shle to detect an analyte or clas of analytes at
the kevel of interest (Van Pateghem, Daeselaire, &
Heeremans, 2001). Some false positives {false compliant)
are accepishle, as they will be furher submitted for
oonfirmatory analysis bot the method must avoid or
meduce to a minimom dwe number of false negative mesulis
(non-compliant) because they will not be further
analysed. The main requirements, that are generally
contemplated for a screening method, are summanized in
Tahle 2.

Approprate  sampling preparation  procedures,
especially when dealing with solid foods like most of
those of animal origin, are also getting increased
attention due to the ministurization of commercial tests
and kits, These sample prepamation ensures beitter

Table 1. Lists of velerinary drugs and sib

ces with anahdic effect, with some examples (Councl Dinecfive 96/13/EC)

Group Az s having fiect

Group B: velerinary drugs

1. Filhenes | dieshylsilbeseral)

2 Antithyroid agents ithiourad k)

3. Jemids
Andmgens (renbolone aoetate)
Ciestagens imelengestnol acctate)
Estmgens (17 4 estradiol)

4. Resoacycilic acid lactones (zeranol)

5. Befaagonists (clenbutem])

&. Crher compounds in Srofuins)

1. Antibacierial substanoes
Sulisremides and quinolones
2. Oher velerinary drugs
2] Antihelmingics
b Anticocnidiaks, including nisromidazoles
cl Carhamates and pyreshroids
] Sedasives
] Monesteroideal anti-inflammatory drugs
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Tahle 2. Main requirements for 2 soreening methodology

R uirements

Eaxy to s

Low set-up coss

High shrough-put

Reduced fime and low munning coss for results
Sensitivity (no pos Eves ane lost)

Speciicity iminimum number of fake positives)
Roepeatahiliy

sensitivity of the screening tests. Different extraction
echniques are vsually based on solid phase extraction for
sampl clean-up. Different types of carwidges may be
wed depending on the analyies, ensuring the elimination
of poiential interferents present in foods {Stubbings er
., 200F).

There are different techniques available for the
acfeening of residwes in oanimal foods as shown in
Table 3. In general, the limits of detection will depend
m the previous extraction and cleanup of the sample.
The i logical mothods mainly ist of ELISA
test kits. There are many kits commercially availahle
Oiher immunological methods are based on radio-
immunoassay and, more reoendy, severd metwsds using
hosensors are commercially available. The chromato-
graphic medhods mainly consist in wo types, HPTLC
and HPLC, eoupled to different detection systems.

Immunological techniques

Antigen and antibody reaction has boen wsed for many
years to detect & wide vardety of food constiments
including substances mesponsible for adoliersfions and
contaminations. The interaction antigen—antibody & very
specific and useful for the deection of residues of
chemical and veterinary drugs in animal foods. The most
wual technique consists in the enzyme-lnked inmomo-
aorbent sssay (ELISA) and the detection system is
wually based on enzyme-labelled meagens. Themre ane
different formats for antigen quantification. In douhle
antibody or sandwich ELISA kests, a primary antibody is
bound to the plate well The antigen of the sample
extract added to the well complexes with the bound
antibody and remaing bound to the plate afier washing.

Table 3. List of main wechnig i fior e 5

Immunological

methods 8, iy methods

ELISA tetkeits High pesfiorman o thim-leyer
chemmatogmphy (HPTLC)

Rad i mmun nassay High pefonman oz hquid chmmatogaphy
HPLG

Mty

i ensors

223

Then, a second antibody labelled with an enzyme such as
pemxidas & added to dwe well followed by a new wash.
The quaniity of conjugaie bound i the plaie is deiected
after incubation with a specific substrate, Colour is
developed during incubation and messured with a
microplate reader, which & proportionsl & the amount
of analyte in the sample.

In direct competitive ELISA tests, a primary antibody
i coated onto the pate wells and incubawd with the
sample exiraci contsining the antigens, Once the
oquilbrinm iz reached, an enryme-labelled antigen is
added. This conjugate will hind to Ge free hinding sites
of the primary antibody. Thus, the more antigen in the
mmple, the lower amount of enzyme-labelled antigen
bound. Appropriaie specific substrate is added and the
pate is incobated for colow development. In this case,
there is an inverse melationship between the colour
developed and the concentration of e analpte in the
mmple.

Radicimmuncassay (RIA) implies the measwe of
radicactiviy of immundogical complex using a counter
(Samarajecwa, Wei, Huang, & Marshall, 1991). Other
possibilities include the measure of chemilminiscence
with a luminometer when a chemiluminiscent compound
is bound to the antibody or fluorescence with a
flucrimeater when a8 fluorescent compound is vsed. They
allow an enhanced detectability in melation i conven-
tional colorimetry (Roda er al., 2003).

Main advantages and disadvantages of immunological
kits are compiled in Table 4. These kits offer important
advantages like the large number of samples to be
analysed per kit, fast to operate and its high specificity
and sensitivity in comparison to conventonal detection
methods. Another advantage i the possibility to uwse the
kit within the food-processing facility without the nead to
transport the sample o the bbomiory. Many diagnosiic
companies have marketed ELISA test kis for the
detection of such mesidues. Thus, ELISA kits amre
avallable for a large number of shstances within each
goup lised in Table 1 like P-agonists, costicoids,
gerpids, stilems, eoorcylic acid laciones and several
antibiotics. Research continwes for the developmen of
ew ELISA tests for other substances like sedatives and
the P-blocker camzolol (Cooper, Delahault, Fodey, &
Ellioit, 20{04). Reganding antibiotics, ELISA kit have
dhown good performance for analysing antbiotic resdues
like tylosin and tetracyclin in waker, meat and fish (De
Wasch e al, 2001; Draisci e al, 2001; Lee, Loe, Ryu,
Lee, & Cha, 2001 ; Komar, Thompson, Singh, Chander,
& Gupta, 2004), chl icol v milk and meat
(Gandin, Cadiew, & Maris, 2003), nitreimidazoles in eggs
and chicken (Huoet er al., 2005), gentamicin in milk (Jin,
Iang, Han, & Lee, 2005), dihydrostreptomycin and
coligtin in mik (Subren & Knappstein, 2004), bacitracin,
spiramyein, tylosin, olaquindox and virgiamycin in
feedstuffs (Situ & Elliott, 2005). In general, these
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Table 4. Main advantages and disadv antages of ELISA test kits

Advantages

Disadvantages

Easy o use

Awzilable kit for 2 good number of specific compounds (e
clenbuterol, zeanol, eic.)

Aweailahil By of kits for famil e of compounds (e, agonists, <ibenes,
sulphonamides, eic

Large number of samplex (4] per kit for 2 single analyie
Resduced tme {iew hours) 8o abtin ghe wxulc abowt 22 5 b for
mast kies

High sencitivity

High specificy

Poxsihilty fo use within ghe dood-proces ing facilty

Increased coss since A002 (mos shan €650 per kit
Limitesd s8orage fiew months) under refr geotion

Expersive in the case of R1A and nesd for weste dispasal

Intesrfernences giving some Gioe posithes
Oinly one kit per residus seerched

methods require some time of manual operation for the
addition of sample, incobation, washing and discarding of
liquids, reagents for codour development, eic. This has
prompied the development of automated ELISA test by
SOMe COmpanies.

Another recent approach to screen animal products for
velerinary drugs, ensuring quality and safety of meat and
dairy products consigs in the development of bicsensors.,
These instruments comprise two elements: a biclogical
recogniton clement, osually an antibody, and & signal
transduction element which iz in clse contact and
connected to data acquisiion and precessing sysems
(Paitel, 2002).

Biosensors are getting expanded applications in food
analysis. In general, there are several elements The
trget analyte contacts the biological receptor (antibody)
and e Hochemical signal is convened by a transducer
inte an electronic signal. Then, these signals ame
processed by a microprocessor that gives te final result
(White, 2004). The construction of bicsensors requires a
good knowledge of the basic principles of immuno-
chemical reactions, pathvways for receptor-based signal
amplification and the interfacial behaviour of biccom
pounds at de artificial ransducer swrface (Grilndig &
Renncherg, 3002). Biosensoms are designed to operate in
real time and be shle for the simoltaneous detection of
single or muliple veernary drugs residwes in a sample
at a time. Some suthors have meported ne need for
sample clean-up (Elliott or al, 1998). The biomolecolsr
interaction analysiz iz based on surface plasmon
resonance that measires varations in the nefractive
index of e solution close to the sensor when dhere

are changes in the mass concentration of mokeules in
that soluion (Gillis, Gosling, Seenan, & Kane, 2002).
The target residue is covalently immohilised onto the
sensor chip surface, This echnology is applied by
Biscore AB (Uppsala, Sweden) to analyse different
veterinary drug residues. Some recemt applications
include progesterone in milk (Gillis e al, 2002) and
tylosine in honey (Caldow er al, 2005).

Other hiosensors are hased on the we of biochip
arays dat allow a eal dme monioring of the inemction
between the recognition molecule and dhe analyte. The
recogniton signal & converied into a quantifiable signal.
This technology is appliad by Randox Laboratories Lid
{Antrim, TTK). Howewver, the number of residues mady to
we in an array i &ill commercially limied. Several
factors like snsor surface Hgand density, active antibody
concentration and bicsensor flow rate affect he assay
poformance  (Johanson & Hellenas, 2001 Enzymic
hiosensors use a specific enzyme for the capture and
catalytic generation of the prodoct. For instance,
penicillin W and G can be detected with penicillinase
immobilised on a swface, either a membrane or porous
glass, that produces penicilloic acid and thus a reduction
in pH and either a decrease in the fluorescence intensity
af the dye or an increase in the electrical conduwctivity
(Patel, 2002). (dher type of bicsensors are based on
antibiotic sensor prokin which are snsible o specific
classes of antibiotics. These sensos ae high-throughpuot
and compatible with the ELISA-type format The
bicsensor proein is chemically linked to the solid
arface of te well in a microtitre plate which, in the
ahsence of antibiotic, remains bound to the operaor

Full asfomatiasion: higher productvity
High shraugh-puttechnique: up o 120 samples per hour 2nd amay

Table 5. Main amd o s of hiochip array biosemsors

Ad L E- } -

Easy o use High intial imvesstment {equipment)
Resuls anaibable in shos time High operative msss ichips)

Ml ples ressidues analysed in ane shot (25 many aschips in an amay) Analysis restricied o awaibble chips
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Tahike &. Main advantages and disatvantages of APTLLC

Advantages

Disadvantages

High number of samples for 2 single anahe

Reduced time (few hours) i ohiin the ol
Posshility of automatisation for higher poduciiviey

Sensitive

Specificity deponding an the defection technique

Sepacted mmple can be recovered for further confirmatory anadysis

Expestine requined

Nead of ample preparation (edoction, filiration, eic)
Inberiienenoss giving some ke posiives

Oinly ane thin-layer plate per residue s easched

squence and afier detection by antibodies and coupling
i peroxidase produces a colouwr readout. However, the
biosenser i unable o bhind de operator when the
antibiotic is present and, depending on its amount, this
operatar is more or less lost in the washing steps. The
loss of colour gives a readout that & proportional o the
antibiotic concentration (Weber ar al, 2004) These
sensors have shown sucoessful detection of tetracyeline,
areptogramin and macrolide antibiotics at nanegram por
millilitre concentrations in milk and serom (Weber er al,
A0

Main advantages and disads wes of Wosensors ane
compiled in Table 5. These new technologies are getting
good reception in contrel laboratories due to the
reduction in total time and possibility to analyse
amultaneously multiple mesidues in shont time for a
large number of samples (Franek & Hruska 2005) In
fact, these technologies are fully smtomated (injection,
addition of reagents, washing, incubation and cwtput) and
compuier-controlled.

Chromatographic techniques

High performance thin-layer chromatography
{HPTLC) has been applied sucoessfully for the qualitat-
ive and quantimtive detection of mubti-residues in food
mmples even though it use has mpidly decreased during
the last decade. Visnalisation of $e components can be
performed either by spraying an appropriate chromogenic
meagent or under UV light. Quantitative determination is
possible through the relative intensity of the spot in the
fate, which is measured against that of the inemal
Aandard by scanning densitometry. Recemt developments
allow for automation in a similar way to HPLC with the
appropriate  equipment HPTLC has been applied to

different residues like thymeostaie dmgs (De Brabender,
Batjoens, & Van Hoof, 1992; De Wasch er al, 1998),
clenbuters] and other agonists (Degroodt, De Bukanski,
Beemaert, & Courtheyn, 1989 Degroodt, De Bukanslki,
De Groof, & Beernaent, 1991), niroimidazol (Gaogain &
Abjean, 1996) and sulfonamides (De Bukans, Degroodt,
& Beemacnt, 1988; Haagsma, 1985, Van Poucke,
Depourcq, & Van Peieghem, 1991) in animal tisswes. Tt
has also been applied to the analysis of conicosterids
(Hoebus, Danecls, Roets, & Hoogmarnens, 1993
Vanoosthuyze, Van Poucke, Deloof, & Van Peeghem,
1993) and antibiotics in mik {Choma, Grenda, Mal-
inowska, & Suprynowicz, 1999 Van Poucke er al,
1991). The spots can be A variadon, named TLC-
hicautog raphy, consists in the combination of thin-layer
chromatography with microbiological detection directly
on the plae realting in enhanced sensitivity. Tt has boen
applied to fwe detection of Aumequine in milk (Choma,
Choma, & Statszezuk, 2002). The main advantages and
dizadvantages of HPTLC are compiled in Table 6.

The use of high performance liquid chromatography
(HPLC) expanded during the 1900z and the availshility
of amtomaton somahow faciliaed its wse as a scmeening
iechnique. HPLC is a separative technique and its ahility
o detect compounds depends on the type of detector
umed. The choice of the detection sysiem is very
important for selectivity and sensitivity. Some analytes
mt dotected by sheorbance, refractive index or fwor-
mmu ma_v require chemical modifications to ender
t or UV-absorbing compounds
{Bcrgwcﬂ' .!-. Schloewer, 2003). Usually, the detection of
nulii-residues is based on a solid-phase exiraction clean-
up followed by filimtion and injection into a reverse-
prase HPLC with UV-diode array detection. It has boen

Tahle 7. Main sdvantages and disadvantages of HPLC

A

E- o

Short Bime ffow min'sample) o obtzin the resuls
Sensitive

Spacificity depending on detector

Antnmatisation leading o higher praductivity

Poibhilty io find mose infnrmation from specte when wusing diode
ey detector

Expestise noquinad

Need of sample preparation (edaction and filkration, addtion of
intennal sndard, efc)

High initial imvestment equipment

Cost of column
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applied for detection of antiblotics in meat, kidney and
milk {Cinguina et al., 2003, Cooper, Creaser, Famington,
Tarbin, & Shearer, 1995; Fomsawa, 1909 Kirhiz,
Marinsck, & Flajs, 2005), veterinary dmgs in eggs,
milk, fish and meat (Acns, Hogenboom, & Brinkman,
19935, Horie, Yoshida, Saii, & Makarawa, 1998), methyl
tiouracils in wrine (Reig, Batlle, Mavamo, & Tolded
A)5), anabolic sieroids i nutritional supplements and
wine (De Cock er af, 2001 Gonzalo-Lumbreras &
Trquierdo-Horndles, 2000) and corticosterpids like dexa-
methasone in water, feed and meat (Mallinsm, Dneas,
Wilson, & Henry, 1905, Reig, Mora, Navarm, & Toldrd,
A5, Shearan o af, 1991 Stolker, Schwillens, Wan
Ginkel, & Brnkman, 2000). A good number of
sbstances with ansholic properties, thet can be con-
sdered as growth promoters, hawve been successfully
separated and identified for screening purposes in wrine
{Koole, Franke, & Zeeuw, 1999). HPLC with fluor-
escence  detection has also been uwsed for the sinml-
aneous determination of 10 quinolone antibacterial
residues in multispecies animal tiswes {Verdon, Couedor,
Rodaut, & Sanders, 2005). The main advantages and
disadvantages are compilad in Table 7.

HFLC is getting expanded use in conirol boraories due
o the possibility to analyse simultancously multiple
mesidues in a sample in mrelatively short time. Becent
developments of high speed HPLC can reduce sample
weament and analysis time. In addition, this technology is
fully amtomated (injection, elution, washing of column,
detection) and computer-controlled, facilitating its use as a
sereening technigue.

The next step after indtial screening with HPLC is the
injection of the presumed positive samples in a sysiem
combining HPLC with mass spoctrometry detection. In
this sense, the coupling of high speed HPLC with MS-
MS can substantially reduce the analysiz time. The use
of HPLCekcrospray ionisation (EST) mndem mass
speciromeiry has been proposed & a simultanecus
screening-confimatory echnique {Hewitt, Kearney, Cur-
rie, Young, & Kennedy, 2002, Thevis, Opfermann, &
Schiinzer, 2003). Other avthors have wsed liquid
cwomatography-mass spectrometry with amospheric
pressure  chemical ionisation (APCT) for the analysis
(Maurer, Tenberken, Kratzsch, weber, & Peters, 200,
Puente, 2004; Tumipseed, Roybal, Andersen, & Kuck,
AN5). Both ionisation techniques facilitate the analysis
of small to relatively large and hydrophobic to
hydrophylic molecules and are thus very adequate for
the analysis of veernary dropg residues (Bergweff &
Schloesser, 2003). Both technigues have been eporied to
show matrix effects being more susceptible than
APCT (Dams, Huestz, Lamben, & Murphy, 2003)
Another methodology based on the application of ‘H
NMR has also been propesed as a screening iechnique
for the analysie of steroid cocktsils and veterinary drug
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formulations administered to Hvestock (Lommen er of,
2002 ).

Future trends

There ame several arising problems in this field such as
fhe increased nomber of mew subetamces in dwe ‘hlack
market'. Every year, new substances with anabolic

jes and waed as growth s ame being
detecied. An example of the evolution of this ype of
abstances may be observed in the high competiive
spons.  Another important problem is an extended
practice consigting in the mixmre of low amounts of
seversl substances, like a ‘cocktail' that exens a
ynergistic effect giving dmilar efficiency to the use of
a single suhstance at higher and, thus, detectable
amounts.  Finally, the development of interfering sob-
#ances to mask immunoasssy deection sysems also
complicates the efficient detection of the illegal
substances.

In addition to these problems, contrd laboratories face
more grict requirements for the performance of analytical
methods acoording to new Directives. This simation is
creating some problems to control laboratories because of
fhe large number of samples i analyse, the great variety in
samples and residues o be analysed, the need to adapt
analytical methodologies to new Directives with arict
guidelines, e increased costs in developing such mew
methodolegies, the incressed nomber of residues to seanch
por sample and the meed to invest on powerful new
instruments.

The availahility of screening methodologies facilitates
e control of chemical and veterinary drugs in foods of
animal orgin, reducing the number of samples to be
oonfirmed thmoogh tedious and costly confimatory
analysis. Recent new developments, already available in
the market, will probably be mootinely implemented in
the next fow years, increasing the number of screened
samplks wih high sensitivity. The improvements in
smening methodolegies and i implementation  will
contribute to & better safety sssurance of foods of animal
ong.
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A chromatography method for the screening and confirmatory
detection of dexamethasone

Milagro Reig, Leticia Mora, José L. Navarro, Fidel Toldrd *

Tustiruie de dgroquimica y Temuologla de Almsenios, [CSIC), PO, Box 75, Buriossor 46100, Valmcis, Span
Recaved X7 Jamary J006; receved im nevissd form 16 May 2006 accephed 20 May X6

Alstract

Caorticostemads, such as d hastome, have been illegally used & growth promoting agenis lo obisin an sconommeal benefit from
increased muscle development. These substances nemain in meal and other animal prodects and may have negative Loxs consequences
for consumerns., A sreming and oofirmatory method for dexsmahasons desction m feed and drinking water in livestock has ben
d.nnhpui amdl validaled. This method & based on immmnmﬁlﬁly d’u’m‘l:mo@aph} Tollowed b} rmmad-p}mn Hdﬁpmfm]'xglﬂl
chromatrography | LAC- HPLOC) with diode armay detsction {DAD) al 242 nm . Flumesthesone wes used 8 indernal standand

The method has been validaled acconding 1o the European Unlon regubation 2002857 EC for banned substances and, thus, the speo-
ificity, deciion limit, detaction capability, recovery and repesiability have been determinal. The deciion limits (OCx) were 26 ngfm L for
water and 190 ng/g lor feed whils detection capabilities (OCf) wene 30 ngfmL for water and 217 ngfgfor feed. The method showed good
accuracy and preciion. The stability of dexsmethesons under froesn slorage has been studied over a 3 S-month period. Mo losses wens
observed, this confirming that water damples taken by inspecion cm be sored frosen for a few weeks until snatyas. This method has
proved Lo be rlatively simple and wsefid for rapid screening and confirmation of the presence of dexamethasons in waler and leed wal

for meal-prodicing anmmals
& 2006 Elsevaer Lid. All nghis reserved.

Keyworde Velermary drugs; Residnes detection; Dexamathasone; Corticrsterosds; HPLC detection; Animal omign foods

1. Introducton

Corticosteroids, such as dexamethasone, have many
physiclogical roles. Dexamethasone (#-a-fluore- 16-a-meth-
ylprednisnlone) is a synthetic glucocorticoid that is antho-
rized for thempeutic use in veterinary medicine but its e
as a growth promoting agent & bamed in the Eumpean
Union. Low concentrations of glucocorticosternids are
known to increase weight gain, to improve feed conversion
and to have a synergetic efiect with other molecules like -
agonists or anabalic stercids (Croubels, Daeselaire, De
Bacre, De Backer, & Courtheyn, 2004). Due to these effects,
dexamethasone has been illegally usad to obtainan econom-
ical benefit through increased msde development. Cortico-

" Corresponding author, Ta.: +34 %6 000N fax +3M 36
2636300,
E-mail addrese finldrfiat mic e (F. Toldrd).

O35 I TS - see front matier @ 2006 Elevier Lid All rights reserved.
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steroids are orally active o that they can be given through
the feed or water, keaving no trace of percutansous adminis-
tration (Van Peteghem & Daeselaine, 2004).

A mumber of methods for the detection, determination
and confirmation of dexamethasone in different biclogical
matrices like food, unne, fasoes, liver or milk have been
previously reported (Cherlet, De Baere, & De Backer,
200, Creaser, Feely, Houghton, & Seymour, 1998; Dela-
haut ot al., 1997; Draisci, Marchiafava, Palleschi, Camma-
rata, & Cavalli, 2001; Stolker, Schwillens, Wan Ginkel, &
Brinkman, J2000). There is & need for rapid methods of
detection (Toldrd & Reig, 2006), Recently, the perfor-
mance of methods and the criteria for the interpretation
of test results of official control laboratories within the
Fumpean Union has been regulated in the Decision
2002/657/BC {BC, 2002).

In this paper, a smple and rapid screening and confir-
matory method for the detection of dexamethasone in
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livestock feed and drinking water wed in farms for meat-
producing animals has been validated according to thi
Decision. The method is based on mmunoaffinity chio-
matography followed by reverse-phase high-performance
liquid chromatography (LAC-HPLC).

2. Materials and me thods
2.1, Marerials and reagents

The chemical and chromatographic reagents used were
of HPLC grade. Acetonitrile, ethanol, rert-butyl methyl-
eter (TBME) and methanol were purchased from Scharlan
{Barcelona, Spain). The synthetic corticosteroids dexa-
methasone and fumethasone were obtained from Sigma—
Aldrich Chemie. Amino propyl {IWH,) SPE cartridges were
purchased from Waters ( Etten-Leur, Netherlands). Immu-
noaffinity chromatography extraction columns containing
gel with immohilissd antibodies, which are specific for
dexamethasone, fAumethasone and betamethasone were
purchased from Randox Laboratories (Ardmore, UK).
Stock solutions contaming 100 pgfml of dexamethasone
and 100 pg/mL of lumethasone, were prepared in metha-
nol and stored at —20 *C., Working solutions (10 pgfmL)
were prepared by dilnting tock solutions 10 times.

2.2 HPLC-DAD equipnent and conditions

Chromatography was peformed m a HPLC Agilent
1106} Series equipped with autosampler and diode array.
The chromatographic sepamtion was accomplished in
30 min with isocratic conditions on a Sinergy MAX-RP
BOA (150 » 4,60 mm, 4 pm) analytical column (Phenome-
nex, Tormnce, CA, USA). The socratic mobile phase
was pumped at | ml/min flow rate. The detector was set
at 242 nm.

2.3. Sampies and fort fication

Feed samples were fortified with dexamethasone at lev-
¢k between 100 and 600ng/E. Water samples, that were
kept under frozen storage until analysis, were fortified at
levek mnging from 15 to 130 ngfml. To each sample,
the internal standard Aumethasone was added as either
300 ngfg of feed or 125 ng/mL of water as used by Draisci
et al, (2001).

2.4, Procedirs

Feod was homogenised and 2 g were weighed. After for-
tification, equilibration and addition of the internal stan-
dard (fAumethasone), the samples weme extracted with
10 mL of TBME, shaked over 20 min and centrifuged for
10 min at 1(dg. The clear TEME phase was collected
and the extraction was repeated. These extracts, were
applied to a (NH;) solid phase extraction (SPE) column
and elted with 4mL of methanol-water (80:20, wv).
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The eluate was evaporated to drynes at 43 °C under a
stream of nitrogen and the resdoe resuspended in 200 pL
of methanol and 4.5 mL of water. The mesuspended elutant
was applied to a SPE immunoaffinity column and the pro-
cedure was performed as described by the manufacturer.
The eluted solution was evaporated to dryness, resus-
pended in 200 pl. of acetonitrile-water (3070, wfv) and
then injected into the HPLC-DAD system.

In the case of water, 5 mL were taken and the internal
standard {flumethasone) ako added before its application
to the SPE-immunoaffinity column.

25, Stability siudy

Different aliquots of dexamethasone concentrated soh-
tion {10 pg/mlL) were prepaned. One of them was anabysed
immediately and the remaining samples were kept under
frozen storage (—20 *C) and analysed in triplicate after 1,
2,3, 4, 9 and 13 weeks In a similar way, water matrix
was fortified with dexamethasone at the deckion (OC=)
level and analysed in triplicate after 1, 2, 4 and & weeks
of frozen storage.

2.8 Analysis and validetion

The analysis for feed and water were performed follow-
ing the guidelines defined in the decision 2002/657/EC{EC,
2002}, In this way, the decision limit { OCa) needs to be cal-
culated because it gives the minimum amount of analyte
present in the sample that allows us to conclude that the
sample & not compliant, with a 99% level of probability.
The deckion limit {CCa) was established by analysing 22
blank materials for water and 22 blank materials for feed
and calculating the respective signal to noke ratios at the
time window in which the analyte & expected. For each
matrix, feed or water, the decision limit CCa was set as 3
times the signal to noise ratio.

The recovery was determined in two sets of 18 fortified
blank samples, one set for water and one for feed. Samples
were fortified with the analyte to yield concentrations
equivalent to 1, 1.5 and 2 times the CCa. At each level
the amalysis was performed with six replicates. The mea-
suned content, the: recovery (expressed as 100 » measured
content/fortification level), standard deviation and coeffi-
cient of variation were determined in each case. The mepeat-
ability and withindaboratory reproducibiity  were
calculated by analysang 18 samples of water and 18 samples
of foed fortified with the analyte to yield concentrations
equivalent to 1, 1.5 and 2 times the OCa. At each level
the analysis was performed with six replicates. The
within-laboratory reproducibility was performed by differ-
ent operators, days and hatches of chemical. The mean
concentrations, standard deviations and coeficients of var-
iation were determined in each case.

The detection capability {CCR) was taken as the value of
the decision limit plus 1.64 times the standard deviation of
the within-laboratory reproducibility of the measured con-
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Recovery, repeaizhility and within-leboradory reproduchility for the analyss of deamethasone

Leve (ppb)*  Recovery Repeatability Within-lzh reprodncibility Calmlaied reproduc hility®
% 8D OV (%) Mmnconc. 3D OV (%) Menconc. (ppbf 3D CWV %) CV (%
(ppbf
Water 3 105,10 L73 633 780 208 T3S DaSE 1689 &27 ni
» SR80 10E 2%0 4404 Ty L& sl 289 T3 261
52 s 10y i 5528 TR 4E3 A5 43 TTE ]
Feed 1590 Es 153 T4 0506 1445 705 19615 1735 &85 M5
- <3 [§} ] b b B | indy ] 105 150 1404 1297 & 193
] T 16E 440 41538 1436 143 43051 MEs 20 185

* ppie ng/ml for water samples and ngfg for i:ndum]iﬂ.

 Reprodudhility calonlated by the Horeiiz equation s reference for the precision of the method

tent. The detection capability (CCR) gives the minimum
amount of analyte present in the that can be
detected, identified or quantified, with a 95% level of prob-
ability. The preciion was checked by calculating the repro-
ducibility coefficient of varation (CV¥) at the respective
analysed mass fractions usng the Horwitz equation,
CY=2!-89%C0 whemp C iz the mass fraction expressed
as a power of 10 (see calculated values in last column of
Table 1). Then, acceptable precision is achieved when the
within-laboratory reproducibility CV is lower than the cal-
culated reproducibility CV.

3. Resultz and discussion
Synthetic ghicocorticoids dexamethasone (9a-fluoro-

I6a-methylprednizclone), betamethasone (9s-fAuoro-163-
methylprednisolone) and Aumethasone (Sa-difluoro- 16

methylpredmisolone) belong to a group of drugs frequently
administered in lvestock production (Van den Hauwe,
Schneider, Sahin, Van Peteghem, & MNaegeli, 2003), The
structural formnlas for these three substances are shown
in Fig. 1.

The analysis of dexamethazone in a complex matrix like
feed required an adequate clean-up of the feed extractz So,
the assayed analytical method consisted of three steps:
Liguid-liguid extmction, sample clean-up through solid
phase extraction cartridges and immunoaffinity chroma-
tography followed by HPLC analysis. The first step, con-
sisting of liquid-liquid extraction, was performed using
teri-tutyl methyl ether (TBME). This solvent gave a good
recovery and was adequate in terms of background absar-
bance during detection after chromatogmphic separation
as reported by other authors (Stolker et al, 20000, The sec-
ond step conssted of an amino propyl (WH 1) solid phase

or

Fhanetlazsne

Hutamicthasnns

Fg. |. Chemical structures of dexamethasone, betamethasone and flumethasone.
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Fig. L Stahility of dexamethasone: (A) deamathasone concemraed
solution {10pg'mL) kept under fromen storage; (B) devamethasone in
water mairix fortified at the O level.

extraction and the third step was injection through an
immunoaffinity chromatography colummn, which is a very
useful techmique for sample clean-up and analyte concen-
tration (Van Peteghem, Daeselaire, & Heeremans, 2001].
The partially purified analyte minimizes the interfering
compounds, increases the szignal to noise rato and
enhances the specificity (Antignac, Le Bizec, Monteau,
Poulain, & Andre, 2001). The analysis of drinking water,

DAL A, g ME 5 P00, 00 (T1F-DGEICAEHH- BN 3501 [0

which is a clean matrix, only required the immunoaffinity
chromatography (LAC) step (Fig. 2.

The stability of dexamethasone solutions kept under
frozen storage was very pood. Stock solutions (10 pg/mlL)
maintained the dexamethasone concentmation during 3.5
months, In a similar way, fortified water with dexametha-
sone at CCa level also showed good stahility, demonstrat-
ing that water samples taken by inspectors may be kept
frozen for several weeks without affecting its content.

The analysis showed a very good specificity, being able
to discriminate very well between the analyte | dexametha-
sone) and closely mlated substances like betamethasone
and flumethasone (internal standard). A chromatogram
showing the separation of these three substances & shown
in Fig. 3. The performance criteria for liquid-chromatogra-
phy with DA detection, as fixed in the BC decision { BC,
2002), were accomplished. The retention time of the ana-
Iyte was over twice the retention time corresponding to
the void volume of the column. The ratio of the retention
time of the analyte in the matrix to that of the internal stan-
dard was the same as that of the calibration standard (pure
dexamethasone) to within £2.5%. The detection by diode
array was necessary for confirmatory purposes by compar-
ing the spectrum of the analyte at the dexamethasone eha-
tion time with the spectrum of the pure dexamethasone.
The absorption maxima in the spectrum of the analyte in
the matrix was at the same wavelength as that of pure dexa-
methasone within 2 nm.

After the analysis, the limits of decision (OCa) were
established as 26 ng/mL for water and 1% ngfe for feed.

'WBER R G

L e G T P R N T ST TR A B T

Fig. 3. Chromatogram of decamethasone and dosely related suhsiances. Retention times 1014, 10 and 1160 min comesponded to hetamethasone

(BT, dexamethasone (DXM) and flumethasone (15), respectively.
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The detection capabilities (CCR) were found to be 30 ng/
mL for water and 217ngf for feed. The recovery and
repeatability studies were performed with matrix samples
fortified at 1, 1.5 and 2 times the CCa. 5o, water samples
were fortified at 26, 39 and 52ng/mL and feed samples
were fortified at 190, 285 and 380 ng's (see Tablk 1). The
recoveries were much higher than those reported for muscle
and liver (Mallinson, Direas, Wikon, & Henry, 1993) but
were between —10%% and +10% thus showing good accu-
racy of measirement. Only the feed sample at 285 ngfg
was out of that range. The within laboratory reproducibil-
ity was also performed by different operators, days and
batches of chemicals using the same levels of fortfication.
The mesulting mean concentrations, standard deviations
and coefficients of variation were determined in all cases
and are shown in Table 1. Feed samples gave worse repeat-
ability and within-laboratory reproducibility than water at
the assayed levels, which is logical because feed & a more
complex matrix. However, the preckion of the method
was good for both matrices, water and feed, at all the
assayed levek because the obtained experimental within-
lab reproducibility CVs were less than half, the respective
cakculated reproducibility CWs as can be observed in Table
L

A Conclusions

A method for the analysis of dexamethasone in cattle
drinking water and feed based on immunoaffinity chroma-
tography (IAC) followed by rewerse-phase high-perfor-
mance liguid chromatography (RP-HPLC) has been
validated using water/feed fortified at levels up to 150 ng/
mL for water and 380 ngfg for feed. The main recovery
was 9794+ 1.3%.and the method proved to have good
accumcy and precision. The decision limits (CCx) were
26 ngfmL for water and 190 ngfs for feed while detection
capabilities (CC ) were 30 ngfmL for water and 217 ngfg
for feed. Specificity, sensitivity and repeatability have also
been validated using this protocol. This method has proved
to be relatively simple and useful for a mpid screening and
confirmation of the presence of dexamethasone in water
and feed for meat-producing animals.
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Abstract The deection of growth promoker residees in
mest requires apid and sensitive methods for an effective
screening before furfer confirmation with more expensive
and time-consuming sophisticated instrumentation. The
presence of these residues in meat would constitute a risk
for consumers” heslth, and cument Furopean Dinectives
establish the mechanisms for screening and confirmation of
all these residues in foods of animal origin. The large
amount of samples and the diversity of residoes to be
analyzed make easy, mpid, and sensitive analytical meth-
odologies nocossary for seroening. This manuscript proesents
the developments in liquid chromatography for ik wse =
screening technique and rapid dewction of growth promoter

mesidues in meat
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substances that are illegally added to improve feed
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conversion efficiency and increase the lean to fat atio in
animals The protein deposition is wually lnked o faf
utilization that decreases the fat content in the carcass and
increases meat lemness Lone (1997). An usual practice to
avioid an effoctive analytical detoction consists in te wse of
“eodtaik™ or mixvteres of low amount of several sub-
shnces, for instance, fragenists (clenbuterol) and cortico-
siemids (dexamethesone) andior amabolic semids, The
important ismue of these substances is that fey may remain
in all animakreated derived fiods and can constitute am
important health risk for consumers (Reig and Toldrd 20407,
2008s). Some of the reporied effects observed in animals
include g ic, i iic, carcinogenic, of endo-
crine effecs and therefore pose a risk b consumers
Recently, the European Food Safety Authority has recently
issued an opinion about substanoes with hormonal activity,
specifically testosterone and progesterone, = well =
trenbolone acetate, zerandl, and melengestrol acetale EFSA
{2007}, Furthermore, when antibiofics are used a5 growth
promoters, tey may give rise o allergic reactions and
emergence of drug-resistant bacteria Cinguina et al, (2003)
andior selection of resistant baciernia in the gastrointestin]
tract and disruption of the colonization bamier of the
resident mtestinal microflora Cemiglia and Kotarski
{2005), which can incresse its swscoptibility to infoction
by pathogens like Solmonelle spp. and Escherichia coli
{Cemiglia and Kotarski ( 1998), Anticoceidials may be used
in poulry not only w0 prevent and control coccidiosis, a
ocontagions infection by parasites, but may also be veed 23 a
growth promoter leaving coccidicsmt residues in the
products, and humans may be susceptible to its toxic
effects Hagren et al. (2005), Thus, the residues of all fese
st must be itored in feds of animal onigin
Croubels et al (2004).
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Official Regulations for the Control of Growth Promoters

The use of substances having homonal or thyreostatic
action & well & P-agonists & banned in the European
Union {EC 1996). A list with main groups and some
representative subatances is shown in Table 1. Group A
inchudes unsuthorized substances having ansbolic effect,
and group B includes veterinary drugs some of them having
extahlished maxinum residue limits (MRL).

Table 1| Liss of smbsances having maholic effec belonging to
grogs A and B acording to Commal Directive S62 VEC (EC 19946y
md some represamtaive shsancs or exch group

Rizpresemiati ve: s ohcton s

Ceromp A Substances having anaholic efiect

Stifhenes Diehy lesstiThessirol, hexesral,
dienestm]
Amngithyroid agents Thicraracils
Steroids
Androgens Tenholne acatme
(resingen Melengestm| acetate
Estrogens 17-f estmadial
Remaroyalic acid lactones  Zemnal
HBetr-agomiss Clanbsieral, mabaseral, salbotumal,
mapenterol, terbmialine, cimateral
taloferteral, bromo beeral
Oither compounds Nitmfs {mitrors fi
foramolidone, foabadone),
chloramphanical
Gronp B Veterinasy dmgs
Anthacterial suhsances  Salforamides (sulfadisrine, sl fshiamle,
Salfonamides and sul fupryricline, sul Bmerazine,
quinakmes sl Ematharine, sofamon omesh oodn e,
sl fichlorpyridasine, solfacquinomline,
sul fudimetho xine), quinabmes (oxalinic
add, dnoxacine, malidix acid),
Foorog wino knes (e f mnoine,
saraflcacine, cipmfloxacine,
danofloxacine)
(ither vaterinary drogs Benrimidazols (alhendarale,
Anghelmintics fenbendamle, oxfndamle,
dhighenderal s, ivermectin, kvamisaole,
rafioanide, d osanse]
Anticooadialk, induding Nitmimidenles metronidasale,
mitwi i darales dimesridazale, tnidemle, nimoraole,
fhmidammle, ronidarole), Halofgnone
Cashamates and Carbamates, pyrathmids
yredmoids
Sedatives ACpmmiTine, Fapemne,
chlorpromazine, xylazine, f-blodker
carazn ol
inflammasory drags
Cither pi logically T &
active substances
Adapied fom Toldrd and Redg (2008)
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Official inspections and analytical services take care of
the control of residues of these sbstances following EC
Directive M/23EC on messures 0 moniior cortain sub-
stances and residues in live animals and animal products
(EC 1996). Anslytical methodology, including criteria for
identification and confirmation, for the monitoring of
compliance was given in Decisions 93/256EEC (EC
19934) and 93/25TEEC (EC 1993b), and more recendy,
the Commission Decision 2M265TEC (EC 2002) imple-
mented Council Directive 9623EC (EC 1996) by provid-
ing mules for the analytical metwds to be used in testing of
official samples and specific common crieria for the
interpretation of analytical results of official control
laboratories for such samples. New concepts like the
decision limit (OCx) and the delection capsbility (OCB)
for assessing non-compliant samples were included in this
Dirgctive. OC o is defined as de limit at and above which it
can be concluded with an error probability of o that a
sample is non-compliant, and CCR is the smallest content
of the substance that may be detected, identified, and’or
quantified in 2 sample with an error probability of B. Both
CCo and CCP are important for the daily control of the
performance of a specific method, using a specific
instrument and under specific laboratory conditions. In this
way, it & poszible to estinaie e level of confidence in the
routinge anahytical result

Controls are based on scroening, and twse suspected
non-compliant samples are then confirmed through other
sophisticated methodologies and analyfical instromentation
for sccurste characierization and confirmation. For in-
stance, When mass fragments ane messured, the criiera
established in the Commission Decision 2265T/EC (EC
HW2) states that four identification points would be
required for substnces in group A, wheress those in group
B wmld only require a minimum of 3. The number of
identification points eamed per ion depends on the type of
mass spactrometric echnigue,

LC-Based Screening Methodologies

The large amount of meat samples, the divesity of
substances potentially used as growth promoters, and the
relatively short availshle time, makes necossary to use
screening methodologies for moutine monitoring of the
meat samples. According to the Commission Decision
20026 51VEC (EC 2002}, the methods must be validated
and have a detection capability with an error probability ()
lower than 5%, The screening method must be capable to
detect the residue below the MRL if the substance has such
limit Due to the large number of samples, screening
methodologies must kave a large troughput, low cost,
and enough sensitivity to detoct the analyte with a
minimum of fake negatives (Toldrd and Reig 2006).
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ctal
(2005}

Reyms
ctal
{2007}

Mortier

CCRE  Recovery Refrence
(ppb} (%)
& 1
1081 NA
2213 M49 NA

CCa®*
i ]
10410

MEME EAT

Dfiecior

fhmmic acid in gradient; flow rate: 025 mi'min Mobile

phase:; 0L05%: formic acid solstion i waler and
acedonirile in gadishnt; fow e 025 mlimin

md Flow mee

Mabile phase

Type of

colamn

Simmesy CI8, Mobile phase: Waterfacetonimile each contaiming 0L1% M5/ M5 EST 05
5 pm

PLRERE
polvmeric
cobkumm, 100 A

Mamn eximotion

Liq. eximctions

Liq extmetion,
Ukimfikmtion

Type of

P lry ment
Pork mend
Pork liver

Tuble 2 (comtimmed)
Residne

il el

Clavalanic acid

Clavalanic acid

* LOD given when CCa not available
h}im-ﬂlihﬂadl.-.

Compliant samples are accepied, but those resulting 22 non-
compliant must be further analyzed using confirmatory
metheds, Some fake non-compliant results may be accept-
ahle bocause they will be firther analyzed for confirmation,
but the number of fake non-compliant resuls must be
reduced to 8 minimum,

There are different techniques available for the screening
of mesidues in foods of animal origin, but the limits of
detoction will depend on the previous extraction and clean-
up of te sample (Reig and Toldrd 2008b).

The use of high performance liguid chromatgraphy
(HPLC) expanded during the 1990 2z an efficient separative
technique (Van Peleguem et al. 2001). It has got expanded
use for screening of non-volatile mesidues due o the
possibility to analyze a good number of residues in a sample
in relatively short time that can be even reduced with recent
high-speed HPLC developments with packaging materiaks of
reduced panticle size and sutomation (Ansoy et al. 200), It
has been applied o the detection of sulfonamides, B-lactam
antibiotics, quinolones, aminoglyeosides, chloramphenicol,
ioophores, nitrofurans, and macrolides (Miesen 1998)
Furthermone, HFLC has boen roported a2 a nmlti-residue
technigue for the determination of fen quinolone antibacterial
residues (Verdon et al 2005, Kibis ot al. 2035), five
nitrofurans (Verdon et al 2007), ansbolics (Koole et al
1990, mono- and dibasic penicilline (Boison ad EKeng
1998), and sulfonamides, benzimidazoles, nitroimidazoles,
and nitrofiurans in animal tissues (Cooper o al. 1995).

The ability to detect a particular analyte depends on the
type of column {usually mverse phase) and detocior (mainly
shsorbance or fluorescence) used. In some cases, it is
necessary to perform chemical modifications of the analyte
to render chromophone, fluorescent, or T-absorbing
compounds, Typical methodology used for the detection
of multi-residues in meat congist in a solid-phase extrac-
tion clean-up followed by filtmtion and injection ini a
reverse-phase HPLC with diede amay detection. This
methedology has boen wsed for the detection of a good
number of residues like veterinary drugs (Cooper et al
1905, Aerts et al 1995, Horic etal 1998; Eao et al. 2001,
Wang et al, 2006), anabolic geroids (Gonzalo-Lumbrearas
and Ixquierdo-Homillos 2000; De Cock et al. 2001},
quinolone residwes {Verdon et al. 2005), and corticosteroids
(Shearan et al. 1991; Stolker ot al 20040, Reig ot al 2006,
Mallinson et al. 1995) in meat.

Li{-Based Confirmatory Amnabysis

The use of liguid chromategraphy coupled to tandem mass
spectrometry has expanded since the development of
adequate atmospheric pressure interfaces able to couple
the mass spectrometer to the HPLC (Balizs and Hewitt
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203). Applications to the analysis of veerinary drog
residues have boen recendy reviewod (Niessen |998; Balizss
and Hewitt 2003; Gentili et al. 2005), LC-tandem mass

spectrometry has alse been proposed as a simultancous
screon ing-confirmatory  technigue (Thevis et al. 2003,
Maurer etal 2004). The dmiegy may be based on multiple
reaction moniioring of one procursor ion, transition product
ion for each tested residue (Le., steroids), using nternal
standands o allow for quantitation Hewitt et al. (2002). This
i fesmsible when the instrumentation is available, although
its cost & high. However, the ususl practice & to confirm
with mass spectrometry detection only those presumed non-
compliant zamples due o the high cost of these equipments
and fhe variahility of substances to confirm. The coupling
of mass spectrometry (MS)-MS can reduce the analysis
time, The usual practice is the use of LO-MS with either
atmpspheric pressune chemical ionization ( APCT, Maurer ot
al. 2004; Puente 2004) or electrospray ionization (ESIL
Thewvis et al. 2003; Hewitt ot al, 202), Both ionization
techniques produce negligible fragmentation. ESI appears
i e more sensible to matrix effects than APCT Dams et al
(2003). Some exsmples of aalysis of growth promaoter
residues in meat are shown in Table 2, OCo, CCR and the
recovery, which is the percentage of the true concentration
of a substance recovered during the analytical procedure,
are included in such table,

There & a phenomenon in LC-MS, known as ion
suppression, which must be tken into sccount when
analyzing conpounds in complex matrices lke meat. Ton
suppression appears to be due to the presence of matrix
interfering compounds that appear to reduce the detection
capability of the analyte and the repeatability Antignee ot
al. (2005). Ion suppression can be prevented fhrough
appropriaie preparation, improved purification, and clean-
up of the sample Antignac ot al, (2005).

In summary, the continwous development of new sub-

stances with anabolic properties and used as growth
promoders and the low levels to be detecied due to the
extended practice of “cocktals™ (mixtures of low amounts
of several substances exerting a synergistic effect) makes
mesidues deection a dfficull task, In addition, control
laborstories must face a large number of samples with a
high variety of residues to smalyze LC constitwies an
attractive technique i be used for the screening of
relatively polar, non-velatile growth promoters in meat,
contributing 0 & reduction in tme and effort needed, as
only these presumed non-conpliant samples are submitied
i further confirmatory analysis.
Adknowledgements Gont from Corsellaria de Agricoliur, Pao y
Alimentaciin from CGenealita Valenciama & folly adenowledged.
Wrk prepaned widhin the Unidad Asociads IAD) {UPV-IATA {C5K0)
famework.

244

References

Assts MML, Hogmboom AC, Brinkman UAT (1995) Amalytical
sniegies for the sorening of veterimary dmgs and e esidues
in edible podocss. J Chrom B Biomed Appl 667:1-40

Antignac JP, de Wasch K, Montean F, De Brabander H, Ande F, Le
Bm: B pms; The ion sppression phenomenon o ligmd

YIS v md 6z | in the
ﬁdﬂnfl:ndn-ﬂym Anal Chim Acta 529:129-135

Arisoy MC, Reig M, Taoldd F (2007) Rapid liquid chromato gagphy
techmiques for datection of key (biohchemical markes. In: Nallet
LML, Taldri F {eds) Advances in ©od disgnostics. Blackwell,
Ames, 10, USA, pp X29-25]

HBaliz (G, Hewiz A (2003) Daemination of vaainay dmg esidoes
by hiqoid chromatography and sandem mass specirometny. Anal
Chim Acts £32:105-131

BEEI’RI: Dtk TJ, Backdey SA et al (1998) Detecion of

i idnes in chicken liver tssoe by HPLC and a
manoc bomal-hased immmossay. ] Agrc Food Chem 46: 1049~
lns4

Boison M), Eeng LIV (1998 Mokizmsidos liquid ch phy
methad br determining residues of mono and ditasic pu'nu]]ml
in bovine muscle tisme J AQOAC Int 81:1113-1120

Cemiglia CE, Eotaski § (1998) BEvalation of veterimary dmg
residoes in food for thar poential o affect luman inestinal
migaflom. Regal Tox Pharmacal 29238261

Cemiglia CE, Kotardei 5 2005) Approaches in the mafety svalmtions
of vederinary anti microbial agms in food i deteamine the sffsas
on the human imestinal micaflora. J Vet Phammacol Therap
28:3-20

Cinguna AL, Rober P Gianesti L, Longo F, Draisd R, Fagiolo A,
Briziali MR (2003) Detrmimation of enroflomcin and its
metahal i cipm flooain in goat milk by high-performance liquid
cmmaingmphy with diode-amay deaection Optimimtion and
validation. J Chram A 987221-226

Codomy B, Compano R, Granados M, Gaxia-Regueira JA, Pt MD
(200X} Residne analysis of maorolides in pouley mmscle by
Tiguid chromuin gaph y-elecinogpray mess spectrometry. J Chrom
A 953 131-141

Commeely A, Nugant A, O'Keeffe M at al 2003) Isohsion of bound
msidnes ﬂfntﬂﬁ"ﬂwﬁmh‘nh‘ﬂﬂﬂ-"-ﬂmm
with & i i om vy B eraphy with 'V and sandam
TS St medric dﬂnn.ﬁnﬂl:‘lnnﬁmdﬂﬂ! -9

Cooper AD, Cresser C3, Farington WHH, Tashin JA, Shearer G
{1995} Development of muli-ssidoe mathodology for the HPLC
detesmination of veterinary drogs @ animal-tesmex. Food Add
Contam 12:167-174

Cronbels 3, Daeselaire E, De Basre 5, De Badker P, Cougheyn D
{2004y Feed and dmg residues Im: Jemmem W, Devine C,
Dk M ({=ds) Encydopedia of meat sci Elevier,
London, UE, pp 1172=1187

Dams R, Homts MA, Lambes WE, Mugphy Od (2003) Matrix
effects in bio-anal ysis of illicit drags with LC-MES/MS: Inflnence
of jonzasion type, sampls preparation and binflmd. ] Am Soo
Mass Spectrom 4: 12901294

Di= Bamre 5, Wassink P Coubels S, de Bosver 5, Bamt K, de Bader
P (2005 Croon titative Figuid ok pihicamass i
malysis amoxicillin in broiler edibile fiomes. Anal Chim Act
SN 2-27

De Cock KIS, Debdcs FT, Van Esnoo P, Desmet N, Roek K, De
Backer P 2001} Detection and datarmination af anshalic seroids
in mtritonal sopplements. J Pharm Biomed Anal 25843852

Die Raryck H, Dasseledre E, De Ridder H, Van Rentesgham B 2002)
Liquid ch g el 1y tandam mass s pectmmetric

£ ipoge



Food Anal Mathods (2008) 1:2-9

method fr the detesmination of mebmdambe and its hydrolysed
md reduced mewholies i sheep mosde Aml Chim Aca
483 111-123

Dedghmt Ph, Levamx C, Eloy P, Dubais M 2003) Vahdation of 2
metwd for deteting and quantifying tmnquillises and a B
blocker in pig tssues by liquid chromatography-tandem mass

. Anal Chim Acts 483:315-340

EC (199%) Commission Dedsion 93258FEC of 14 May 1993

h}qdmﬁemﬂhﬂbmhﬂnlﬁﬁrd&dﬂg msidnes of
having h or o ic adtion. 0T ] Ear

Comem L 118264

EC (1993) Commission Decision 93254EEC of 15 Aprid 1993
laying dowm the refrane meshods mnd the list of $he mtioml
mfemnce hborstories for deeting residoes. OFf J Eor Comm: L
118730

EC (1996) Comncil Direative 982XEERC of 29 Aprl 1996 om

to itor cerain sob and residnes thareof in

live amimals and mnimal pmdaces. OF ] Eor Comm L 125:10

EC 2002 Commission Decision 20026 57VEEC of 17 Angos 2002
implementing Counal Directive 96 24VEC conceming the per-
fimance of the amhtical methads and the imepeation of
msalks. OFF J Bor Comm L 221:8

EFSA {2007y Opimion of the sdetific panel on contaminanss in e
fhod chain on 2 mquest fiom the Fampean Commission related
0 hormone m=sidoes i bovine meat and meat pmducs. The
EF5A J S1k:1=62

Gentli A, Perrt D, Macchese 5 (2005) Ligmid chromasngrapkny-
tandem mass spectrometyy for parforming confimmatory anal ysis
of velerinary dmgs i animal-fond pmdncts. Trends Anal Chem
24704733

Gentlli A, Sergi M, Pamet D, Maxchess 5, Corini B, Lisandsin S
(2006) High- and low-msohtion mass spectrametny coupled to
liquid dwomatngraphy as confimaiory methods of amahaolic
msidues m orode mest and infant ods. Rapid Commem Mmss
Spectrom M1 245 1854

Ceommalo-Lammk R, Izuierdo-Hiomi Tlos B {2000) High-pesformance
liquid chemaingaphy optmimtion smdy for the sqpamton of
nanml and symthetic amabolic seroids. Applimfion o0 urne and
phammacentical sampls. J Cloom B 7d2:0=11

Hagen V, Connolly L, Elliog CT, Livgen T, Toomala M (2005)
Rapid saeming methad Br halofaginone msidoes i poultry
eggs md ver ming tmeresohved flnorometry combmed with
the allin-one dry chemisry asmay conospt Amal Chim Aca
529:21-25

Hewigt 534, Kevmey M, Camie W, Young PR, Kennedy DG (2002)
Screeming and confimairy sSmegis for the sorvedllmoe of
mabalic seroid abose within Northern Imland Anal Chim Acta
47%:99-109

Horie M, Yoshida T, Saio K, Makarewa H (1998) Rapid scaeming
method for residnal veterinary dmgs in meat and fish by HPLC.
1 Food Hyg Soc Japan 1383389

Kao YM, (hang MH, Cheng OC, Chom 55 (2001) Muktisesidoe
detesmination of veterinary dmags in chicken and swine muscles
by high perf: iquid chrom. iy, ] Food Drug Amnal
8405

Eirbis A, Marinsde 1, Fhjs VO Q005) Inroduction of ghe HPLO
method for the determimation of qouinolone wsidoes i various
mesde ismes. Biomed Chom 19259265

Eaoale A, Fanke )P, De Zeeow RA (1999) Mult-residos ambhsic of
mshalics in @if orine nsing high-performance ligmd chroma-
tngraphy with diode-amsy datection. J Chrom B 724£:41-51

Lone EKP {1997) Namm] sex seroids and their xenohiotic smalogs in
mimal prodoction: Growsh, A qm]:ly.. [I:lln.-ml:ndu
metahalism, mode of scfion,
agy. (rit Rev Food 5d Noir 3793-209

0 bpetger

245

Mallimon ET, Drens 15, Wilon RT, Henry AC (1995) Detarmination
of dexameghasone in liver and muscle by liquid chromasogaphy
md gas chromasngraphy’mass spectrometry. J Agric Food Cham
43 140-145

Mazrer HH, Tenberken O, Eratrsch C, Webs AA, Peters FT (2004)
Zcreming for Ehary-assisted idemtification and fully validated
quntifimtion of 22 baahlockas i hlood plasma by liquid
chmmungaghy-ms pectamdry wih smopheic |
chemical ionimtion. ] Chrom 1058: 162~ 181

Mostier L, Daessleire E, van Peteghem C 2005 Detarmination of e
coccidiostat dichroril in ponloy feed and meat by Hguid
cimmaingmphy-andem mass speammety. Amal Chim Acta
529 Ir9-134

Mogier P, Pasisod V, GremandE, Guy PA, Sadler RH (2003)
Detesmimation of the amihiotic d:h'-n[hamm] in meat and
seafond prodocs by lgmd gmpk iomiTae
mn-ndmim-:wmlchnmﬁmﬁs B4

Mottier P, Khong 5-F, Gremand E & al (2005) (uantitative
detesmination nfﬁu'ni.ni:-n mesahaliies in meat by isotope
dilmtion liquid ok y-dectspay insaton-tandam
m:ml[ﬁmﬂ]mﬁrﬂ

Miessen WA (1 995) Amalysis of amtibiotics by hquid-clenmasogm-
piny-mass specrametry. J Chrom A 812:53-75

Pecarelli 1, Bibi R, Fiommi L, f‘nhlnkfmj\hhdim af a
oonfimaiory method for e d ides im
musclk somding o the Enmpean Union n:gnhmn OMI2 65T
EC.J Clwam A 1032:23-29

Pome ML 2004) Highly ssositive and mpid nommal-phase chiral
screen wsing high-perk licuid ch grap hy-atmo-
spheric presemre imizsion tandam mas spectromesry (HPLCS
MS). J Cheom 105 5:55-62

Reig M, Tolds F @007) Chemical origin toxic compounds. :
Tokkdi F, Ho YH, Astismsin [, Nip WK, Schansk JG,
Siheia ETF, Sabhoke LH, Talom R (ads) Had book of
farmented meat and poultry. Bladkwell Publishing, Ames, 10,
USA, pp 469-475

Reig M, Toldsi F (2008a) Vedesinary drog rsidnes in ment Concems
md mpid methods for detection. Ment Sci 7RA0-67

Reig M, Toldri F {200 8h) Growd promotes. In: Nollet LML, Toldni
F {adsh Handhook of musde foods amahsis CRC Press, Bom
Bason, FL, USA {in pressh

Reig M, Mora L, Nevarmo JL, Toldd F 2006 A chromatogaphy
method for the soreeming and confimatory dedeation of dexa-
meshamone. Meat Sci 742676 -680

Reyas T, De Bosver 3, Die Basre S, De Backer P, Cronbeks 5 2007)
(rantitntive amlysis of chvalmic add in poxine tssues by
liquid chromatography combined with dectrospray ionizasion
tandem mass spectromery. Amal Chim Ada 597282 -289

RuumgHEEnlmK.;hpTﬂ{HlDﬁjIHmnmnnfd:h-n—

icdn :l:nnll. afood, egg, honey, milk, plasma mnd

:r.l::wll:]:cpnd ih y-tandem mass s pectimmetry, and
Ir\l]ﬂ.ﬂmnflnnrlmdhl:dmﬂl]ﬁﬁi?.‘ﬂ'_' J(hmm A
1118:226-233

Raose MD, Bygmve I, Tarhin 1A (1995) Detsmmination of quinccaline
b ylic-add émenholits of cashadox) in animal Sssoe by
HPLC. Food Add Congam 12:177-183

Semeniok 5, Posymiak A, Niedriekda 1, Zmmdski J (1995) Detesmi-
mation of mitoimidenle residues in poulty tesmes, lmm md

eggs by High-performance liquid.chromatography 4
Chmm 9238242

Shamran P, O'Fesfe M, Smyth M (1991} Reversed-phase High-
et Tigmid ck graphic determimation of dexamedth-

mane in bovine thsnes. Amalys 116: 13651368
Shishani E, Chai 5C, Jamokia 5, Ammar G, Hoffman ME 2003}
Determimation of mciopamine in amimal tismes by liguid



Food Anal Mahods (2008) 1:2-9

N iy e and liguid cb by -
demn mass speammedry. Amal Chim Acta 483137145

Stollker AAM, Schwillens P-L-WJ, Van Ginkd LA, Brinkoman UATh
(2000 Comparison of different liquid chromao graphy methads
for the detesmination of corfioosiemids in biologiml matnios.
Ji(hom A #93:55-67

Thevis M, Opfesmann G, Schineer W (2003 ) Liqoid chromasngrapin
dectros pray ionization tndem mass spectrometnc soreeming and
onfimaton methods for fir-agoniss in oman or equine nhne.
J Mass Specerom 38:1197 =1206

Tolkdri F, Reig M {20046) Methods for rapid dessction of chemical and
velerinary dmg wsidees @ mimal ©ods Trends Food Sa
Teschmal 1 74R2-489

Van Paicg C, Daeselaire E, H A 2001} Residoes of
Gmowi Promotes. Food smahsis by HPLC, Ind edn Mancel
Decher, New York, pp 965-985

Vesdon E, Covedor P, Roudmt B, Sanders P (2005) Muktizesidoe
meshad for simuk detarminasion of ien qunolone anthac-
erial residnes I mMulimaric i moltispecies animal tsoes by

246

liquid chromatography with floorescenos detection: Single
horiory validation smdy. J AQAC It £8:1179-1192

Vexdon E, Consdor P, Sanders I (2007) Multi-nesidne manitoring for
the simultanerms detesmination of five nirofirans. foaxolid one,
fombadone, ni mitm! ine, mifursol) i poulioy
muscls tssne thongh the detection of dar five major metaho-
lites (AOE, AMOZ, SEM, AHD, DNSAH) by liquid chroma-
togmphy mupled o dectrospray tandem mass spectrametny-
Inshomse validation in Hne with Commission Decision G57/3002/1
EC. Aml Chim Aot 586 336347

Vinci F, Goadagmaln G, Danese WV, Salini M, Sepe [, Galla P
(2005} Inchomse validaion of a liguid chromatography’
electinospray findsm mass speciromedry mathod Br confima-
tion of chlommphmical residues in musde according to
Dedsion 200265 TEC. Bapid Commmn Mass Spectrom 19:
1M49-3355

Wang & Thang HY, Wang L, Do ZJ, Kemmedy T{2006) Amalysis of
sul phonamide residnes in adible animal products: A review. Food
Add Comtam 23-362-384

£ o



Apéndice V:

Veterinary drug residues in meat: Concerns
and rapid methods for detection. Meat
Science, 2008, 78, 60-67.

247



248



Available online at www.sciencedirect.com

ik
et el - ' MEAT
»" ScienceDirect SETENON
Meat Science T8 (B} S0-67 —_—
waw e bevier comfocadefmenisg

Veterinary drug residues in meat: Concerns and rapid methods
for detection

Milagro Reig *, Fidel Toldri P+

* fFM"' ep v Deweloy Polyreclmical University of Falmeia, Cammo de Ia Coma she, 468022 Valrmoa, Spaim
fusrirugs de Agroguimica y Teasologla de Alwmentox [CRIC), PO, Box 75, 410 Burjacer, Valmeia, Spat

Recaived X2 April H007; received in revised form 37 July 3007, accepied 27 July 20T

Alstract

The wie of subsiances having hormonal or thyreostatic action as well & feagontiis is bannsd i the European Union. However, some-
s forhd dden drwgs may be added to leals for illegl adminsinaton o farm andmsls T promoting noresal muscle development or
increased water nelention and thus obtain an sconomical benefit. The rul & 2 frasdolent overwetght of meat but, what is wone, nes-
Al of these subsianoes may nemam in meal and may pose 3 neal thesal Lo the consumer either throwgh ex posure Lo Uhe ned dues, transfer
of antiblolic redslance or allergy fak. This has exerled a greal concern among Eumpean ansiomens.

The contmd of the absence of these forbidden substancs: in antmal fods and fesds & regulatal in the European Undon by Direc-
Hvedi 23 EC on measuns Lo mondlor cerlain substances and residuss in live andmak and andmal products. Amalytes] methodology,
inchuding critenia for identification and cnfirmation, for the mondloring of compliance was ako gven in Dadsions 93256 EEC and
Y ISYEEC. Mome recently, Decigon 2002065 TWEC provided rules for the analytical methods to be used in testing of offidal samples.
A crucial step is the scresning of velerinary dneg reddues in Hve animak, feeds and animal products in view of the remarkable numiber
of samples and b vanay of reddues Lo he analyssd. In recmi yean, diffrent rapid methods having ey performance, high sens tvity
and high throuwghpul have been proposeal and ane being extend vely wed. These methods a8 well 2 odher new methods are neviewsd in
(this manuscripl.

@ 2007 Elesvier Lid. All nghis reserved.

Keyworde Vewernary dmgs; B esidnes detection; Screening mathads; A nimalorign foods; Food safety; Trmmolo gical meathodologies; Chromatographic
techniques

1. Tovtmoedue thon

Veterinary drugs are generally used in farm animals for
thempeutic and prophylactic purposes and they inchide a
large number of different types of compounds which can
be administered in the feed or in the drinking water, In
zomee cases, the residues may procesd from contaminated
animal feedstuffs (McEvoy, 2002). But many of these sub-
stances may exert other effects when administered to ani-
mak for other pumposes like growth promotion. A
primary effect i the increase in the protein deposition, usu-

™ Comesponding anthor. Tel: -+34 96 390007 far 434 96 3636300
E-mail addresc finldradfiiat orice (F. Toldn).
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ally linked to fat utilisation that decreases the fat content in
the carcass and increases meat leanness | Lone, 1997). This
allows a better efficiency in the feed convesion rate and a
leaner meat. In addition, some practices consists in the use
of "cocktails” (mixtumes of low amounts of several sub-
stances that exert a synergistic effect) to have a similar
growth promotion and reduce the margin for an eflective
analytical detection. The residues of these substances or
its metabolites in meat and other foods of animal ongin
may cause adverse efiects on comsumers’ health as
described below.

The presence of residues and its asspciated harmful
health effects on humans makes the control of veterinary
drug residue an important measine in ENSUring cOnA1mer
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protection. The Buropean Union has strictly regulated the
use of veterinary drugs in food animal species. Some of
these drugs can be permitted only in specific circumstances
{ therapeutic purposes) but under strict control and admin-
istration by a wveterinarian (Van Peteguem & Daesclaire,
).

Thiz manuscript is summarking the main effects of vet-
ernary drugs on human health as well asits effects on meat
quality and revizing the current methods for mpid
detection.

L. Concerns of the presence of veterinary drugs residues in
fonds of animal orgin

The residues of veterinary drugs or its metabaolites in
meat and other foods of animal origin may cause adverse
toxic effects on consumers’ health. In fact, the European
Food Safety Authority has recently issued an opinion on
the effect of hormones residues in meat and reflected that
epidemiclogical data provided evidence for an association
between zome forms of hormone-dependent cancers and
red meat consumption (EFSA, 2007), Furthermore, recent
intoxications by consumption of lamb and bovine meat
containing residues of denbuterol resulted in 50 intoxicated
people with symptoms described as gross tremors of the
extremities, tachycardia, nausea, headaches and dizriness
{Barbosa et al., 2003). Cther important effects mainly due
to the presence of residual antibiotics consist in allergic
reactions or the selection of a resistant bacteria that could
be transferred to humans through the food chain (Butaye,
Devriese, & Haesebrouck, 2001). In addition, the consump-
tion of trace levels of antimicrobial residues in foods from
animal origin may have consequences on the indigenous
human intestinal microflora which constitutes an essential
component of human physiology. This flora acts as 2 bar-
rier against colonization of the gastroimtestinal tract by
pathogenic bacteria (Vollard & Clasener, 1994) and has
an important role for food digestion. So, the ingestion of
trace levek of antimicrobiak in foods must take into
account potentially harmful effects on the human gut fora
{Cermiglia & Kotarski, 1999).

In view of all these circumstances, foods of animal origin
must be monitoned for the presence of veterinary drug res-
idues (Croubels, Daeselaire, De Baere, De Backer, & Cour-
theyn, 2004).

3. Effiects of veterinary drugs on meat quality

Most of the drugs used as growth promoters may exert
more or less important effects on meat guality, wually
towards poorer eating quality (Lone, 1997). The meat
tends to be tougher because there is an increase in connec-
tive tissue production and also a higher rate of collagen
cmss-linking (Moloney, Allen, Joseph, & Tarrant, 1991)
as well as an increase in the insoluble fraction of the ntra-
muscular collagen (Miller, Judge, Dikeman, Hudgens &
Aberle, 1989; Miler, Judge, & Schanbacher, 190]).
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Another factor, which is important from the paint of view
of meat tenderness, consists in the inhibitory action that
these substances may exert against muscle proteases,
enzymes esponsible for protein breakdown in postmortem
meat | Moloney et al,, 1991). For instance, myofibrillar pro-
tein fragmentation has been reported to be decreased in
agonists-treatsd animak probably due to calpains inhibi-
tion by fragonists (Fiems, Buts, Bouogue, demeyer, & Cot-
tyn, 1990). Om the contrary, other endogenous enzymes like
the hormone-sensitive lipase appear to be activated,
increasing the lipolysis rate and the breakdown of triacyl-
glycerols (Brockman & Laarveld, 1986, Duguette & Muir,
1985). The final result of the altered lipid metabolizm is a
sensible reduction in the amount of fat although this reduc-
tion in fat & associated to a lower sensory quality (poor
juiciness and flavour). As mentioned above, some toxic
efiects in humans have been reported after consumption
oflamb and bovine meat containing residues of clenbuteral
{Barbosa et al., 2005). In other cases, like thiouracyls, the
result is a substantial retention of water which is rapidly
lost during cooking, giving a meat with lower juiciness,

4. Control of veterinary drugs residues in meat

The use of substances having hormonal or thyreostatic
action as well as fragonists is controlled by official nspec-
tion and analytical services following Commission Dhirec-
tive B6/23/FC on measures to monitor certain substanoes
and resdues in live animals and animal products. This
Directive gave procedures for Eumopean Union Member
States to set up national monitoring programmes and sam-
pling procedures. This Directive contributed to a sensible
reduction in the number of growth promoting reported
cases (Kuiper, Noordam, Yan Dooren-Flipsen, Schilt, &
Roos, 1998). However, laboratories in charge of residues
control usually face a large number of samples with a great
varieties of residues to search in short periods of time mak-
ing it rather difficult. The availability of simple and useful
screening techniques is really necessary for an eflective
control.

Main veterinary drugs and substances with anabalic
efiect are listed in Tables 1 and 2. In these tables, two

Table |
Lists of substances having anabolic efiect badonging o group A according
to Conmal Darective $67XEC

Substance Main represemtative

(Froup A oubceawres banimg anabolie effeer

1. Stilhenes { Dasthyl estilhestral)

2. Anfithyroid agenis {Thionracyls}

3. Sleroids
Androgens (Trenhaolone acetaie)
(Gestagens {Melen gesiral acetaie)
Estroges {17-f estradial)

4. Resorcydlic acd lactones {Zeranal)

5. fragpomists {Clen buieral)

6. Oher compownds (Mitr afurans)
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Tahle 2
Lists of vetermary dmugs bedonging to group B acoording 40 Coumal
Darective #6/X3BC
(Froup B perer imary drugs
1. Anfihacterial s uhctances
Sulphonamids and quinolones
1 Oiher wimmary drugs
{a} Am fi hebmin fics
(b} Anticoocidials, mchiding nitroimidarales
ic} Carbamates and pyrethrods
{d) Sedatives
() Mon-sieroideal ant-inflammatory drugs
() Orher pharmacologically active suhsances (dexamethasone)

groups of substances may be difierentiated: those unau-
thorised substances having anabolic eflect belonging to
group A and those veterinary drugs of group B, some of
them having established maximum residue limits (MBL).
Analytical methodology, including criteria for identifica-
tion and confirmation, for the monitoring of compliance
was also given in the Commission Deckions 93/256/EEC
and 93(257/EEC, The Commission Decision 2002/657/
EC, which i in force since 1 September 2002, im plementad
Councl Drirective 96/23/EC by providing rules for the ana-
Iytical methods to be used in testing of official samples and
specific common criteria for the interpretation of analytical
results of official control laboratories for such samples. For
instance, substances in group A (zee Tahle 1) would require
4 identification points while those in group B (see Table 2)
only require a minimum of 3. The guidelines given in the
new Dimective imply new concepts like the decizion limit
(CCx) which means the limit at and abowve which it can
be concluded with an error probahility of & that a sample
is mon-compliant, and the detection capahility (CCf) that
means the smallest content of the substance that may be
detected, identified and/or quantified in a sample with an
ermor probahility of T

Recently, the BC Quality of Life Programme supported
Eurmopean colliborative projects in the area of antimicrobi-
als and hormone residues analysis (Boenke, 20032). These
projects consisted in the development and validation of
scmeening and confirmatory analytical methods and sensors
for a cost-effective and time efficient control of synthetic
glucocarticoids, nitrofurans, coccidiostatics, fHlactam res-
dues and androgen mesidues in live and postmorbiem
animak.

E. Analytical methods for rapid screening

These controls are based on the screening of a large
number of samples. Compliant samples are accepted while
those suspected non-compliant samples have to be con-
firmed through other confirmatory methods that are
described later. A scheme of the typical analysiz procedure
iz shown in Fig. 1. High throughput methods with low cost
and able to detect an analyte or clas of analytes at the level
of interest ame thus required (Van Peteguem, Daeselaire, &
Heeremans, 2001). Main requirements for a screening
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| Further purification/treatment |

Non-complinnt

Fig. I. Example of typical procedune for the anshysis of o ghven anal yie in
& meat sample.

method are summarised in Table 3. In case the residue
has a maximum residue limit {(MBL), the screening method
mst be capable to detect the resdue below this limit. The
semeening methods must also avoid or reduce to a minimum
the number of false negative results because they will be
considered as compliant samples and will not be further
analysed. According to the Commission Decision 2002/
G5TfEC, the methods must be validated and have a detec-
tion capability (CCf) with an error probability () lower
than 5%. On the other hand, it st not give an excessive
number of false non-compliant samples, that will be later
confirmed as compliant, due to the excessive cost and time
involved.

Tahle 3
Mlain requirements for & soeening method

Requiranenn

Easy 1o me and handle

Low s=taup and runming costs

High throughpm

Passihility of amomatisation

Readnced fime to obtin the result

Good sensitivity and s pecificity

Deateation capahility (OCf) with an error prohahility (i) < 5%
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Preparation procedures and handling of samples, espe-
cially solid and heterogeneous foods like meat, kidney or
liver, are very important in order to ensure better snsitiv-
ity of the screening tests (MoCracken, Spence, & Kennaedy,
200 Samples are usually cut, blended, homogenised and
liguid extracted. Next step is usually based on zolid-phase
extraction for sample clean-up and concentration. The type
of cartridge & chosen depending on the analyte for the
appropriate elimination of potential interferents { Stubbings
et al., A5). In other cases, the residues may be bound or
conjugated and need further cleavage before the analysis i
performed. The main types of screening techniques are
summarised below.

3.0 Tmmnnological techmigues

The mmunalogical methods are based on the interac-
tion antigen—-antibody which is very specific for a particular
residue. The most wsual technigue consists in the enzyme-
linked-immmaosorbent assay (ELISA) and the detection
system is wsually based on enzyme-labeled reagents. There
are difierent formats for antigen quantification like the
double antibody or sandwich ELTSA tests and direct com-
petitive ELISA tests Radioimmunoassay (RIA) is based
on the measurement of the mdicactivity of the immunolog-
ical complex (Samarajeewa, Wei, Huang, & Marshall,
1941). Oiher assays have enhanced detectability by using
of & nminescence detector if using a chemiluminescent
compound or a fluodmeter in the case of using a Auores-
cent compound (Roda et al., 2003).

Today, there ame many different types of ELISA kits
commercially available for a large number of substances
within each group listed in Table 1 like B-agonists, cor-
ticoids, sternids, stilbenes, resorcylic acid lactones and
several antibiotics. ELISA kits are available for a specific
residue (ie., sulphametazineg) or a group of related com-
pounds (ie., sulphonamides). In some cases, the posibil-
ity of cross reactions must be taken into account. These
kits allow the analyss of a large mumber of samples
per kit, do not require sophisticated instrumentation,
the results are available in a few hours and are quite spe-
cific and senstive. ELISA kits have shown good perfor-
mance for the anmalysis of antibiotic residues in meat
like tylosin and tetracyclin (De Wasch et al., 2001, Drai-
sci oot al, 2001; Kumar, Thompson, Singh Chander, &
Gupta, 24; Lee, Loe, Ryu, Lee, & Cho, 2001}, chloram-
phenicol (Gaudin, Cadien, & Mari, 2003, nitroimidaz-
oles (Huet et al., 20035) and sulphonamides (Wang,
Fhang, Wang, Duan, & Kennady, 2006) and ako for sed-
atives (Cooper, Delahaut, Fodey, & Hliott, 20M). In
general, ELISA tests require some mamual operation
{pipetting and discarding of ligquids) that is progressvely
replaced by automated systems.

Dipatick comstitutes another system which basically con-
sists of & membrane strip with the receptor ligands. The
sample with the antibiotics is applied and left to interact
and, after dipping into two different solutions, the devel-

252

oped colour can be quantified either by comparison to a
standardised colour scale or by measuring spectrophoto-
metrically (Link, Weber, & Fusenzgger, 2007).

5.2 Blbsensors

Diifferent types of biosersors have been developed in
recent years as an alternative approach to scmen veteri-
nary dmigs in meat. In general, these sensors wsually con-
tain an antibody a3 a mecognition element that interacts
with the analyte. The resulting biochemical zignal is mea-
sured optically or comverted into an electronic sgnal that
is further processed in appropriate equipments (Patel,
2002, White, 20M4). Biosensors can be able to detect
simultaneously multiple veterinary drugs residues in oa
sample at a time (Grindig & Renneberg, 2002) and some
authors have reported no need for sample clean-up (EDi-
ott et al., 1998). In general, these semsors are valid for
control labomtories because they can detect multiple res-
idues in one sample and can thus allow the analysis of a
large number of residues and samples (Franek & Hruska,
005).

Themr are difierences in the design of the bicsensorms
depending on how the interaction between the recognition
molecule and the analyte is performed and the type of
detection. In some sensors, the biomolecular interaction
analysis iz based on surface plasmon resonance (SFR). This
type of optical bicsensors measures variations in the refrac-
tive index of the solntion close to the sensor when there are
changes in the mas concentration of molecules in that
solution { Gillis, Gosling, Sreenan, & Kane, 2002). The hio-
senzor allows real time monitoring on the interaction ana-
Iyte-receptor at the sensor chip surface. Some recent
applications of this SPR sersor for the detection of antibi-
otics, fragonists and antiparasitic drugs in foodstufE have
been recently meviewed (Akkoyun, Kohen, & Bilitewski,
2000, Bergwefl, 7005, Haughey & Baxter, J006).

Orther bigsensors are based on the use of biochip arrays,
especific for a certain number of residues, that also allow a
real time monitoring of the interaction of the analyte with
the recognition molecule. These sensors are afiected by
several factors like the surface ligand density in the army,
the concentration of active antibody and the flow rate
{Johamsson & Hellenas, 2001). Some residues like chloram-
phenicol, clenbuterol and tylosin have been reported to
be detocted with a small molecule microamay. The drg
molecules wene immaohilised on glass slides and after incu-
bation with cormsponding antibodies and samples, the
bhinding was detected using cy3 labeled secondary antibody
(Zuo & Ye, J006).

Other types of bicsensors are designed against specific
classes of antibiotics and, in fact, have shown good detec-
tion of tetracycline, streptogramin and macrolide antibiot-
ics in milk and serum. The design of these sensors &
compatible with the ELIS A-type format and the loss of col-
our gives a readout that is proportional to the antibiotic
concentration { Weber et al,, 2004).
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3.3. High performance thin-laver chromatography
(HFTLC)

HPTLC allows the qualitative and quantitative detec-
tion of mult-residues in meat but its use has rapidly
decreased due to the expansion of other techniques like
HPLC. Reported uses of HPFTLC applied to meat include
the detection of residues like clenbuter] and other agonists
{Degroodt, Bukanski, Beernaert, & Courtheyn, 1989;
Degroodt, Bukanski, De Groof, & Beernaert, 1991), nitro-
imidazol {Gaugain & Abjean, 1996) and sulphonamides
{De Bukanski, Degroodt, & Beernaert, 1988, Haagsma,
1985, Van Poucke, Depourcqg, & Van Peteghem, 1991)
and thyreostatic drugs (De Brabender, Batjoens, & Van
Hoof, 1992; De Wasch et al, 1998).

The plates are sprayed with an appropriate chromogenic
reagent or viewed under UV light for visualisation of com-
pounds. Detection by fluorescence is also applied. CQuanti-
tation is achieved by measunng the relative intensity of the
spot vs that of the internal standard by scanning densitom-
etry. Modern HPFTLC has been automatised at a high level.

3.4. High performance liguld chromategraphy (HPLC)

HPLC expanded its usein the 1990s due to the availabil-
ity of columns, good performance, variety of available
detectors and posibility of automation. Recent develop-
ments like the ultraperformance liquid chromatography
systems or types of columns with improved packagings in
terms of smaller size, geometry and inertness am also very
valuable. HPLC iz a separative technigque where the choice
of the detection system is very important for selectivity and
sensitivity. Some analytes require chemical modifications
to render chromophaome, Auorescent or UV -abeorbing com-
pounds (Bergwefl & Schloesser, 2003). Typical detections
of multi-residues in meat samples are relatively simple
and rapid, requiring a preliminary clan-up through
solid-phase extraction followed by filtration before injec-
tion into & reverse-phase HPLC with diode array detection.
This procedure has been applied to meat for detection of
antibiotics like quinolones (Kirbi, Marinsek, & Flajs,
2005, sulphonamides (Pecoreli, Bibi, Fioroni, & Galarini,
2], P-lactams and macrolides (Magata, Ashizawa, &
Hashimoto, 2004) and tetracyclines (Samanidon, MNikolai-
dou, & Papadoyannis, 2003), veterinary drugs (Aerts
et al., 1995, Cooper et al., 1995, Horie et al, 1998; Kao
et al., 2001; Reig, Batlle, Navarro, & Toldra, 23a,
25k, anabolic steroids (De Cock et al., 2001; Gonzalo-
Lumbrearas & Izquierdo-Hornillos, 2000) and corticoste-
roids like dexamethasone (Mallinson et al., 19935 Reig,
Mora, Navarro, & Toldr, 2006; Sheamn et al., 1991; Stal-
ker et al, 2000). In some cases, the compounds can be fur-
ther identified through diode array or fuorescence
detection. Ten quinolone residues (ciprofloxacin, danoflox-
acin, difloxacin, enrofloxacin, Aumequine, marbofloxacin,
nalidixic acid, nofloxacin, oxolinic acid, sarafloxacin) in
meat have been screened and confirmed with HPLC and
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Auorescence detection (Verdon, Cowvedor, Roudaut, &
Sanders, J3).

Latest developments in liquid chromatography nclude
the development of new smaller columns with packagings
of reduced size as well as the use of higher pressures (i.e.,
UPLLC systems). This allows considerable reductions inelu-
tion times increasing substantially the number of samples
per day.

Liguid chromatography techniques are getting
expanded use in control laboratories due to the possibility
of automation {injection, ehition, washing of colimmn,
detection), computer-contmlled use and data manipulation
and the relatively short time needed per sample. Recent
developments in new systems and columns that allow high
spoed and reduced anabysis time are being already commer-
cializad and will contribute its expanded use.

It must betaken into account that sample extractionand
clean-up are the rate-determining steps in drug analyses,
The use of on-line solid-phase extraction (SPE) with chro-
matography coupled to mass spectrometry or other spec-
troscopic techniques are getting widely used in moent
years. They allow for screening with simultaneous confir-
mation for those suspicious samples. Even though the cost
of the instrument is high, when a large number of samples
are analysed the costs are reduced and are more competi-
tive. For instance, nineteen veterinary drugs have been
reported to be screened in meat by using an extraction car-
tridge packed with hydmophilic-hydrophobic polymer sor-
bent followed by fast LC using a short C1E column and
direct analysis by LC/MS/MS (Tang, Ho, & Lai, 2006).
Orther analytical strategies consist in the use of liquid chro-
matography—tandem mass spectrometry { LC-MS-MS) for
the analysis of different groups of substances in meat like
corticosternids (Antignac, Monteau, Negrnolli, Andre, &
Le Bizec, 2008 ), f-agonists, chloramphenicol and penici-
lins (Mufoz et al., 2005), sulphonamides (Gentili et al.,
2y or jonophore coccidiostats in broiler meat (Rokka
& Peltonen, HG).

6. Confirmatory analytical meth oddogies

The mext step after initial screening consists in the
unambiguows identification and confirmation of the weter-
inary drug mesidues in foods of animal origin, The full
procedure and the methodologies for confimatory analy-
iz are costly in time, equipments and chemicals. In addi-
tion, they require tmined personnel with high expertise
(Toldrd & Reig, 2006). Different analytical technigques
are available for such purpose. When the target analyte
is clearly identified and quantified above the decizion
limit for a forbidden substance (ie., substances of group
A or exceeding the maximum residue limit (MRL) in the
case of substances having a MEL, the sample & consid-
ered as non-compliant (unfit for human consumption).
Identification is easier for a limited rumber of target ana-
lytes and matrices of constant composition {Milman,
2005). Some examples of the awvailable confimnatory
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methodologies are as follows The wse of HPLC-electno-
spray ionisation (ESI) tandem mass spectrometry
{Hewitt, Kearney, Curre, Young, & Kennedy, 2002; The-
vis, Opfermann, & Schinzer, 2003) or liguid chromatog-
raphy-mas spectrometry with atmospheric  pressure
chemical ionisation (APCI) (Maumr, Tenberken, Kra-
tzsch, Weber, & Peters, 2004; Puente, 2004; Turnipsesd,
Raoybal, Andersen, & Kuck, 2005). ESI ionisation tech-
nique facilitates the anmalysik of small to relatively large
and hydrophobic to hydrophilic molecules and & thus
very adequate for the analyss of veterinary drug residues
{Berpweff & Schloesser, 2003) even though it & more sen-
sible to matrin effects than APCI ionisation (Dams,
Huestis, Lambert, & Murphy, 2003). ESI and APCI
interfaces are the sources of choice to promote the ioni-
sation of antibiotics and both complement each other
well with mgards to polarity and molecular mass of ana-
Iytes ((Gentili, Perret, & Marchese, 2003). The assay of
chloramphenicol in meat has been successfully identified
and quantitated by liquid chromatography/electrospray
ionization tandem mas spectrometry (ESI- LC/MS/MS)
in the negative ion mode coupled to ion trap analyser
{Mottier, Parisod, Gremaud, Guy, & Stadler, 2003; Vinci
et al, 2005). The same technique with positive ESI has
been successfully applied to the analysi of four nitrofu-
ran compounds (furazolidone, furaltadone, nitrofuran-
toin, and nitrofurazone) in meat (Mottier et al, J0035).

T. Conclsions

Mew substances with anabolic properties are being
detected year by year increasing the list of forbidden com-
pounds to be tested. Furthermore, the extended practice
congsting in the wse of “cocktails” (mixtures of low
amounts of several substances that exert & synergistic
effect) to have a similar growth promotion, reduces the
margin for an effective analytical detection. Thus, the evo-
Tation of the “black market” is making really difficult to
have an effective analytical control of the residues of these
substances in foods of animal origin,

Control laboratories must face an mcreasing demand of
analysis like the growing number of residues to be analysed
in different types of samples, the strict guidelines for analyt-
ical methodologies acconding to the latest Directives, the
increased costs of such new methodologies, the variety of
residues to search per sample and the need to invest on
powerful new instruments for identification and confirma-
LOTY pUurposes.

Rapid and versatile screening methodologies make its
control easier and reduce the mumber of non-compliant
samples to be confimed through tediows and costly confir-
matory analytical methodologies, For instance, the mul-
tiresidue analysis can be performed better by using fast
LC methods. Thus, the availability of new screeming meth-
odologies and the improvement of the existing ones will
contribute to a better safety assurance of meat and other
foods of animal origin.
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12 Rapid Liquid Chromatographic
Techniques for Detection of Key
(Bio)Chemical Markers

M.-Concepcién Aristoy, Milagro Reig,
and Fidel Toldra

Introduction

Modem agricultural practices and novel food processes are including new additives
and processing aids and other changes in processing to improve productivity and thus
increase competitiveness and profitability. These changes may lead to substantial changes
in the nutritional value and sensory properties of foods. In addition, the presence of
chemical contaminants and residues is getting increased attention due to environmental
contamination and/or the use of illegal velerinary drugs or antibiotics For amimal growth
promaotion.

Maost countries have established official regulations to control the levels of chemi-
cal additives. residues, or contaminants in foods. Analytical methodologics have been
developed for the qualitative and quantitative determination of these chemicals in foods.
But most of these methodologies are expensive, ledious, and Hme-consuming. Duc 1o
the large amount of samples to be analyzed, high-performance liquid chromatography
{HPL.C?) offers the possibility of relatively rapid analysis for a good number of chemicals.
In spite of the swift development of viber rapid immunological techniques, like cnzyme-
linked immunesorbent assays (ELISAs) or biosensors. HPLC is maintaining a number
of applications due to its versatility. simplicity, and economy ol use. Furthermore, thesc
applications are being expanded through the continued development of better column
packages and equipment (through automation, robustness, sensitive detectors, etc.). For
instance, increased attention is being given 1o HPLC coupled to mass spectrometry for
official confirmatory purposes. In addition, liquid chromatography can be used by the food
industry as a routine technique for controlling processes, raw materials, and products. In
fact, day by day  large number of new and rapid specitic applications are being published
in scientific and technical literature.

HPLC constitutes @ lechnigue that has been widely vsed for the analysis of foods.
It has been used for a large number of applications, including the analysis of nuirients,
chemical and biochemical contaminants, markers lor processing control, detection of
adulterations, and control of raw materials and products. The challenge is te improve the
throughput [or better competition with other techniques that have been appearing lately.
The fundamentals of this technique and a summarized deseription of its applications arc
described in this chapier. As sample preparation is the most tedious and time-consuming
step in food analysis, this chapter is mainly focused on those methodologies with less
sample manipulation belore HPLC analysis.
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44
Chemical Origin Toxic Compounds
Fidel Toldré and Milagro Reig

INTRODUCTION

The development of medern analytical technologies
linked to cpidemiclogic studies and nvestigations on
safety aspects of food components have revealed in
the Jatest decades that some toxic compounds may he
present or generated in certain types of meat process-
ing. This is the case of M-nitrosamines when using
nitrite 43 a preservative under certain conditions, the
polyeyclic aromatic hydrocarbons pencrated in cer-
tain smoking processes, oxidation of lipids and pro-
temns, and other products that may be present in the
raw materials used for processing (vetcrinary drug
residues, environmental contaminants, etc.). Even
though meat fermentation is an old technology used
for generations in many countries, corrective mea-
sures (i.e., reduction in the addition of mitrite, control
of raw materials, ce.) have been taken to minimize
this problem. All these hazardous compounds are
hriefly described in this chapier. Biogenic amines,
which are generated hy microbial decarboxylation of
certain anuno acids are dealt with in Chapter 43,
“Biogenic Amines and Nitrosamines.”

N-NITROSAMINES

Nitrite is the main additive used as a preservative in
fermented meats because of its powerful inhibition
of the outgrowth of spores of putrefactive and patho-
senic bacteria like Closiridiem bondinum. Nitrite
also has some other technological roles, such as its
contribution to the color through the formation of

nitrosylmyoplobin, its contribution to the oxidative
stability of lipids, and its contribution to the devel-
opment of typical and distinetive cured meat favor.

Mitrite can be converted to nitric oxide, which isa
nittosating agent. This agent can react with secondary
amines and produce potent carcinogenic nitrosamines.
Compounds such as N-nitresodimethylamine have
been shown to be carcinogenic in a wide range ef ani-
mal species, The presence of volatile N-nitrosamines
have been largely studied in cured meat products.
Some of the most important are N-nitrosodimethy-
lamine, N-nitrosopirroliding, N-nitrosopiperidine,
N-pitrogodicthylamine, N-aiwosodi-n-propylamine,
Ne-nitrosomorpholine and N-nitrosocthylmethylamine.
In addition, a large number of nonvolatile nitroso
compounds, higher in molecular weight  and
maore polar, have also been reported. Some of the
mast important are  N-nitrosoaminoacids  such
as N-niososarcosine and  N-nitrosothiazolidine-
4-carboxvlic acid  hydroxyvlated M-nitrosamines,
N-nitroso sugar amino acids, and M-nitrosamides
such as N-pitrosourcas, N-nutrosoguanidines, and
M-nitrosopeplides (Pege and Shahidi 2000). The
amount of N-nitrosamines in meat products depends
on many variables, such as the amount of added and
residual nitrite, processing conditions, amount of
lean meat in the product, heating if any, and presence
of catalysts or inhibitors (Hotchkiss and Veechio
[985; Walker 1990), Table 44.1 lists some carcino-
genic nitrosamines.,

The presence of N-nitrosamines in cerfain cured
meat products was the reasen [or a serious debate
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Chapter 16
Immunoelogy-Based Techniques for the Detection
of Veterinary Drug Residues in Foods

Mibigro Reig and Fidel Toldra

Introduction

Veterinary dmgs cre used 1n farm amimals, via the feed or the drinking water, to
prevent tie avthreak of diseases ar even for the freatiment of dsenses. Froaever, the
growth of animals may be promoted through the wee of hormones and antiziotics,
Depending or the pype of residue and the applicadon and washing conditions, these
substances or itz metabolites may remain in meat and otier foods of animal ongin
and may cauze adverse effects on consumerzs" health. Thiz 1= the main reason why
itz e 12 stricdy regulaied or even barned case of the European Union) in dfferent
countries. Anitbictcs typically used for growth promotion include chlorampkenicol,
nimofurans, and earofloxacm bur othzrs ke sulphonamides, macrolides ec. may
also be used (Reig & Toldra, 2007). An imeversible type of bone mirrow depression
that might lead to aplistic anaemia may be caused by chloramphenicol (Motber
et a., 203, while same alergie renction: as arell as emergence of diug-resistont
backrna may be cavsed by enrcfloxacin (Cinguina, Longo, Anastasi, Giannetti, &
Cozzani, 2003). One of the major metabolites of nirofurans is furazolidone thart
has been reported to have mutagenic and carcinogenic properties (Guo, Chou, &
Liac, 2003). There 15 also some evidence on the toucity of sulphonamides on tie
thyroad gland {Pecarell, Bibi, Fiorony, & Galann, 2004, Cither imporiant concern
abont the presencs of antibiotics residues in ammal foodstaffs = related to the
selezdon of resistent bacteria in the gasrroine sdnal tract and disnvprion of the col-
onizatior barner of the resident intestinal microflor (Cermgha & Koterski, 2005),
Intestina flom mey vary depending on the diet and thus 1s subject to large varni-
ations in the propartion of mager hacterinl species (Monre & Moore, 10055 The
presence of mntibiotics in meat may alter the intestinal microflora that 15 essen-
tal for haman physiolcgy, faod digestion, and metwabolism of nurents (Chedwick,
George, & Clxtoa, 1992; Vollard & Clasener, 1999) contnibuting to the develop-

mert of entibiotic resistancein thz indigenous microflora and impainng cclonization
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Introduction

Growth promoters include a wide range of substances that are generally used in farm animals for
therapeutic and prophylactic purposes. These substances can be administered through the feed or
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30.1 Introduction

Veterinary drugs are generally used in farm animals for therapeutic and prophylacric purposes;
they include a large number of different types of compounds which can be administered in the
feed or in the drinking water. In some cases, residues may come from contaminated animal feed-
stuffs.! Many of these substances, along with ethers that have anabolic effects, may have other
effects when administered to animals for purposes such as growth promotion. Anabolic promoters
have been administered in the United States to meat-producing animals, including, among oth-
ars, estradiol, progesterone, and testosterone. The regulations in 21 Code of Federal Regularions
(CFR) Part 556 list acceptable concentrations of residues of approved animal drugs that may
remain in edible tissues of treated animals.
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Chapter 14
Veterinary Drugs and Growth Promoters
Residues in Meat and Processed Meats

Milagro Reig and Fidel Tolda

Introduction

Veterinary drugs which comprise a larpe number o7 diffarant types ofsnbeiancss
are generally intendal for therapeutic (Lo cntrol infectious diseases) aad pro-
phylactic (Lo srevent agains! infectons) purposes in farm animak. Otker sub-
stances wath growth promotng ellect may exerl anhmocro al ellect agmnst the
microhial [lom in the gut to take maximum profitol nutrents in the feed or by
affecting the animal's metabelism, Most of these substances are orally active and
can be admimsiered either m the ked or in the drinking water. Other adlive
hormones are applied in the form of small implant into the subcutaneous tissue
of the ears. These areslow release (several weeks or months) devies and the ears
are discarded at the slanghte:. Growth promoters allow a better efliciency in the
feed comversion rate. The net effect s an irsased rotein deposition, partdy due
o muscle proteases irhibition ( Fiems, Buts, Boucque, Demeyer, & Cottyr, 1990),
wsually linked o fat wtilization (Brockman & Laarveld, [986). The result is a
leaner meat (Lone, 1997) with some toughness derived from the production of
connective Lissue and collagen crosslinking (Miller, Judge, Diekmin, Hudgens, &
Aberle 1989 Miller, Judee, & Schanbacher, 1'990). Some recent ravdulent
practices, consisting of the use of & Kind of “cockiails™ or mixtures of several
sithsiaaces like fl-aponists and coricnstersids at very Tow amamts (Monshn
et al., 2007), are dillicult v» detect with modern analvical instrumentation.
They -y o oblan a synergidic effect for a similar growth promotion with lower
probahility of detection by official control kboratories (Reig & Toldrd, 2007).
Thus, the use of veterinary drug substances as well as other sabstances with
growth promoting elfects may usually constitute o clear economic berelit for
farm producton. However, its residues in the meat and other animal-derived

En: Safety of meat and processed meats (F. Toldra, Ed), Springer, New York, USA, 2009,
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Chapter 27

Detection of Chemical Hazards

Milagro Reig and Fidel Toldra

Introduction

The development of modern analytical tech
nologies linked to epidemiologic studies and
investigations on the salely aspects of food
components has revealed i recent decades
that some toxic compounds may be present
or gencraled in certain types of meat and
processed meat. Three groups of compounds
have received great attention because they
are petential carcinogens, and, even when not
present in the raw meat, they can be gener-
ated during further processing or cooking.
These groups are nitrosamines, heterocyelic
amines, and polycyelic aromatic hydrocar-
bons. N-nitrosamines can be generated under
cerlain processing conditions when using
nitrite as a preservative, The polveyclic aro-
matic hydrocarbons (PAH). which are gener-
ated in certain smoking processes. can also
be produced when cooking at high tempera-
tures. This is also the case with the heterocy-
clic amines, which are generated when
cooking at high temperatures. Tn fact, dicts
associated with meats cooked at high tem-
peratures may increase the risk ol certain
tvpes of cancer (Jakszyn et al. 2004). Other
compounds that can also exert adverse effects
on consumers” health are the biogenic amines
that arc generated by the microbial decarbox-
ylation of certain amino acids, which have
potential vasoactive or psychoactive toxico-
logical effects. Amines may also constitule 2
source of secondary amines that can react
with nitrite and produce nitrosamines with
potential carcinogenic aetivity. Finally. other

toxic compounds may result from the oxida-
tion of lipids and proleins, as well as other
prowducts that may be present in the raw
materials used for processing (veterinary
drug residues, environmental contaminants,
ate.). The main routes for the presence of
these compounds in meat are summarized in
Table 27,1,

Controls and effective corrective meu-
sures (i.¢., control of raw materials, reduction
in the addition of nitrite, control of microbial
decarboxylase activity, etc.) can been taken
to minimize this problem in cooked, cured,
and dry-cured meat products. All these haz-
ardous compounds and the main analytical
technigues used for their control are briefly
described in this chapter.

N-nitrosamines

Nitrosamines are N-nitroso compounds that
have received much atltention in the last 50
years duc Lo their recognition as polential
carcinogenic compounds. Nitrosamines are
lformed in cured meats through the reaction
of nitrous acid in its dissociated form,
generaled  from  nitrite,  with secondary
amines. Some of the most important nitro-
samines detected in cured meats are N-
nitresodimethylamine, N-nitrosopirrolidine,
N nitrosopiperidine, N-nitrosodiethylamine,
N-nitrosodi-n-propylamine, N-nitrosomorp-
holine, and  N-nitrosoethylmethylamine.
Some are carcinogenic in a wide range of
animal species. In addition, a large number
al nonvolatile nitroso compounds, higher in
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Analysis of Meat-Containing Food

Fidel Toldrd and Milagro Reig
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I. INTRODUCTION

There are imporiant authenticity issues in meal-
containing foods like the oripin of the meat in the
focd and the identification of any substituting meat
{1}, The detection of fraudulent substitntions or adul-
terations in a food is very important for consumers.
For instance, addition of low-cest meat like kangaroo
ot whale instead of beef is an important and challeng-
ing task in food control. The substitution of high-value
meats by cheaper meats, offal, ar other proteins consti-
tules 2 major frandulent practice. However, there are
other important reasons lor the correct determination
of ment species such as specific food allergies for
particular groups ol people, controlled dicts (i.c.,
pregnant women, athlels, ete.}, or religious restrictions
{i.e., rejection of pork meat by Muslem people). The
treatment of meat is also important as it also may
affect the quality. In fuet, the use of frozen/thawed
meat or even mechanically recovered meat instead of
fresh meatl 1s another important 1ssug

The definition ol meat is important in order Lo
decide the most appropriate analytical methodology.
The CODEX Standard for Luncheon Meal (Codex
Stan ®9-1891) and Cooked Cuered Chopped Meat
(Codex Stan 28-1891) define meal, considering it as
4 raw material contained in these products, as “the
edible part, including edible offal, of any mammal
slaughtered in an abattoir™ (2). The BC Meat Products
Directive 94/65/ERC consider meat as all parts of

4

domestic animals that are suitable for human con
sumption and the meat species must be labeled except
when it is clearly indicated by the product name (2).
This chapter sumimarizes the analytical methodelogies
available for the analysis of meat 1 foods, especially
focusing on the determination of the meat specics,
meat content, detection of substitution by mechani-
cally recovered meal, and production processes liks
frezen/thawed meat.

Il. IDENTIFICATION OF THE MEAT
OF ORIGIN

A. Electrophoretic Methods

Electropheresis constitutes 2 well known technigue
applied for many vears o the separation af meat
proteing in either nondenaturing or denaturing condi-
tioms. The separation of protein bands may be casily
achieved in homogenecus gels (7.5, 10, or 12.5%
polvacrylamide concentration), concentration-gradient
gels (usually 5>-15% polyacrylamide), or pH-gradient
gels (isoclectric Tecusing). Prateins may be applied in
the native state or denatured with the detergent sodium
dodecyl sulfate (SDS). under reducing conditions and
heal, giving protems a constant charge per unit mass
(SDS-PAGE-Polynerylamide Gel Electrophoresis). In
general, the excraction procedure is as tollows: por-
tions of the meat or [pod are weighed and homo-
genized with 10 volumes of 0.03 N phosphate buffer
(pH 74) o cxtract sarcoplasimic protains or (LIN

En: Handbook of Food Analysis, 2¢ed., (LML. Nollet, Ed.), Marcel-Dekker Inc., New York,
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