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Resumen

El uso de sustancias medicamentosas como promotores de crecimiento

en la alimentación de animales de granja y en acuicultura es una práctica ilegal en

la Unión Europea. Dada la incidencia que puedan tener las sustancias

administradas a los animales para la salud de los consumidores, la Unión

Europea estableció un reglamento para todos los países miembros que

corresponde a la voluntad de proteger la salud pública.

La prohibición de dichas sustancias promotoras del crecimiento ha

motivado un mercado negro a nivel europeo que precisa de estrictos controles

sistemáticos para su detección. Los medicamentos veterinarios más utilizados en

estos casos fraudulentos son aquellos que tienen una acción anabolizante,

hormonal o tireostática.

El objetivo principal de este trabajo consiste en el desarrollo de métodos

analíticos rápidos y la evaluación de su aplicación 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 análisis rápidos y específicos para detectar residuos de β-agonistas

(clembuterol y mabuterol), lactonas del ácido resorcílico (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 inmunológicos tipo ELISA debido a su

especificidad, rapidez y gran número de muestras que se pueden analizar de

forma simultánea. La cromatografía líquida de alta resolución ha sido también una

herramienta muy eficaz para la detección 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

países miembros de la Unión Europea (Decisión 2002/657/EC).





Resum

L'ús de substàncies medicamentose com a promotors de creixement en

l'alimentació d'animals de granja i en aqüicultura és una pràctica il.legal a la Unió

Europea. Atesa la incidència que puguin tenir les substàncies administrades als

animals, la Unió Europea va establir un reglament per a tots els països membres que

correspon a la voluntat de protegir la salut pública.

La prohibició d'aquestes substàncies promotores del creixement ha motivat

un mercat negre a nivell europeu que necessita estrictes controls sistemàtics per a la

seva detecció. Els medicaments veterinaris més utilitzats en aquests casos

fraudulents són aquells que tenen una acció anabolitzant, hormonal o tireostàtica.

L'objectiu principal d'aquest treball consisteix en el desenvolupament de

mètodes analítics ràpids i l'avaluació de la seva aplicació com a tècniques de

screening o cribatge en el control sanitari de residus medicamentosos i de

substàncies promotores del creixement en animals de granja. Concretament, es

desenvolupen protocols d'anàlisi ràpids i específics per detectar residus de β-

agonistes (clenbuterol i mabuterol), lactones de l'àcid resorcílico (zeranol),

antimicrobians (carbadox), agents antitiroïdals (metil-tiouracilo) i corticoides

(dexametasona) en mostres de aigua de beure, orina i pinso de diferents espècies

animals.

S'han utilitzat els mètodes immunològics tipus ELISA per la seva

especificitat, rapidesa i gran nombre de mostres que es poden realitzar de forma

simultània. La cromatografia líquida d'alta resolució ha estat també una eina molt

eficaç per a la detecció de diverses substàncies.

Tots els mètodes 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 països membres de la

Unió Europea (Decisió 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 β-

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. INTRODUCCIÓN

Desde el advenimiento de la era industrial, las personas compran los

alimentos cuando antes los producían para su autoconsumo. Este cambio

provocó la aparición de los sistemas de producción agropecuarios intensivos

así como de la industria alimentaria. La contaminación, tanto microbiológica

como química o física, se venía produciendo de manera natural, pero con la

necesidad de las nuevas prácticas y de nuevos procedimientos industriales,

han ido apareciendo nuevos tipos de contaminación. De hecho, los

contaminantes abióticos 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 públicos.

Recientemente hemos sufrido muchas crisis tanto en Europa como en

el resto del mundo, lo cual ha acrecentado la sensibilidad de los

consumidores a las cuestiones alimentarias. Se podrían citar como ejemplos

la enfermedad de las vacas locas, la contaminación de carne de ave con

dioxinas, las hormonas, los antibióticos, etc. Todos estos acontecimientos

afectan y comprometen la salud de los consumidores, los cuales demandan

un mayor y más sensible nivel de control pero también la introducción de

nuevos sistemas de producción, nuevas tecnologías y nuevos hábitos

alimentarios. Todo esto conlleva a que la legislación alimentaría se reoriente

hacia una política más dirigida hacia la vigilancia como mecanismo de

prevención. Ante esta presión, la Unión Europea se ha comprometido a

reformar su normativa en materia de alimentos, buscando un nivel de

protección más elevado para sus consumidores.



La contaminación alimentaria se puede definir como la introducción 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. Lógicamente, la contaminación de

los alimentos conlleva un riesgo sanitario para las personas que consumen

esos alimentos.

La OMS define como residuo a cualquier sustancia química 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 aplicación de promotores del crecimiento o

de medicamentos de uso veterinario, en los aditivos incorporados en los

alimentos o bien en sustancias procedentes de transformaciones

tecnológicas o tratamientos culinarios.

La contaminación ambiental constituye un buen ejemplo ya que es, hoy

por hoy, una fuente importante de residuos y contaminantes químicos en los

alimentos. La explotación intensiva del suelo y la producción industrial

contribuyen de forma importante a la presencia de contaminantes químicos

en los alimentos. En este grupo de residuos se incluyen los pesticidas

organoclorados, bifenilos policlorados (PCBs), metales pesados y dioxinas,

entre otros.

La transformación industrial de los alimentos (obtención,

procesamiento y conservación) debe ser controlada de forma estricta de

manera que se asegure la inocuidad de los productos obtenidos. Las

principales fuentes de contaminación en este ámbito son los siguientes:

efluentes y aguas; equipos, utensilios y superficies de trabajo; ingredientes y

aditivos; los procesos tecnológicos; envases y embalajes.



En ganadería, los tratamientos zootécnicos, profilácticos y terapéuticos

son causa frecuente del ingreso de contaminantes químicos en la cadena

alimentaria, siendo capaces de producir importantes intoxicaciones. Esto

supone un problema de salud pública 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, antimicóticos y antiparasitarios que se

emplean en la profilaxis, en el tratamiento de diferentes enfermedades

animales y como promotores del crecimiento (tranquilizantes, compuestos de

acción tireostática y compuestos de acción hormonal).

A partir de los años cincuenta la ganadería logró incrementar

espectacularmente su rendimiento, mediante la progresiva incorporación de

diversas innovaciones tecnológicas. Como ejemplo, se podría citar el uso de

medicamentos para prevenir y curar enfermedades. Dentro de los

medicamentos veterinarios, los antimicrobianos fueron los más empleados

debido a las infecciones que presentan los animales durante su crecimiento y

desarrollo. El uso de los antibióticos ha generado numerosos problemas con

el transcurso de los años y su uso abusivo, destacando la aparición de

problemas de resistencias a antibióticos en humanos. Por otra parte, el uso

de otras sustancias tales como los β-agonistas han demostrado efectos

cancerígenos. 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 profiláctica a ser utilizados en dosis que potencian el

crecimiento de los animales, llegando a la utilización de mezclas muy

equilibradas de varias sustancias (cócteles) con un efecto potenciador del

crecimiento y que son difícilmente detectables por los controles oficiales que

se realizan en los laboratorios destinados a este fin. Así pues, ha habido una

evolución 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 fármacos veterinarios en la producción 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 biotransformación (metabolitos). Estas

sustancias también están 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 proporción, está relacionada con: la

naturaleza del producto, la dosis utilizada, la forma de aplicación y el tiempo

transcurrido desde su aplicación hasta el sacrificio de los animales (en el

caso de la carne y las vísceras) o hasta la recolección 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, 17β-estradiol,  progesterona y sus derivados pueden

estar autorizados por algunos de los estados miembros de la Unión Europea.

También se autorizan para uso terapéutico en algunos estados miembros los

productos medicamentosos que contienen trembolona, administrada

oralmente o algún β-agonista en equinos y animales de compañía. Estos

medicamentos deben ser utilizados siempre siguiendo las instrucciones del

fabricante (prospecto). Los β-agonistas también se pueden utilizar en los

procesos de inducción al parto (tocólisis) en rumiantes. Una vez más, estos

medicamentos deben ser administrados por un veterinario bajo su estricta

responsabilidad.



Otra aplicación 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 farmacológica similar y  mejoran la

conversión del pienso en proteína. Esta mejora de conversión revierte en un

crecimiento o desarrollo del animal más rápido que permite que sea

sacrificado antes alcanzando incluso mayor peso en las canales. Esto reporta

un claro beneficio económico 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 glándula tiroidea y producen una mayor

retención de agua en la carne.

Dada la incidencia que puedan tener las sustancias administradas a los

animales, la Unión Europea estableció un reglamento para todos los países

miembros que responde a la voluntad de proteger la salud pública. De esta

forma, la Unión Europea prohíbe el uso de medicamentos veterinarios como

promotores de crecimiento en la alimentación de animales de granja y

acuicultura destinados al consumo humano. Los medicamentos veterinarios

más utilizados en estos casos fraudulentos son aquellos que tienen una

acción anabolizante, hormonal o tireostática. Los estados miembros prohíben

el uso de dichas sustancias tanto en granjas como en piscifactorías  debido a

que en ambos casos los animales y sus derivados van a ser destinados al

consumo humano (Reig y Toldrá, 2008b, 2008c)

Algunos tratamientos zootécnicos constituyen la segunda excepción a

esta prohibición general de uso de medicamentos que tienen una acción

estrogénica, androgénica o gestágena. Concretamente, hoy en día se centra

en los procesos de implantación de embriones en lo que se refiere a

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



que pueden ser tratados con productos o medicamentos que tienen acción

androgénica durante los primeros tres meses con el objetivo de la inversión

sexual.

Resulta evidente después de lo expuesto que era necesario

desarrollar  un programa  de metodología analítica y un plan de vigilancia que

permitiera cumplir la normativa que regula la aplicación de la Directiva

96/23/EC. Los criterios usados para la identificación y confirmación 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  científicos y tecnológicos y dieron lugar al

documento de la SANCO (1085/2000) que es la Decisión de la Comisión

2002/657/EC del 12 de agosto de 2002. Este documento ha sido adaptado en

todos los países miembros  de la Unión Europea desde su entrada en

funcionamiento el 1 de septiembre de 2002 para los métodos analíticos de

todas las sustancias del grupo A del anexo I de la Directiva 93/23/EC. Los

métodos aplicados para la detección de las sustancias listadas en el grupo B

del mismo anexo entraron en vigor cinco años después de la publicación de

la  Decisión 2002/257/EC. Así pues, actualmente nos encontramos de pleno

en el cumplimiento de esta decisión tanto para las sustancias del grupo A

como del grupo B.

La Decisión 2002/657/EC define los criterios de actuación de los

métodos analíticos para residuos, incluye la validación de los métodos y la

identificación de los analitos. Además, esta Decisión introduce el concepto de

puntos de identificación (IP’s), que corresponde al mínimo número 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 identificación para

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



exigen tres puntos de identificación (Le Bizec et al., 2009). Esta nueva forma

de verificación de que las muestras son conformes o no conformes en base a

los puntos de identificación hace que hoy en día sea indispensable el uso de

la espectrometría de masas acoplada a los respectivos cromatográfos para la

realización de los análisis confirmatorios pero también hace necesario

disponer de técnicas sencillas, rápidas, asequibles y efectivas para la criba

(screening) previa de un gran número de muestras.



2. Antecedentes bibliográficos





2. ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS

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 antibióticos, los compuestos

hormonales anabolizantes, los agentes antitiroideos, llamados finalizadores

cárnicos y los β-agonistas o agentes de reparto.

Uno de los principales efectos de los promotores de crecimiento es el

aumento de la cantidad de proteína  y un descenso del contenido en grasa lo

cual le da a las canales un aspecto más 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 producción de la hormona tiroidea

(tiroxina)   produciendo un aumento de peso de los animales debido a la

retención de agua. El aumento de peso es debido a un aumento del

contenido de agua en el tracto gastrointestinal y a una retención de agua en

los tejidos. La carne procedente de estos animales tratados con agentes

antitiroideos es de calidad inferior.

Los agentes antitiroideos o tireostáticos se dividen en dos grupos:

1. El primer grupo contiene análogos del tiouracilo, tales como el

tiouracilo (TU), el metiltiouracilo (MTU), propiltiouracilo (PTU), y el

feniltiouracilo (PhTU). La figura 1 muestra la estructura química del 6-

metil-tiouracilo.



Figura 1 - Estructura química del 6-metil-tiouracilo.

2. El segundo grupo abarca los análogos del mercaptoimidazol, de los

cuales el tapasol (1-metil-imidazol-2- tiol), cuya estructura química se

muestra en la figura 2, es el más importante.

Figura 2 – Estructura química del 1-metil-imidazol-2- tiol.

La Unión Europea prohibió el uso de estas sustancias en animales

destinados al consumo humano mediante la Directiva 96/22/CE, de forma

que no debe encontrarse ningún residuo de ellas ni en los animales, ni en los

productos derivados de ellos. Esto afecta tanto a animales producidos en la

Unión Europea como a las importaciones.

Los animales así tratados son fácilmente reconocibles tanto cuando

están vivos, por su aspecto más redondeado, como en el matadero dónde se

aprecia que sus órganos internos muestran síntomas de haber sufrido

hipotiroidismo.
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2.1.2. Corticoides
Los cócteles de hormonas administradas como inyectables o en forma

de parches se suelen utilizar con frecuencia y tienen un efecto cancerígeno.

(Leffers et al., 2001).

Los corticosteroides son hormonas del cortex adrenal que están

implicados en una variedad de mecanismos fisiológicos, incluyendo aquellos

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

de carbono, el catabolismo de proteínas, los niveles electrolíticos en plasma

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

Los glucocorticoides, como la dexametasona cuya estructura química

se muestra en la figura 3, ejercen una variedad de efectos secundarios en

animales, cuando son administrados a altas dosis. Por ejemplo, la acción

catabólica de las grasas y proteínas que queda reflejada por el desgaste de

los tejidos, por la reducción de la masa muscular, por osteoporosis, por

adelgazamiento de la piel y por la alteración de los patrones de la grasa

corporal (Van Peteghem et al., 2001).

Ahora bien, a veces estos fármacos, como por ejemplo la

dexametasona, pueden ser utilizados para fines no terapéuticos. Si la

administración es a dosis bajas durante largos periodos de tiempo y en

función de su biodisponibilidad, su metabolismo y/o su asociación con otras

moléculas tales como β-agonistas, van a producir un aumento de la

ganancia de peso y un incremento de la relación músculo/grasa debido a la

retención de agua en el músculo, 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

degeneración del timo en el ganado, o la producción de una carne de menor



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

los productos de estos animales.

Figura 3 - Estructura química de la dexametasona.

2.1.3. β-agonistas
Los β-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,

dónde el animal gana  peso, aumenta la proteína 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 producción de tejido conectivo aumenta

y se entrecruza más el colágeno resultando en una carne más dura. Además,

las proteasas musculares responsables de la ruptura de proteínas en el

proceso postmortem son inhibidas (Fiems et al., 1990). Son sustancias

obtenidas por síntesis química que se ligan a receptores y actúan como los

mediadores biológicos naturales. Se parecen por lo tanto a la adrenalina y

noradrenalina, no sólo por su mecanismo de acción, sino por su estructura

química. El más conocido es el clembuterol (ver figura 4).
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Figura 4 - Estructura química del clembuterol

2.1.4. Hormonas esteroideas y otras sustancias con acción hormonal
El uso de esteroides anabolizantes reduce el marmoleo o infiltración

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 fisiológicas 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). Así, la trenbolona se une al receptor de andrógeno, el zeranol al

receptor de estrógeno y el melengestrol al receptor de progestinas (EFSA,

2007). Límites máximos de residuos han sido establecidos por las

autoridades nacionales y por el Codex Alimentario. La Comisión del Codex

Alimentario es un foro internacional que busca la normalización de la

alimentación humana y animal, con el objeto de garantizar la salud de la

población y asegurar prácticas equitativas en el comercio nacional e

internacional de alimentos. Estas normas establecen que el uso de

antibióticos en la alimentación animal no debe sobrepasar el Límite Máximo

de Residuos (LMR) determinado por el Codex.

En algunos casos, resulta difícil la diferenciación entre la producción

endógena y la administración exógena.
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2.1.5. Tranquilizantes
Los tranquilizantes son suministrados al animal para el transporte, lo

cual reduce el estrés y se evita así 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 glucógeno 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 glucógeno muscular lo más posible. Los cerdos son una

excepción a la anterior regla. Deben viajar y ser sacrificados de la manera

menos estresante posible, pero sin descansar durante largos períodos antes

de su sacrificio. También es importante que los niveles de glucógeno en los

músculos de la canal sean los más altos posibles, con el fin de desarrollar la

máxima cantidad de ácido láctico en la carne. La generación de ácido láctico

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 avícola)

de baja calidad que pueden ser PSE (pálida, blanda y exudativa)

caracterizada por un metabolismo acelerado en el momento del sacrificio con

una rápida 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 más oscura y más seca de lo normal, y tiene una textura más

firme. El glucógeno muscular se consume durante el transporte y el manejo

en el período anterior al sacrificio. Por consiguiente, hay poca generación de



ácido láctico tras el sacrificio, produciéndose así 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 fármacos en los animales es evidente por lo

que la inspección en matadero debe tenerlo presente ya que debe cumplirse

el periodo de supresión.

2.1.6. Antibióticos
Los antibióticos han sido ampliamente utilizados en producción 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 utilización en la producción 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 prohibición del uso de los antibióticos en la

alimentación animal , lo cual supone un nuevo desafío para los productores

ya que se enfrentan a la búsqueda de alternativas para prevenir las

enfermedades de los animales y garantizar su salud (CFR, 2008).

El proceso de prohibición se inició en la Unión Europea en 1994;

quedando sólo algunos antibióticos permitidos para el uso en dietas de aves,

cerdos y bovinos. Posteriormente, debido a la preocupación generalizada por

la resistencia a los antibióticos, se prohibió su uso en dietas animales de

producción a partir del 2006.

Como ejemplo está el carbadox que es un antibiótico usado  en

medicina veterinaria pero que también ha sido utilizado de manera ilegal

como promotor del crecimiento.



Figura 5 - Estructura química del carbadox

Actualmente está prohibido su uso en animales destinados al
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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 fármaco se ve mermada o incluso

llega a ser nula.

2.2 Problemática 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 población que los consume.

Algunos de estos efectos adversos se describen a continuación.

Precisamente el efecto dañino para la salud hace que el control de estos
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residuos veterinarios usados en animales de granja sea una medida muy

importante para asegurar la protección del consumidor (Byrnes, 2005). De

hecho, el uso de medicamentos veterinarios en animales está estrechamente

regulado en la Unión Europea. Sin embargo, el uso fraudulento continua

siendo un factor de riesgo que hay que controlar mediante inspecciones

periódicas que se encuentran programadas y diseñadas en los planes

vigilancia y control de residuos que se elaboran anualmente en todos los

países miembros de la Unión Europea.

En España se detectó el primer brote de intoxicación por clembuterol

en Asturias en 1990. No se había registrado ningún brote de ese tipo y se

inició la investigación para establecer las causas de aquella intoxicación que

se manifestaba con los siguientes síntomas: temblores, palpitaciones y

taquicardia acompañados frecuentemente de nerviosismo, cefalea y mialgias,

náuseas, inquietud, vómitos, dolor de pecho, boca seca y calambres

musculares, con una duración media de 40 horas, aunque llegó a alcanzar un

máximo de 6 días.

Al sospechar una intoxicación alimentaria las encuestas realizadas a

los afectados incluyeron todo tipo de alimentos ingeridos en los últimos 7

días, encontrando que, generalmente, poco antes del inicio de los síntomas

todos los afectados habían consumido hígado de ternera, con un comienzo

brusco, después de un período de latencia entre 30 minutos y 6 horas, con

una media de dos horas (Barbosa et al., 2005). El clembuterol es un fármaco

β-agonista con afinidad para receptores β1 y β2. Está autorizado su uso

como broncodilatador en humanos (tanto en España como en la Comunidad

Europea), así como su uso en animales para el tratamiento de afecciones

respiratorias y como relajante uterino en el parto.

Los efectos anabólicos del clembuterol sobre la masa muscular y la

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



disminución de la grasa corporal, crecimiento de la masa muscular y

ganancia de peso, sobre todo en el ganado vacuno joven. Se acumula en el

hígado en grandes cantidades y en menor grado en el músculo, por lo que el

consumo de las vísceras conlleva mayor riesgo que el de la carne.

La intoxicación en humanos se produce por ingestión del producto

contaminado. Se detecta en orina y sangre de las personas afectadas, dentro

de las primeras 48 horas. Este corto período de permanencia de la sustancia

en el organismo hace a veces difícil su detección. Los efectos adversos por el

consumo de carne contaminada con clembuterol se empezaron a publicar

hacia el año 1990 en Europa sobre todo en España e Inglaterra. En la

actualidad, en el ámbito internacional, está prohibido el uso de clembuterol

como promotor de crecimiento y no hay un valor mínimo que se pueda

considerar seguro por lo que su detección en productos cárnicos se

considera un delito. A pesar de lo anterior, siguen reportándose problemas de

salud por la ingestión a través de productos cárnicos en diversos países

como China, Irlanda, México y países del Centro y Sur de América entre

otros.

El año en que se presentaron mayor número de brotes y casos fue

1992, desde entonces, la evolución es marcadamente decreciente. El mayor

brote fue registrado en 1994 en Madrid con 155 casos.

Durante septiembre de 2006, una serie de enfermedades por

alimentos estalló en Shanghai que afectó a más de 300 personas. Se

confirmó que estaban relacionadas con comidas de intestinos de cerdos que

contenían clembuterol. En junio del mismo año, los empleados de un hotel en

Foshan sufrieron una intoxicación alimenticia con clembuterol; y en mayo

cientos de trabajadores de una fábrica de vidrio de la provincia de

Guangdong se intoxicaron por comer cerdo contaminado con clembuterol.

En 2008, 70 empleados de la compañía de productos plásticos Zhongmao de



la ciudad de Jiaxing, provincia de Zhejiang (China), fueron diagnosticados de

intoxicación con clembuterol, tras consumir cerdo en la comida servida por el

comedor de la fábrica.

2.3 Legislación Reguladora en la Unión Europea
Desde el año 1981, hace casi 30 años, la Unión Europea lleva

regulando el uso de ciertas sustancias químicas que, con efecto hormonal o

promotor del crecimiento, pueden ser susceptibles de emplearse en la cría

del ganado. Ejemplo de ello es la prohibición de la administración 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 tireostático y de efecto

estrogénico, androgénico o gestágeno 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 legislación alimentaria para la Unión Europea.

En la tabla 1 se hace referencia a las directivas, reglamentos y

decisiones que están actualmente en vigor y que afectan a todos los estados

miembros de la Unión Europea.

Actualmente, la norma básica que recoge todas estas medidas en

nuestro país, es el Real Decreto 2178/2004, de 12 de Noviembre de 2004,

por el que se prohíbe utilizar determinadas sustancias de efecto hormonal y

tireostático y sustancias β-agonistas de uso en la cría de ganado (B.O.E.

13.11.2004) modificado recientemente por el Real Decreto 562/2009 . Esta

normativa constituye la transposición de la Directiva 96/22/CE, del Consejo

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



de efecto hormonal y tireostático y sustancias β-agonistas en la cría del

ganado y sus posteriores modificaciones.

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

Temática Legislación

Prohibiciones de sustancias
hormonales, tireostáticas y
otros medicamentos
veterinarios

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

Normas de vigilancia
y medidas de control Directiva 85/358/CEE

Directiva 86/469/CEE
Decisión 87/410/CEE
Real Decreto 1423/87
Decisión 93/257/CEE
Decisión 93/256/CEE
Real Decreto 1749/98
Decisión 2002/657/CE

Límites máximos de residuos Reglamento
2377/90/CEE
Reglamento 1308/99/CE
Reglamento
470/2009/CE
Reglamento 37/2010/UE

Aditivos autorizados
en alimentación animal 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 y

91/664/CEE, incorporada a nuestro ordenamiento jurídico interno mediante el

Real Decreto 1749/1998, desarrolla la creación y organización 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 I 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:

 Bovinos (animales vivos y su carne)

 Ovinos y caprinos (animales vivos y su carne)

 Porcinos (animales vivos y su carne)

 Équidos (animales vivos y su carne)

 Aves de corral (aves vivas y su carne)

 Acuicultura (animales vivos y sus productos)

 Leche

 Huevos

 Conejos (animales vivos y su carne)

 Caza silvestre (carne)

 Caza de cría (animales vivos y su carne)

 Miel

Dicha Directiva consta de siete capítulos mediante los cuales se

establece unas medidas de funcionamiento comunes a todos los países



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

Estos capítulos son brevemente descritos a continuación.

Tabla 2.- Clasificación de sustancias del Anexo I 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.
2. Agentes antitiroideos.
3. Esteroides.
4. Lactonas del ácido resorcílico (incluido Zeranol).
5. Beta-agonistas.
6. Sustancias incluidas en el Anexo IV del Reglamento (CEE) Nº

2377/90 del Consejo del 23 de junio.

7.
8. 232377/90 del Consejo, de 26 de junio de 1990.

GRUPO B — Medicamentos veterinarios y contaminantes

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

 Antihelmínticos.
 Anticoccidianos, incluidos los nitroimidazoles.
 Carbamatos y piretroides.
 Tranquilizantes.
 Antiinflamatorios no esteroideos (AINS).
 Otras sustancias que ejerzan una actividad farmacológica.

3.Otras sustancias y contaminantes medioambientales:
 Compuestos organoclorados, incluidos los PCB.
 Compuestos organofosforados.
 Elementos químicos.
 Micotoxinas.
 Colorantes.
 Otros.



Capítulo I Ámbito de aplicación 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 I de

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

habitualmente utilizadas en el campo del análisis de alimentos:

 Alimento: Según 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 fabricación, preparación 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

análisis.

 Animal: El plan Nacional de Investigación 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 Código Alimentario Español (Anon, 1991) define la carne

como la parte comestible de los músculos de los animales destinados

al consumo humano (mamíferos  o aves) y otras porciones de piel,

hueso, nervios, tendones y vasos que los acompañan normalmente.

Distingue así el tejido muscular de los llamados despojos que incluyen

riñones, hígado y otros órganos y tejidos. El Codex Alimentarius

define la carne como la parte comestible de cualquier mamífero

(Codex 1996).



 Contaminante: Según el Codex Alimentarius se define como cualquier

sustancia no añadida intencionadamente al alimento, que está

presente en dicho alimento como resultado de la producción (incluidas

las operaciones realizadas en agricultura, zootecnia y medicina

veterinaria), fabricación elaboración, preparación, tratamiento,

envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento de dicho

alimento o como resultado de contaminación ambiental. Este término

no abarca fragmentos de insectos, pelos de roedores y otras materias

extrañas.

 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

medición.

 Medicamento veterinario: el Codex Alimentario lo define como

cualquier sustancia aplicada o administrada a cualquier animal

destinado a la producción de alimentos, como los que producen carne

o leche, las aves de corral, peces o abejas, tanto con fines

terapéuticos como profilácticos o de diagnóstico o para modificar las

funciones fisiológicas 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 número de muestras y se

utilizan para cribar grandes cantidades de muestras en busca de

posibles resultados no conformes.



 Método de confirmación: método que proporciona información total o

complementaría que permite identificar y cuantificar de una manera

inequívoca 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 indicación de la especie, la naturaleza, la

cantidad y el método de muestreo, así como la indicación del sexo del

animal y del origen del animal o del producto animal.

 Nivel de interés: concentración de una sustancia o un analito en una

muestra que es significativa para determinar su conformidad con la

legislación.

 Patrón de calibración: mecanismo de medición que representa la

cantidad total de sustancia de interés de modo que su valor este

vinculado a una base de referencia.

 Patrón Interno: sustancia no contenida en la muestra, de propiedades

fisicoquímicas  lo más próximas posible a las del analito que debe ser

identificado, que se añade a cada muestra y sirve como patrón de

calibración.

 Residuo: el residuo de sustancia de acción farmacológica, de sus

productos de transformación  y de otras sustancias que se trasmitan a

los productos animales y puedan resultar nocivos para la salud

humana.



 Sustancia: materia de constitución química particular o confirmada y

sus metabolitos.

 Sustancias o productos no autorizados: las sustancias o productos

cuya administración a un animal estén prohibidas por la normativa

comunitaria.

 Tratamiento ilegal: La utilización de sustancias o productos no

autorizados o la utilización 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 detección de residuos o

sustancias.

Los Estados miembros de la Unión Europea confiarán a un servicio

público central la tarea de coordinar la ejecución de las detecciones de

residuos o sustancias previstas en su territorio nacional. Este servicio

elaborará un plan para que los servicios competentes se encarguen de

efectuarlo. Se coordinarán las actividades de los servicios centrales y

regionales encargados de la vigilancia de los diversos residuos. Se

reportarán anualmente todos los datos y resultados obtenidos.

Capítulo III: Autocontrol y corresponsabilidad de los operadores

Todos los que comercialicen animales de explotación y toda persona

física o jurídica que proceda al comercio de dichos animales serán objeto de

inscripción previa ante la autoridad competente y se comprometerán a

respetar las normativas comunitarias y nacionales pertinentes.



Los propietarios o responsables de establecimientos de primera

transformación de los productos primarios de origen animal, tomarán todas

las medidas necesarias, en particular mediante autocontroles, para:

 Aceptar únicamente 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 límites máximos autorizados.

 No presenten indicios de sustancias o productos prohibidos.

 Los productores o responsables sólo comercializarán 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 IV: Controles oficiales

Independientemente de los planes de vigilancia establecidos por los

servicios centrales de cada país miembro de la Unión Europea, se podrán

proceder a controles oficiales por muestreo en los casos como:

 En la fase de fabricación de las sustancias enumeradas en el grupo A

del Anexo I así como en la fase de manipulación, almacenamiento,

transporte, distribución y venta o adquisición de las mismas.

 En la fase de la cadena de producción y de distribución de alimentos

para animales.

 A lo largo de toda la cadena de producción de los animales y de los

productos básicos de origen animal.

Los controles se realizarán por las autoridades competentes  sin previo

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



solicitará al propietario que facilite toda la documentación que permita

justificar la naturaleza del tratamiento.

En caso de que dicha investigación confirmara el hecho de la

administración de sustancias no autorizadas, se efectuarán controles por

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

La estrategia de muestreo es la siguiente:

El plan de supervisión de los residuos está encaminado a examinar y

poner de manifiesto las razones de los riesgos que entraña la existencia de

residuos en los productos alimenticios de origen animal en las explotaciones,

los mataderos, las industrias lecheras, los establecimientos de

transformación de pescado y los centros de recogida y envasado de huevos.

El muestreo debe realizarse de forma imprevista, habrá de ser en

momentos inesperados y no fijos y en días de la semana no especificados.

Hay que mantener el elemento sorpresa en los controles.

En lo referente a sustancias del grupo A, la supervisión deberá ir

encaminada a la detección de la administración de sustancias prohibidas y a

la detección de la administración abusiva de sustancias autorizadas. La

acción debe concentrarse en niveles y frecuencia de muestreo. Se definirá el

número mínimo de animales que deben someterse a muestreo. Cada una de

las muestras podrá analizarse para detectar una o más sustancias.

Las muestras deben apuntar a un plan específico, teniendo en cuento

criterios como: sexo, edad, especie, sistema de engorde.

En el caso de las sustancias del grupo B, la supervisión debe ir dirigida

al control de los residuos de medicamentos veterinarios  y al control de la

concentración de los contaminantes medioambientales.



Capitulo V: Medidas que deberán tomarse en caso de infracción.

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 I (tabla 2),

dichas sustancias o productos no autorizados deberán quedar bajo control

oficial hasta que la autoridad competente adopte las disposiciones

apropiadas.

Durante el período de consignación de los animales, estos deberán

permanecer en la explotación hasta que se tomen las medidas cautelares

convenientes en función de la naturaleza de las sustancias  detectadas.

En caso de comprobarse el tratamiento ilegal, la explotación ganadera

afectada se verá sometida inmediatamente a un control de toma de muestras

oficial para su investigación, el tamaño de la muestra debe ser

representativo. También se verificará que todos los animales estén provistos

de una marca o identificación oficial.

Posteriormente durante un periodo de tiempo de doce meses como

mínimo, se someterá a la explotación a un control con vistas a una posible

detección de los residuos considerados.

Capitulo VI: Importaciones procedentes de países terceros.

Se establece en la normativa comunitaria que sólo puede autorizarse

la importación de un producto de origen animal si éste procede de un tercer

país o parte de un tercer país que, entre otros requisitos, tenga aprobado,

para el producto en cuestión, el correspondiente plan de vigilancia de

residuos de conformidad con la Directiva 96/23/CE del Consejo. La Decisión

2004/432/CE enumera los terceros países que han presentado un plan de

vigilancia de residuos de conformidad a la Directiva 96/23/CE.

“La admisión o el mantenimiento en las listas de países 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

ámbito de aplicación de la presente Directiva quedarán subordinados a la

presentación, por parte del país tercero interesado, de un plan en el que se

precisarán  las garantías ofrecidas por dicho país tercero en cuanto a la

vigilancia de los grupos de residuos y sustancias contempladas en el Anexo I

de la Directiva 96/23/CE ”.

Por tanto, sólo se autorizará la importación de los productos arriba

mencionados si proceden de terceros países o parte de ellos, que conforme

al Anexo de la Decisión 2004/432/CE (modificado por última vez por la

Decisión 2009/800/CE ), tienen aprobado un plan de vigilancia de residuos

para el producto en cuestión. Ejemplos de medidas de emergencia aplicables

a la importación de productos de origen animal en relación a la posible

presencia de residuos de medicamentos veterinarios son las Decisiones

2002/994/CE, actualizada por la Decisión 2009/799/CE, aplicable a productos

procedentes de China, y la Decisión 2009/727/CE aplicable a los crustáceos

de la India.

2.3.2 Límite máximo de residuos (LMR)
Otro punto legislativo muy importante es la legislación referente a los

límites máximos de residuos veterinarios.

Los medicamentos veterinarios se usan para garantizar la salud y el

bienestar de los animales, pero su utilización en animales productores de

alimentos puede dejar residuos. Con el fin de proteger la salud de los

consumidores se hace indispensable el realizar una evaluación de seguridad

para estas sustancias teniendo en cuenta sus rasgos toxicológicos, la

contaminación ambiental y los efectos farmacológicos. Como consecuencia

de esta mención, una sustancia farmacológicamente activa sólo se podrá

emplear en animales productores cuando se haya realizado una evaluación



de riesgo, con sólida base científica y resultados favorables. Se establecen,

pues, los límites máximos de residuos (LMR) para esta sustancia cuando se

considera necesario proteger la salud humana.

El límite máximo de residuos se podría definir como “el contenido de

residuos resultante de la utilización de un medicamento veterinario

legalmente autorizado en la Unión Europea y considerado admisible desde el

punto de vista de la seguridad del consumidor en un producto alimenticio.”

(Reglamento 2377/90).

Para fijar los límites máximos de residuos se tendrán en cuenta las

características toxicológicas y su uso será en base a buenas conductas de

prácticas veterinarias, resultados de ensayos de depleción etc. Todos estos

estudios servirán para poder fijar el periodo o tiempo de espera  en las

autorizaciones de comercialización de los medicamentos, es decir, el tiempo

que debe transcurrir desde la administración del fármaco hasta el sacrificio

del animal.

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

máximos de residuos. Este reglamento tiene dos objetivos importantes:

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

a) Una sustancia farmacológicamente activa sólo podrá utilizarse en

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

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

Europea de Medicamentos (EMEA). La evaluación científica de los

riesgos tendrá en cuenta el metabolismo y la eliminación de las

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

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

hallazgo científico pertinente de la Autoridad Europea de Seguridad

Alimentaria (EFSA).



b) Como consecuencia de lo anterior se hará una clasificación de las

sustancias activas y de las categorías terapéuticas a las cuales

pertenecen, indicándose un LMR, un LMR provisional, la ausencia de

establecer un LMR o bien la prohibición 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 incorporación, sin necesidad de dictamen previo de la EMEA, de

aquellos LMR adoptados mediante Decisión del Codex Alimentarius

para los cuales la delegación de la Unión Europea no haya expresado

una objeción.

De manera complementaría a estos objetivos y para facilitar el control

de la presencia en los alimentos de sustancias farmacológicamente activas

que no hayan sido objeto de una clasificación en la Unión Europea (UE), esta

norma también ha fijado un procedimiento para establecer valores de

referencia en concentraciones de residuos, es decir, en la menor

concentración de un residuo que pueda ser detectada y confirmada por un

laboratorio de control oficial. De una manera práctica, se explica que

concentraciones por debajo de este valor de referencia fijado para una

sustancia no autorizada no podrán dar lugar a incumplimientos de la

legislación comunitaria. Anteriormente este concepto era expresado a través

de los “Límites mínimos 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 información contenida en los anexos  del ya derogado Reglamento



2377/1990, es decir, los límites máximos de residuos (LMRs) de sustancias

farmacológicamente activas en los alimentos de origen animal, y se

introducen novedades como son:

 Se crean únicamente dos listas en lugar de los cuatro anexos

anteriores: LMRs para sustancias permitidas y lista de sustancias

prohibidas.

 Se introduce información acerca de la clasificación terapéutica de las

sustancias, así como posibles condiciones o restricciones de su

utilización.

 Se ordenan alfabéticamente.

El listado de sustancias farmacológicamente activas para las que no

puede establecerse límite máximo alguno que sea seguro para el consumidor

de forma que su utilización en animales productores de alimentos está

prohibida, incluye las siguientes:

 Aristolochia spp. y sus formulaciones

 Cloranfenicol

 Cloroformo

 Clorpromacina

 Colchicina

 Dapsona

 Dimetridazol

 Metronidazol

 Nitrofuranos

 Ronidazol

El Reglamento de LMR de sustancias farmacológicamente activas

también recoge los LMR de aditivos utilizados en alimentación animal



autorizados en base al Reglamento 1831/2003/CE, por supuesto contando

con una evaluación 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 países
Algunos países permiten el uso de ciertas sustancias prohibidas en la

Unión Europea, como por ejemplo, el uso de sustancias con actividad

hormonal. En países como Canadá, Nueva Zelanda, Australia y Estados

Unidos, están autorizadas. Así, la trenbolona, progesterona, zeranol, 17-β-

estradiol, testosterona y la somatotropina bovina están autorizadas en los

Estados Unidos y han sido fuente de conflicto permanente con la Unión

Europea.

La autorización en Estados Unidos de la utilización de la hormona

somatotropina bovina (BST) para aumentar la producción láctea de las vacas

lecheras y su prohibición por parte de la UE generó una gran polémica que

todavía continúa. La FDA estadounidense ha señalado, mediante estudios

toxicológicos, 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

síntesis 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 Prevención 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 patógenos entéricos zoonóticos 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

está controlado por el Servicio de Inspección 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 está diseñado para realizar muestreos para el control y la prevención

de la aparición de posibles restos de medicamentos veterinarios en animales

de granja destinados a consumo humano y sus productos. Este programa

también controla mataderos. (Reig y Toldrá, 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, código internacional de alimentos creado en 1962 por la

Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y Agricultura

(FAO), en conjunto con la Organización Mundial de la Salud (OMS).

Brasil define las normas de inspección y fiscalización obligatorias de

productos destinados a la alimentación animal a través de la Ley nº 6.198 de

26/12/74 y el subsiguiente Decreto nº76.986 de 06/01/76.

2.5 Normativas Reguladoras de la metodología analítica
2.5.1 Directiva Europea de métodos analíticos

Las inspecciones oficiales y los servicios analíticos vigilan el control

de residuos y sustancias no autorizadas siguiendo la Directiva 96/23/CE. La

metodología analítica debe incluir criterios para la identificación y

confirmación de las sustancias no autorizadas y  los residuos incluidos todos

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



Decisión de la comisión 2002/657/CE la cual nos aporta las reglas que deben

cumplir  los métodos  analíticos usados en el análisis de muestras oficiales y

un criterio especifico común para la interpretación de los resultados analíticos

de las muestras oficiales. La metodología analítica incluye los criterios para la

identificación de los analitos mediante métodos de barrido rápido, criba o

screening y para métodos de confirmación del analito detectado mediante

métodos de confirmación.

Nuevos conceptos como el límite de decisión (CCα) y la capacidad de

detección (CCβ) se incluyen en esta Decisión de la Comisión 2002/657/CE.

Los Estados miembros garantizan que las muestras oficiales tomadas

de acuerdo con la Directiva 96/23/CE se analicen según métodos que:

 Están documentados en las instrucciones de ensayo.

 Cumplen los criterios de funcionamiento y otros requisitos y

procedimientos de los métodos analíticos.

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

Decisión de la comisión 2002/657/CE.

 Cumplen los límites mínimos de funcionamiento exigidos (MRPL)

establecidos.

Los estados miembros aseguran la calidad de los resultados de los

análisis 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 ISO 17025.

2.5.2 Interpretación de los resultados
El resultado de un análisis se considerará no conforme si se supera el

límite de decisión del método de confirmación para el analito.



Si se ha establecido un límite permitido para una sustancia, el límite

de decisión es la concentración por encima de la cual puede decidirse con

una certeza estadística de 1-α que se ha superado el límite permitido.

Si no se ha establecido límite para una sustancia, el límite de decisión

es la concentración más baja a partir de la cual un método puede detectar la

presencia del analito en cuestión con una certeza estadística de 1-α.

Las técnicas analíticas que se utilizan para el cribado deben estar

validadas, hecho que se debe demostrar documentalmente y además tiene

que tener un porcentaje de falsos conformes menor al 5% (error β) al nivel de

interés. Las muestras que resultan sospechosas son confirmadas mediante

técnicas de confirmación.

2.5.3 Definiciones del límite de decisión y capacidad de detección
Las definiciones que se dan a continuación para ambos parámetros

están descritas en la Decisión 2002/657/CE (EC, 2002).

El límite de decisión CCα se define como el límite 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 detección CCβ es definida como el menor contenido

de una sustancia que puede ser detectada, identificada y/o cuantificada en

una muestra con una probabilidad β de error. En el caso de sustancias para

las que no se ha establecido un límite permitido, la capacidad de detección

es la concentración mínima en la que un método puede detectar muestras

realmente contaminadas con una certeza estadística de 1-β.

Ambos límites CCα y CCβ son básicos para demostrar el buen

funcionamiento de los métodos específicos que se utilizan en el laboratorio y

del equipo específico que se están utilizando para la detección y



confirmación de los analitos bajo unas condiciones de laboratorio especificas

para el control de las muestras.

En el Anexo I 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

límite máximo de residuo (MRL).

2.5.4 Validación
En primer lugar se define el concepto de validación. El concepto de

validación ha sido definido por la norma UNE-EN-ISO 8402 (UNE, 1995)

como “la confirmación mediante el examen y la aportación de evidencias

objetivas de que se han cumplido los requisitos particulares para una

utilización específica 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 España). La acreditación no se concede para un

laboratorio en su conjunto, sino que se acredita para la realización de

técnicas concretas, actualmente se rige por la norma europea 17025. Las

técnicas no normalizadas deben ser validadas en cada laboratorio.

La validación permite demostrar que un método analítico cumple los

criterios relativos a las características de funcionamiento aplicables. Para

cada tipo de método hay que determinar unas características de

funcionamiento:

Métodos de criba cualitativos, se debe determinar la capacidad de

detección (CCβ), la selectividad/especificidad y la robustez/estabilidad.



Métodos de criba cuantitativos, se deben determinar la capacidad de

detección (CCβ), el límite de decisión (CCα), la precisión, la

selectividad/especificidad y la robustez/estabilidad.

2.5.5 Procedimiento de validación
La validación de métodos puede realizarse a través de estudios

interlaboratorios o de acuerdo con estudios en un solo laboratorio o

validación interna.  El procedimiento de validación tendrá que cumplir unos

parámetros de funcionamiento independientes del modelo y otros

dependientes del modelo según se recoge en la Decisión CE 2002/657/CE

(EC, 2002). Entre los independientes del modelo están las características

comunes de funcionamiento que son:

1. Especificidad

2. Veracidad

3. Aplicabilidad/Robustez (cambios menores)

4. Estabilidad.

Por otra parte, están los parámetros dependientes del modelo, que

para la validación interna deben cumplir los siguientes requisitos:

5. Recuperación

6. Repetibilidad

7. Reproducibilidad intralaboratorio

8. Reproducibilidad

9. Límite de decisión (CCα)

10. Capacidad de detección (CCβ)

11. Curvas de calibrado

12. Robustez (cambios importantes)



2.6 Metodologías analíticas
El análisis de residuos en alimentos ha sufrido una evolución con el

paso del tiempo, todo ello debido al avance tecnológico y al uso sofisticado

de nuevos equipos de análisis instrumental, que con el paso de los años se

han ido introduciendo en los laboratorios de referencia y en muchos casos se

ha visto favorecido por un relativo descenso de su cuantía económica. La

figura 6 muestra la rápida evolución de las técnicas analíticas en función del

tiempo

Figura 6 – Evolución de las técnicas analíticas en el tiempo (De Brabender et al.,
2009).

La capacidad de detección ha mejorado mucho con el uso de los

nuevos equipos de análisis instrumental, ya que para las sustancias del

grupo A la legislación exige una detección de residuos lo más baja posible,



tolerancia cero. La mejora en la detección se ha visto muy influenciada por la

preparación de las muestras, paso previo, que también ha sufrido un notable

avance, el uso de técnicas de extracción y concentración como son la

extracción en fase sólida (SPE) mediante cartuchos o columnas desechables,

la extracción mediante columnas de inmunoafinidad (IAC) y el uso de

polímeros de impresión molecular (MIP’s), la cromatografía líquida de alta

resolución (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 análisis de los residuos de medicamentos veterinarios tiene como

objetivo la evaluación de los efectos nocivos bajo un enfoque rigurosamente

científico. Para comprender la complejidad de estos métodos analíticos hay

que documentar cada una de las partes de que consta el proceso y hay que

dar al residuo su dimensión toxicológica, ya que es una sustancia nociva

para el organismo. Así pues se definen:

1. la naturaleza de las muestras,

2. el tratamiento de las muestras y

3. el método instrumental  empleado en la técnica analítica 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 están diseñados para evitar falsos negativos. Las técnicas de

análisis utilizadas para el análisis inicial suelen ser métodos inmunológicos

(biosensores, ELISA), microbiológicos y cromatográficos (HPLC, HPTLC)

(Toldrá y Reig, 2006).



Los métodos de confirmación por el contrario, son aquellos que

permiten obtener información adicional para la cuantificación e identificación

inequívoca del analito (Decisión de la comisión 2002/657/CE).

2.6.1 Muestras
Las muestras utilizadas para el control de residuos proceden de

explotaciones ganaderas, son muestras biológicas de animales vivos, como

la orina y el pelo de bovino, también se analiza el pienso de distintas

especies (avícola, cunícola, 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 µg/Kg y gran

cantidad de compuestos interferentes que dificultan la detección de los

residuos.

Los métodos microbiológicos fueron utilizados durante años para

detectar los compuestos con actividad antimicrobiana, pero actualmente

están en desuso ya que no permiten discriminar sustancias entre una misma

familia terapéutica. Por otra parte, tampoco son validos para la detección de

compuestos sin actividad microbiana (Aerts at al., 1995).

Cada muestra tiene sus propios requisitos que se resumen

brevemente a continuación:

El agua es una matriz fácil de tratar, la muestra debe ser

representativa y se mantiene en congelación hasta el momento del análisis.

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 congelación hasta el momento de su análisis. La orina es un

fluido biológico que no necesita homogenización.



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 preparación laboriosa de la muestra.

2.6.2 Preparación de las muestras
Los protocolos generales para el tratamiento de las muestras constan

de una etapa de extracción y otra de purificación al objeto de aislar los

analitos de interés de las distintas matrices. Los protocolos análiticos de

extracción y purificación de una matriz biológica deben adaptarse en función

de la especificidad y sensibilidad de las técnicas utilizadas para su detección

(Kinsella et al., 2009). La elaboración de un buen protocolo de análisis se

basa en el conocimiento de las características químicas del analito a

detectar: solubilidad, polaridad, etc., lo cual permite determinar su

comportamiento en la extracción bien con disolventes o bien en fase sólida.

En segundo lugar, se valoran los parámetros de reproducibilidad, precisión,

exactitud y seguridad, permitiendo realizar el trabajo de análisis de las

muestras de una forma automática, con el menor tiempo posible y con un

coste razonable. Una vez establecido este protocolo de análisis se procede a

la validación del método.

El primer paso dentro del protocolo de extracción consiste en la

preparación de la muestra. La preparación de la muestra es un

procedimiento de vital importancia para el análisis químico ya que según

algunas estimaciones entre el 60 y el 80% del trabajo y del coste de un

laboratorio analítico se utiliza para el tratamiento o preparación de la

muestra. El sistema de preparación 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 extracción y

purificación sean las adecuadas o una dilución de la misma para reducir la



viscosidad y asegurar una fluidez adecuada para su análisis. La preparación

de la muestra en el análisis de residuos permite concentrar los componentes

hasta los niveles adecuados para poder proceder a su detección y también,

eliminar la presencia de elementos que puedan interferir y/o dificultar la

detección de las sustancias de interés (Bogialli et al., 2007).

Los métodos más utilizados para la preparación de las muestras

incluyen la extracción líquido-líquido, la centrifugación y la extracción en fase

sólida.

La extracción líquido-líquido (LLE) se basa en el empleo de

disolventes adecuados para extraer los analitos de interés de la muestra,

generalmente se utilizan disolventes orgánicos (hexano, tert-butilmetileter,

etc.) logrando una separación de los compuestos de interés en la fracción

orgánica. Básicamente la extracción se realiza de la siguiente manera,

considerando que la muestra contiene los analitos disueltos en una muestra

acuosa, se realiza un lavado líquido/líquido (LLE) añadiendo un cierto

volumen de un disolvente orgánico, seguidamente la muestra se agita o se

sonica con un ultrasonidos y se centrifuga, siendo en este último paso donde

se separan las fases. En la fase orgánica es donde se encuentran los

analitos de interés, en la fase acuosa permanecerán los compuestos

hidrófilos, iónicos y las sales.

En algunos casos puede interesar la ionización de los analitos de

interés, añadiendo por ejemplo ácido clorhídrico,  al objeto de que estos

permanezcan en la solución acuosa y posteriormente añadir un disolvente

orgánico para separar los compuestos apolares de interés. La utilización de

una solución ácida permite la extracción de compuestos nitrogenados,

mientras que la utilización de una solución alcalina permite ionizar ciertos

ácidos orgánicos, compuestos fenólicos y otros pigmentos.



La extracción en fase sólida (SPE) se basa en las interacciones de

uniones lábiles (electrostáticas, iónicas, de Van der Waals, etc) entre los

constituyentes de la fase líquida (muestra) y una fase estacionaria sólida.

Esta fase estacionaria está constituida, normalmente por sílice con

agrupaciones químicas de tipo polar (cadenas alquilo), de polaridad

intermedia (-OH, -CN, -NH2,…) o muy polares. La fase estacionaría viene

empaquetada en un cartucho de polipropileno o cualquier otro polímero inerte

y son de un solo uso. Este relleno es el que interacciona con la muestra

reteniendo los analitos de interés. La extracción en fase sólida consiste en el

acondicionamiento del cartucho, la carga de la muestra, lavado y elución de

la muestra. Un protocolo típico de extracción en fase sólida se muestra en la

figura 7.

Figura 7 – Protocolo de preparación de la muestra por extracción en fase sólida.
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2.6.2.1 Agua
Las muestras de agua llegan al laboratorio congeladas y hasta el

momento de procesarlas se mantienen en congelación. Una vez

descongelada, el agua necesita ser centrifugada  para eliminar posibles

partículas en suspensión y  queda disponible para el análisis.

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

extracción líquida o bien a su disolución, filtración y posterior extracción en

fase sólida (SPE) para la limpieza y concentración de la muestra.

2.6.2.3 Orina

La orina es un fluido que no necesita homogenización pero sí

centrifugación para eliminar partículas en suspensión. Después de centrifugar

se toma una alícuota, se diluye con tampón y se ajusta el pH. Algunos

analitos forman conjugados, tales como glucurónidos, de manera que es

necesario someter a la muestra a una hidrolisis para liberar al analito. La

hidrólisis enzimática con Helix pomatia, que contiene sulfatasa y β-

glucoronidasa, es un tratamiento suave y suele ser la más utilizada dado que

da buenos resultados.

Se deben tomar precauciones a la hora de realizar otros tipos de

hidrólisis ya que en algunos casos, hidrólisis ácidas o alcalinas son más

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 nitrógeno. Algunos métodos

preparativos incluyen una hidrólisis ácida 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

número de muestras simultáneamente y se utilizan para cribar gran número

de muestras en busca de posibles resultados no conformes.

Todos los métodos analíticos que se utilicen para la criba o screening

deben cumplir unos requisitos generales. En primer lugar, la manipulación de

la muestra debe garantizar que se evite la contaminación accidental o la

pérdida del analito, obteniéndose la máxima probabilidad de detectar la

sustancia. En segundo lugar, se debe determinar la recuperación y la

especificidad. La definición de ambos términos (EC, 2002) es la siguiente:

La recuperación es el  porcentaje de la concentración real de una

sustancia recuperado durante el procedimiento analítico. Se emplea material

en blanco enriquecido con el analito de interés. Este factor siempre se

determina en la validación si no se dispone de material certificado de

referencia.

La especificidad es la  capacidad de un método para distinguir entre el

analito que se está midiendo y otras sustancias.

De acuerdo con la Decisión 2002/657/CE que se aplica a la Directiva

96/23/CE, para el cribado o screening se utilizarán técnicas analíticas

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



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

nivel de interés.

2.6.3.1. Ensayos ELISA
Hay distintas técnicas disponibles para el screening o barrido rápido

de muestras pero en los últimos años 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 análisis inicial debido

a que son fáciles de usar, sensibles, rápidos y permiten analizar gran número

de muestras de forma simultánea (Hahnau y Jülicher, 1996; Toldrá y Reig,

2006; Reig y Toldrá, 2008a).

Actualmente, existen muchos kits ELISA en el mercado. En la tabla 3

se muestran algunos de los diferentes tipos de kits disponibles

comercialmente según la sustancia o grupos de sustancias que se quiera

detectar.

Los límites de detección dependerán de la extracción y limpieza que

se le haga a la muestra. Dependiendo de la matriz a analizar, la preparación

de la muestra consta desde una simple dilución con tampón, en el caso más

sencillo, hasta una hidrólisis enzimática y una extracción en fase sólida

(SPE).

Los métodos inmunológicos son específicos para cada tipo de analito,

están basados en una reacción antígeno-anticuerpo. En los últimos años se

han desarrollado un gran número de inmunoensayos para la detección de

residuos en alimentos. Las reacciones antígeno-anticuerpo han sido usadas

durante muchos años para detectar una gran variedad de constituyentes de

alimentos incluyendo las sustancias responsables de adulteraciones y

contaminantes. La interacción antígeno anticuerpo es muy específica y muy



útil en la detección de residuos químicos y de medicamentos veterinarios que

aparecen en los alimentos de origen animal. La técnica más usada consiste

en un ensayo basado en una enzima ligada a un inmunosorbente  (ELISA) y

el sistema de detección por lectura espectrofotométrica. Hay diferentes

formatos para la cuantificación por antígenos.

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

Tipo de residuo Grupo
Principal

sustancia a detectar

Límite

de detección

(ng/mL)

Estrógenos A 1 Dietilestilbestrol 0.2

Esteroides A 3 Trembolona 0.5

Lactonas del ácido

resorcílico
A 4 Zeranol 0.25

β-agonistas A 5 Clembuterol 0.3

Antibioticos A 6 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 β-agonistas se emplea el anticuerpo de oveja anti-

inmunoglobulina G de conejo, que recubre cada uno de los pocillos. En una

primera incubación se mezclan los anticuerpos específicos, el conjugado y se

incuba con el extracto de la muestras a analizar o los patrones que contienen

los antígenos. Los anticuerpos específicos se unen a los anticuerpos

inmovilizados en el pocillo y al mismo tiempo los β-agonistas o el analito

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



unión en los sitios específicos de los anticuerpos. Después de un tiempo de

incubación, 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 adición del sustrato cromógeno (tetrametilbenzidina), es decir, se añade el

sustrato apropiado se incuba la placa y se desarrolla el color.  Esta reacción

finaliza con la adición de un ácido. Se mide la intensidad del color leyendo la

absorbancia óptica a 450 nm, cuyo valor es inversamente proporcional a la

concentración de analito problema en la muestra.

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

ensayo ELISA competitivo o indirecto.

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

La lectura e interpretación de los resultados se basa en la variación

de la absorbancia en función del tiempo para muestras positivas y negativas

y tiempo óptimo de lectura o parada de la reacción (Figura 9).



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 leídos ciertos ensayos

rutinarios en los que no haga falta una cuantificación y no se presenten

abundantes casos dudosos (el ojo humano no es capaz de discernir una

variación de 0,1 de densidad óptica) ya que dicha lectura visual tendrá el

inconveniente de la subjetividad y el de diagnosticar equivocadamente los

casos límite. No obstante, evita la adquisición de aparatos relativamente

costosos como son los lectores de microplacas.

Una de las grandes ventajas de la técnica ELISA es la posible

automatización de la lectura y, por lo tanto, su objetividad. Dicha

automatización se puede conseguir con un simple colorímetro o

espectrofotómetro de cubeta o con sofisticados equipos de lectura

automática de microplacas.

Los resultados finales de la lectura colorimétrica se reflejan

numéricamente mediante valores de absorbancia o densidad óptica que se
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obtendrán a la longitud de onda más adecuada para la coloración final

alcanzada.

Los kits ELISA ofrecen la ventaja de poder analizar un gran número

de muestras por kit, en un tiempo relativamente corto, con buena

especificidad y sensibilidad cuando se compara con métodos tradicionales

(Hahnau y Jülicher, 1996; Toldrá y Reig, 2006).

Además de los kits ELISA basados en el desarrollo de color y que se

encuentran hoy día 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 límites de detección.

En general, los límites de detección dependen de la extracción y de la

purificación 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 mayoría 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 rápido. 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 química es similar o más raramente, debido a cambios de pH o

composición 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 β-agonistas cuya estructura química es parecida al

clembuterol. La parte positiva de estas interacciones es que la detección del

residuo tiene valor de técnica multiresiduo pero siempre se tendrán  que

utilizar métodos de confirmación para poder asegurar y confirmar el analito o

analitos que se están detectando. Todas las muestras con resultado no

conforme o dudoso deben ser confirmadas.



Tabla 4. Límites de detección de kits ELISA para diferentes residuos y distintas
matrices.

Tipo de residuo Grupo Matriz Límite de
Detección

Referencia

Eritromicina
Tilosina

Antibiótico Carne de
bovino

0,4 ng/mL Draisci et al,
2001.4 ng/mL

Oxitetraciclina
Clortetraciclina
Tetraciclina

Carne de
pollo

<EU MRL De Walsch et al,
2001.

Bacitracina
Tilosina
Espiramicina
Virginiamicina
Olaquindox

Pienso 1 µg/g Situ y Elliott,
2005.

Sulfaclorpiridacina Carne de
pollo

100 ng/g Wang et al, 2006.

Tetraciclina Plasma de
cerdo

10 ng/mL Lee et al, 2001.

Tilosina
Tetraciclina

Agua 0,1 ng/mL
0,05 ng/mL

Kumar et al,
2004.

Cloranfenicol Carne de
pollo

6 ng/mL Zhang et al.,
2006.

Dietilestilbestrol

Hexoestrol

Estrógeno Carne de
pollo

0,07 ng/mL Xu et al., 2006.

Carne de
cerdo

0,07 ng/mL Xu et al., 2006b.

Avermectina Insecticida Hígado de
bovino

1,06 ng/mL Shi et al., 2006.

Acetato de
Medroxiprogesterona

Esteroide Carne de
pollo

0,096 ng/mL Chifang et al.,
2006.

Semicarbacida Nitrofurano Carne de
pollo

Carne de
pollo

CCβ=0,25
ng/g

Cooper et al.,
2007a.

Dimetridazol
Metronidazol
Ronidazol
Hidroxidimetridazol
Ipronidazol

Nitroimidazol CCβ= 2 ng/g Huet et al., 2005.
CCβ= 10 ng/g
CCβ= 20 ng/g
CCβ= 20 ng/g
CCβ= 40 ng/g

Azaperol
Azaperona
Carazolol
Acepromacina
Clorpromacina
Propionilpromacina

Tranquilizantes Riñón de
cerdo

5 ng/g Cooper et al.,
2007b.15 ng/g

5 ng/g
5 ng/g
20 ng/g
5 ng/g



Un ejemplo de esquema del procedimiento general para el análisis de

muestras de carne se esquematiza en la figura 10.

Para cada kit ELISA se realizan las rectas de calibración y se expresa

la densidad óptica (DO) en función del logaritmo de la concentración. Deben

presentar un buen coeficiente de correlación y una buena sensibilidad para

que los resultados sean válidos. B
ST

R

Figura 10 - Ejemplo del esquema general del procedimiento a seguir en el análisis 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

detección de cloranfenicol en porcino, que se realizó en 2002 con la

participación de 20 países de la Unión Europea. Este estudio se realizó en

muestras de músculo 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 comparación de kits ELISA, se llevo a cabo realizando un estudio

interlaboratorio con 15 laboratorios de países de la Unión Europea que

representaban Agencias gubernamentales e industrias privadas, fue

realizado para la detección 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 reacción cruzada con las toxinas formadas

por Fussarium spp, dando resultados falsos no conformes.

En todos los protocolos de análisis 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 purificación de la

muestra, normalmente se realiza una extracción en fase sólida.

2.6.3.2 Cromatografía de inmunoafinidad
Este tipo de cromatografía se ha utilizado para la extracción y

purificación de un analito  o analitos de un mismo grupo en particular y se

basa en una interacción antígeno-anticuerpo específica. En el esquema de la

figura 11 se muestra el modo de actuación.

Las columnas están rellenas de una matriz sólida, normalmente un gel

como la sefarosa 4B que lleva un anticuerpo ligado el cual es específico para

el analito a detectar. La muestra es inyectada en la columna y seguidamente,

se lava la columna con tampón de forma que elimine interferencias y sólo

quede retenido el analito de interés. A continuación se eluye la muestra y el

eluído es llevado a sequedad con nitrógeno. Se redisuelve con fase móvil



antes de ser inyectado en el sistema cromatográfico (Campbell y Armstrong,

2007). Existen otros protocolos mediante columnas de inmunoafinidad cuyo

gel contiene anticuerpos específicos, como puede ser el zeranol, que se

acoplan a CNBr-Sefarosa 4B activada (Zhang et al., 2006a). La extracción y

purificación de las muestras mediante la columna de inmunoafinidad requiere

de un paso posterior de aplicación de la muestra en una placa ELISA,

inyección en HPLC, GC, etc. Es decir, las columnas sólo se usan para

preparar la muestra para su análisis.

Muestra
+

Analito

Acetonitrilo
+

1% äcido
acético

Analito

Metanol
+

10% ácido acético

Eluído

Evaporación LC

Anticuerpo
+

Analito
Anticuerpo

Anticuerpo

Extracción Lavado Desorción

Figura 11 – Esquema de la cromatografía de inmunoafinidad.

Las columnas de inmunoafinidad son altamente específicas para cada

tipo de analito, lo cual resulta muy importante para poder reducir el límite de

detección. Sólo están 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 reacción



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 número de usos es limitado.

2.6.3.3 Técnicas cromatográficas
La cromatografía en capa fina (HPTLC) ha sido aplicada con éxito

durante muchos años para la detección cualitativa y cuantitativa de residuos

en alimentos, aunque actualmente ya no es muy utilizada.

El uso de la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), que se

expandió durante la década de los 90, y su automatización han facilitado  su

uso como técnica de criba. La cromatografía líquida de alta resolución es una

técnica separativa y su poder para discriminar una sustancia de otra va a

depender del detector. La elección del sistema de detección 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 modificación química previa

para que puedan ser detectados. Se trata de modificar la molécula de forma

que sea capaz de emitir fluorescencia, absorber radiación ultravioleta, etc.

(Bergweff y Schloeser, 2003). Normalmente, la aplicación de técnicas

multiresiduo se basa en una extracción y purificación de la muestra que

consiste en una extracción en fase sólida, filtración e inyección de la muestra

en el sistema cromatográfico, usando para la separación 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 detección de

antibióticos en carne, riñón y leche (Cinquina et al., 2003; Couper et al.,1995,

Furusawa, 1999), también se usa en la detección de residuos de

medicamentos veterinarios en huevos, leche, pescados y carne (Aerts et

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



orina (Vanden Bussche et al., 2009), así como la detección 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 síntesis, se muestran en la tabla 5

los métodos de screening o criba más frecuentemente utilizados en la

detección de determinados residuos medicamentosos.

Tabla 5 - Métodos de screening o criba utilizados en la detección de determinados
analitos específicos.

Matriz β-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 está definido en la

legislación según la Decisión de la Comisión 2002/657/CE, que define la

aplicación del método adecuado para cada sustancia.

Los métodos de confirmación para residuos orgánicos deben incluir

información estructural. Por lo tanto, los métodos basados exclusivamente en

análisis cromatográficos, que prescinden de la detección por espectrometría

de masas, no convienen por sí solos como métodos de confirmación. No

obstante, si una técnica por sí sola carece de la especificidad necesaria,

dicha especificidad se obtendrá por medio de procedimientos analíticos

consistentes en combinaciones adecuadas de limpieza, separación

cromatográfica y detección espectrométrica.



Los métodos o combinaciones de métodos que se consideran

correctos para la identificación de residuos orgánicos se indican en la tabla 6.

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

Técnica de
medida Sustancias Limitaciones

CL o CG con
detección por
MS

Grupos A y B

Sólo si se utilizan técnicas de barrido completo
o técnicas que no registran los espectro de
masas completos, pero incluyen al menos 3
(grupo B) o 4 (grupo A) puntos de identificación.

CL – DAD
barrido
completo

Grupo B
Deben cumplirse los requisitos específicos de
absorción en la espectrometría de UV

En los métodos de confirmación existen unos criterios y requisitos de

funcionamiento comunes que hay que cumplir. Estos son:

 Los métodos de confirmación proporcionarán información sobre la

estructura química del analito.

 Los métodos cromatográficos sin detección de espectrometría de

masas no convienen por sí solos como métodos de confirmación.

 Se debe utilizar un patrón interno (IS) adecuado y se añadirá al

comenzar el procedimiento de extracción.

 Se emplearán como patrones internos los deuterados, especialmente

indicados para la detección por espectrometría de masas, o

compuestos relacionados estructuralmente con el analito.

 Cuando no se pueda utilizar un patrón interno adecuado, la

identificación del analito se confirmará mediante la co-cromatografía.

 Los materiales de referencia o enriquecidos que contengan

cantidades conocidas de analito, así como los materiales de control



conformes y los blancos de reactivo, deberán utilizarse durante todo

el proceso simultáneamente con cada lote de muestras.

 El orden para inyectar las muestras es el siguiente:

1. Blanco de reactivo

2. Muestra de control conforme

3. Muestra a confirmar

4. Muestra de control conforme

5. Muestra de control no conforme

La co-cromatografía se utiliza para la identificación y confirmación del

analito cuando no se dispone de espectrómetro de masas

El extracto de la muestra se divide en dos partes iguales antes de la

cromatografía, una parte se cromatografía tal cual y la otra se mezcla con el

analito patrón que debe medirse y es cromatografiado de nuevo. La cantidad

de analito patrón añadido debe ser similar a la cantidad de analito estimada

en el extracto. Solamente debe aumentar el área del pico correspondiente al

analito no conforme, teniendo en cuenta la cantidad añadida y la dilución del

extracto. La anchura del pico a la mitad de su altura máxima debe estar

aproximadamente dentro del margen de ± 10% de la anchura inicial y los

tiempos de retención serán idénticos, con una tolerancia del 5%.

Este método está diseñado para identificar un analito cuando no se

puede utilizar el patrón interno adecuado.

Los métodos confirmatorios están basados preferentemente en la

espectrometría de masas, esta técnica nos revela información de la

estructura molecular, lo cual nos proporciona una identificación inequívoca

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 análisis

repetidos de un material de referencia certificado. La fracción de masa

determinada experimentalmente debe estar dentro de unos límites:

 Fracción de masa ≤ 1 µg/kg el intervalo está entre -50% a +20%

 Fracción de masa > 1µg/kg a 10 µg/kg, el intervalo está entre -30% a

+10%.

 Fracción de masa ≥ 10 µg/kg, el intervalo está entre -20% a +10%

Cuando no se dispone de material de referencia, la veracidad de las

mediciones se valora mediante la recuperación de las adiciones de

cantidades conocidas de uno o varios analitos añadidos a una matriz blanco.

Los intervalos para las fracciones de masa son idénticos, es decir que la

recuperación media sólo es aceptable si está dentro de los intervalos

correspondientes a cada fracción de masa.

2.6.5.2 Precisión

La Precisión es el grado de concordancia entre resultados de ensayos

independientes obtenidos en condiciones estipuladas. La precisión se calcula

como la desviación estándar de los resultados de los ensayos.

2.7 Descripción de los principales grupos y sustancias más
representativas

El análisis 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 prescripción

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 anabólico 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 según la  Directiva 96/23/EC
y algunas de las sustancias más representativas.

GRUPO  A: Sustancias con efecto
anabólico

Sustancias representativas

1. Estilbenos Dietilestilbestrol, hexestrol,
dienestrol

2. Agentes antitiroideos Tiouracilos

3. Esteroides
Andrógenos
Gestágenos
Estrógenos

Acetato deTrenbolona
Acetato de  Melengestrol
17-β estradiol

4. Lactonas del ácido resorcílico Zeranol

5. Beta-agonistas Clembuterol, mabuterol, salbutamol,
mapenterol, terbutaline, cimaterol,
tulobuterol, bromobuterol

6. Otros compuestos Nitrofuranos (nitrofurazona,
nitrofurantoina, furazolidona,
furaltadona), cloramfenicol



Tabla 8 - Lista de sustancias pertenecientes al grupo B según la  Directiva 96/23/EC
y algunas de las sustancias más representativas.

GRUPO B: Medicamentos veterinarios Sustancias representativas

1. Sustancias antibacterianas
Sulfonamidas y quinolonas

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

2. Otras drogas veterinarias
2.a) Antihelminticos

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

2.b) Anticoccidianos, incluyendo
nitroimidazoles

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

2.c) Carbamatos y  piretroides Carbamatos, piretroides

2.d) Tranquilizantes Acepromazina, azaperona,
cloropromazina, xylazina, β-
bloqueante del carazolol

2.e) Antiinflamatorios no esteroideos (AINS) Flunixina

2.f) Otras sustancias farmacológicamente
activas

Dexametasona



2.7.1 Análisis  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), tireostáticos o agentes antitiroideos (grupo

A2), beta agonistas o agentes de reparto (grupo A5), las sustancias del

anexo IV dónde encontramos sustancias tan destacadas como el

cloranfenicol. Un resumen de los principales métodos de análisis que han

sido desarollados en los últimos años y publicados en revistas se muestra en

la tabla 9.

Los esteroides son hormonas y actúan como tales, este grupo de

compuestos comprende estrógenos, gestágenos y andrógenos (Grupos A1,

A3, A4). Los estrógenos endógenos o esteroides C18 (estrona, estradiol,

estriol) son menos activos oralmente que sus homólogos sintéticos

(etinilestradiol). Otro grupo son los compuestos xenobióticos no esteroideos

dónde encontramos las sustancias pertenecientes al grupo A1

(Dietilestilbestrol, hexestrol, dienestrol) y las sustancias pertenecientes al

grupo A4 (zeranol). Los gestágenos se emplean en forma de ésteres (acetato

de melengestrol) y se pueden usar también en combinación con estrogénos.

Entre los andrógenos 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 dónde se encuentran en

mayor concentración asumiendo que le hayan sido suministradas al animal.

Se pueden detectar en muestras de  riñón e hígado y también en leche,

grasa, orina, heces y pelo.

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

crecimiento ilegales que empezaron a utilizarse alrededor de los años 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 músculo. En la

Unión Europea estas sustancias están prohibidas pero en otros países como

USA, Méjico y Sud-Africa, algunos β-agonistas como zilpaterol están

autorizados para el engorde de animales (Stachel et al., 2003; Plasencia et

al.,1999).

El compuesto más importante y más conocido es el clembuterol, los métodos

más utilizados para su detección son los inmunoensayos  (ELISA), los

biosensores (Lei et al. 2008, Granja et al. 2007, Haughey et al. 2001), la

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y la cromatografía de gases

con detección por espectrometría de masas (GC-MS). Actualmente la técnica

de elección para los métodos confirmatorios para este tipo de promotores de

crecimiento es CL-MS.

Las sustancias más importantes del Grupo A6 (sustancias del anexo

IV) son el cloranfenicol (CAP) y los nitrofuranos, principalmente se detectan

en las importaciones procedentes de terceros países en carne de pollo y en

acuicultura.

El cloranfenicol es un antimicrobiano de amplio espectro y

actualmente se prepara sintéticamente. Para la detección del cloranfenicol se

utilizan un gran número de métodos entre los que se encuentran los

inmunológicos (ELISA) (Ferguson et al. 2005) y para los métodos

confirmatorios la cromatografía líquida con detección por espectrometría 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 genotóxico y a sus

propiedades mutagénicas. Son rápidamente metabolizados en el organismo

lo cual dificulta su detección.



2.7.2 Análisis 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 extensión de sustancias

que componen este grupo B. Un resumen de los principales métodos de

análisis que han sido desarrollados en los últimos años 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 combinación

con antimicrobianos o con β-agonistas. El uso de estos fármacos

(dexametasona, betametasona y prednisola por citar los más conocidos) está

muy regulado cuando se utilizan de forma legal, cumpliendo  los períodos de

supresión entre el tratamiento y el sacrificio del animal.

Los métodos más utilizados para la detección de estas sustancias

durante los años 80 fueron el radio-inmunoensayo y la cromatografía en capa

fina TLC (Neufeld et al., 1998, Vanoosthuyze et al., 1993). Posteriormente se

introdujo la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con detección de

ultravioleta visible (UV) (Violin, 1995) y posteriormente la cromatografía de

gases por espectrometría de masas (GC-MS) (Hidalgo et al., 2003).

El grupo de las sustancias antibacterianas (grupo B1, 2Ba, B2b, B2c)

es muy importante en la producción animal, estas sustancias se utilizan para

el tratamiento y prevención de enfermedades.



Tabla 9 – Resumen de los principales métodos de análisis de las sustancias
pertenecientes a los grupos A y B según la  Directiva 96/23/EC.

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

Residuo Tipo de
matriz

Tipo de
columna Detector CCα

(ppb)
CCβ
(ppb)

Recup.
(%)

Refs

Melengestrol
Megestrol
Medroxypro-
gesterona

Grasa de
riñón

Hypersil
ODS
5 μm

MS/MS
APCI+

0,20
0,22
0,22

0,33
0,38
0,37 -

Kaklamano
sa et al.

2009

Melengestrol
Megestrol
Clormadinona
Medroxypro-
gesterona

Grasa de
riñón

Waters
Sunfire C18

3,5  μm
MS/MS

ESI+

0,15
0,15
0,37
0,24

0,19
0,19
0,47
0,32

-
Lohmus et

al. 2007

Clenbuterol
Ractopamina
Cimaterol

Hígado
de

bovino

Synergi
MAX-

RP80A
4 μm

MS/MS
ESI+

0,08
0,15
0,13

0,27
0,32
0,52 - Blanca et

al. 2005

Sulfadiacina
Sulfatiazol
Sulfapiridina
Sulfameracina
Sulfametacina
Sulfamono-
metoxina
Sulfaclorpi-
ridazina
Sulfameto-
xazol
Sulfaquino-
xalina

Músculo C8
5 μm

DAD
270 nm

109,3
116,2
110,2
105,2
106,6
106,6

108,8

107,1

107,8

120,0
134,9
121,7
110,9
113,9
114,1

119,1

115,0

116,4

73
55
80
79
80
81

72

76

77

Peccorelli
et al. 2004

Terbutalina
Ritodrina
Hidroximetil-
clenbuterol
Tulobuterol
Clenpeterol
Isoxsuprine
Salbutamol
Cimaterol
Ractopamina
Clenbuterol
Brombuterol
Mabuterol

Hígado
de

bovino

Inertsil C8
5 μm

MS/MS
APCI+

0,3
0,2
0,1

0,1
0,1
0,3
0,3
0,1
0,2
0,1
0,2
0,1

0,5
0,4
0,2

0,2
0,2
0,5
0,5
0,2
0,3
0,2
0,3
0,2

41
67
74

41
57
28
65
71
52
61
53
64

Fesser et
al. 2005



Tabla 9 – Continuación.

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

ion spray)
a Límite de detección, bLímite de identificación

Residuo Tipo de
matriz

Tipo de
columna Detector CCα

(ppb)
CCβ
(ppb)

Recup.
(%)

Refs

Minociclina
Tetraciclina
Oxitetraciclina
Clortetraciclin
Doxiciclina

Músculo
de

bovino

Inertsil ODS
3,5  μm

HPLC-
DAD

46,53
27,98
29,18
45,95
42,97

53,57
31,83
30,97
51,69
47,26

104
112
91
115
107

Samanidou
et al 2005

Hexestrol
Dietilestil-
bestrol
Androsterona
Estradiol
Zeranol
α-Zearalenol

Carne de
cerdo

DB-5, 30 m,
0,25 μm

GC-
MS/MS

0,2a

0,1

0,2
0,1
0,1
0,1

-
-

-
-
-
-

84,6
80,1

91,0
95,8
95,3
94,6

Fuh et al.
2004

α-zeranol
α-estradiol
Dietilestil-
bestrol

Músculo
de aves

Alltima C18,
5 μm

MS/MS
TIS-

0,08
0,11
0,04

0,87
0,85
0,33

90
100
80

Gentili et
al. 2006

β-boldenone
α-boldenone

Orina Nucleosil
C18

5 μm

MS/MS
API-

0,52
0,70

0,70
0,93

76,0
71,0

Buiarelli et
al. 2005

Nitrofurantoin
Furaltadona
Furazolidona
Nitrofurazona

Carne de
pollo

Simmetry
C18

3,5 μm

MS/MS
ESI+

0,21
0,12
0,11
0,20

0,36
0,21
0,19
0,34

85-122
Mottier et
al. 2005

Zeranol
17α-trenbolo-
na
Metiltestoste-
rona
17β-estradiol
17α-testoste-
rona
Melengestrol

Pelo de
bovino

OV-1,
0,25 μm

GC-
MS/MS

2,66a

0,76

1,02

0,12
0,29

1,12

4,48b

1,99

1,74

0,19
0,85

1,07

-
-

-

-
-

-

Rambaud
et al. 2007



Tabla 9 – Continuación.

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

a Límite de detección

Residuo Tipo de
matriz

Tipo de
columna Detector CCα

(ppb)
CCβ
(ppb)

Recup.
(%)

Refs

Cloranfenicol
Carne de
porcino y

bovino

Synergi
MAX RP

4 μm

MS/MS
ESI- 0,15 0,22 80-100 Vinci et al.

2005

Cloranfenicol Riñón Nucleodur
C18, 5 μm

MS/MS
ESI-

0,05 0,09 - Ashwin et
al. 2005

Trenbolona
Testosterona
Melengestrol
acetato
Progesterona

Músculo
de aves

Alltima C18
5 μm

MS/MS
APCI+

-
0,03
0,03

0,21

0,13
0,21
0,26

0,16

99
97
90

96

Gentili et
al. 2006

Diclazuril Carne de
pollo

Simmetry
C18
5 μm

MS/MS
ESI-

0,5 0,6 111 Mortier et
al. 2005

Diethylestil-
bestrol
Dienestrol
Zeranol
Taleranol
Zearalanona
Zearalanona
α-zearalenol
β-zearalenol

Hígado
de

bovino

DB5-MS
0,25 µm

GC-
MS/MS

0,10
0,15
0,27
0,32
0,26
0,33
0,33
0,31

0,17
0,25
0,45
0,55
0,45
0,57
0,56
0,53

29-67

Dickson et
al. 2009

α-trenbolona
β-trenbolona

Hígado
de

bovino

Zorbax
XDB-C18

5 μm

MS/MS
ESI+

0,5a

0,5 - 76,3
79,1

Horie y
Nakazawa,

2000

Amoxicilina Carne de
pollo

PLRP-S
100 A

MS/MS
ESI+ 51,6 57,4 - De Baere

et al. 2005

Halofuginona Hígado
de pollo

Prodigy
C18
5 μm

MS/MS 35,4 43,6 - Yakkundi
et al. 2003
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3. OBJETIVOS

Existe un gran número de métodos para la detección, determinación y

confirmación de residuos en distintas matrices biológicas  como orina, heces,

hígado 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 rápidos de detección (Toldrá y Reig, 2006;

Aristoy et al., 2007). Recientemente, los métodos y los criterios para la

interpretación de los resultados analíticos de los controles oficiales de los

laboratorios han sido regulados por la Unión Europea mediante la Decisión

2002/657/EC (EC, 2002).

La Directiva Europea 96/23/EC contiene una guía 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 Unión

Europea, para fijar un plan de vigilancia nacional incluyendo los detalles para

la toma de muestras en distintos puntos geográficos. 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 β-agonistas),

ii) Sustancias del grupo B: Medicamentos veterinarios y contaminantes.

La problemática de la investigación de residuos en animales de granja

es uno de los temas  más complejos que la administración debe afrontar para

asegurar la protección de la salud pública, pero también  presenta

connotaciones económicas que afectan a los productores. Así, la

determinación de los residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos



de origen animal se ha convertido en un tema de creciente atención en los

últimos años, tanto para las autoridades y profesionales en el campo de la

analítica como para los consumidores cuya máxima preocupación está

enfocada hacia alimentos seguros y de calidad.

Diversas razones comerciales han apoyado el uso de sustancias no

autorizadas como promotores de crecimiento en la producción animal. El

problema de la existencia de residuos de medicamentos en los alimentos

cobró gran importancia a raíz de las intoxicaciones que se produjeron en los

años 90 por β-agonistas y así, 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 adhesión de nuestro país 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 países miembros de la EU (Martín,

1997).

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo consiste en el desarrollo

de métodos analíticos rápidos y la evaluación de su aplicación 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 específicos:

1 – Desarrollo de métodos rápidos de detección para los analitos

clenbuterol, mabuterol, metil-tiouracilo, carbadox, dexametasona, zeranol

como representativos de los grupos β-agonistas, antitiroideos,

antimicrobianos, corticoides y lactonas del ácido resorcílico, que deben ser

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



2 – Validación de los métodos puestos a punto para los analitos

escogidos y su determinación en las matrices de pienso de distintas especies

animales, agua de beber y orina de vacuno.
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4. PLAN DE TRABAJO

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

siguiente plan de trabajo:

 Optimización de protocolos de extracción de β-agonistas en agua de

beber de bovino, orina de bovino y piensos de bovino, porcino y

equino.

Validación del método ELISA para clembuterol y mabuterol en agua

de beber, orina y en piensos de bovino según la Decisión

2002/657/EC (EC, 2002).

 Optimización de un protocolo de extracción de zeranol en piensos de

bovino y ovino, y validación del método ELISA para el zeranol en

piensos según la Decisión 2002/657/EC (EC, 2002).

 Puesta a punto  de un protocolo de extracción de carbadox en

piensos avícola y cunicola. Preparación y purificación parcial del

analito mediante extracciones líquido-líquido y en fase sólida (SPE).

Determinación del carbadox mediante cromatografía líquida de alta

resolución con detección por red de diodos (HPLC-DAD) y validación

del método según la Decisión 2002/657/EC (EC, 2002).

 Puesta a punto de un protocolo para la extracción de metil-tiouracilo

en orina de bovino. Preparación y purificación parcial del analito

mediante extracción líquido-líquido.

Determinación de metil-tiouracilo en orina mediante cromatografía

líquida de alta resolución con detección por red de diodos (HPLC-



DAD) y validación del método según la Decisión 2002/657/EC (EC,

2002).

 Puesta a punto de un protocolo de purificación y extracción de

dexametasona en agua de beber de bovino y piensos de bovino,

equino y porcino.

La extracción de dexametasona en agua de beber de bovino se llevó

a cabo mediante columnas de inmunoafinidad (IC). Para la extracción

de la dexametasona en los piensos de bovino, porcino y equino se

realizó una extracción en fase sólida (SPE) seguido de columnas de

inmunoafinidad (IC).

La determinación de la dexametasona se realizó por cromatografía

líquida de alta resolución con detección por red de diodos (HPLC-

DAD) y validación del método según la Decisión 2002/657/EC (EC,

2002).
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5. MATERIALES Y MÉTODOS
5.1 Determinación de residuos mediante ensayos ELISA
5.1.1 Materiales

Agitador mecánico  o magnético de laboratorio, Centrífuga 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, ácido súlfurico 95-98% para análisis (Panreac,

Barcelona).

Kits ELISA para la determinación de β-agonistas (Euro-Diagnóstica,

Vitaltech, Barcelona), y para la determinación de zeranol (ZR 2421,

laboratorios Randox, Crumlin, Irlanda del Norte).

Sustancias patrón: clembuterol hidrocloruro 95% (Sigma C5423),

mabuterol (regalo del Instituto Carlos III Majadahonda, Madrid), α-zearalanol

(Sigma, St. Louis MO, USA). Orina blanco liofilizada ref. 94M0944 batch 1,

bov. 15 (Instituto Nacional de Salud Pública y Medioambiente, RIMV,

Holanda).

5.1.3 Preparación de la muestra
5.1.3.1 Protocolo de extracción de β-agonistas en agua

El agua no necesita preparación previa. Se toman 50 µL de muestra

de agua descongelada y se diluyen con 200 µL de tampón de dilución del kit

ELISA. Se agita en el vortex, se toman 50 µL por duplicado y se vierten en

los correspondientes pocillos de la placa ELISA.
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5.1.3.2 Protocolo de extracción de β-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 hidróxido de sodio o con ácido

acético 1 M. Se toman 50 µL de orina en un tubo eppendorf y se le añaden

200 µL de tampón de dilución y se agita. La muestra queda cinco veces

diluida y finalmente se toman 50 µL de la muestra diluida para su adición a

los pocillos de la placa ELISA.

5.1.3.3 Protocolo de extracción de β-agonistas en pienso
Se pesan 2 g de pienso previamente molido y se le añaden 2 mL de

ácido clorhídrico 1 M y 18 mL de agua bidestilada, se homogeniza y se deja

en agitación horizontal durante 30 minutos Transcurrido este tiempo de

agitación se centrifuga durante 15 minutos a 3500 rpm y a 4º 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 tampón de dilución del kit ELISA.

5.1.3.4 Protocolo de extracción de zeranol en pienso
Se pesan 2 g de pienso previamente molido. Se añaden 20 mL de la

mezcla de metanol:agua (70:30). Se homogeniza en el vortex y se deja en

agitación horizontal durante 10 minutos. Se centrifuga el extracto a 3000 rpm

durante 15 minutos a 4ºC. Se decanta el sobrenadante a un tubo de

poliestireno de 10 mL limpio y se hace una dilución 1:10 con el tampón de

incubación 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 continuación. 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

seguir.

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

5.1.4.1. β-agonistas
1º- Adición de los reactivos y muestras según se indica en la tabla 10. Tanto

los patrones como las muestras se analizan por duplicado en la placa

2º- Sellado de la placa y agitación durante 1 minuto

3º- Incubación 1hora en oscuridad a 4ºC

A              B

C
DE
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4º- Lavado 3 veces  con tampón de lavado

5º- Adición de 100 µL de solución de sustrato a cada pocillo, sellado de la

placa y agitación

6º- Incubación 30 minutos a temperatura ambiente

7º- Adición de 100 µL de solución de parada a cada pocillo

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

Tabla 10 – Secuencia de adición de reactivos y muestras de β-agonistas en los kits
ELISA.

Control 1 Control 2 Patrón Muestra

Tampón dilución (µL) 100 50

Patrón (µL) 50

Muestra (µL) 50

Conjugado (µL) 25 25 25

Anticuerpo (µL) 25 25 25

5.1.4.2. Zeranol
1ª- Adición de los reactivos y muestras según se detalla en la tabla 11. Tanto

los patrones como las muestras se analizan por duplicado en la placa

2º- Sellado de la placa y agitación durante unos segundos

3º- Incubación 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente

4º- Lavado  6 veces con el tampón de lavado

5º- Adición de 125 µL de solución de sustrato a cada pocillo

6º- Sellado de la placa, agitación e incubación durante 20 minutos a

temperatura ambiente en oscuridad

7º- Adición de 100 µL de ácido sulfúrico 0.2 M a cada pocillo

8º- Lectura de la absorbancia de los pocillos a 450 nm
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Tabla 11 – Secuencia de adición de reactivos y muestras de zeranol en los kits
ELISA.

Control Patrón Muestra

Tampón dilución (µL) 50 50 50

Patrón (µL) 50

Muestra (µL) 50

Conjugado (µL) 25 25 25

5.1.5. Procedimiento a seguir en los ensayos ELISA
5.1.5.1. β-agonistas
En cada lote de muestras de β-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 alícuotas de 2 mL.

Previamente se añaden 25 µL de una solución metanólica de 40

ng/mL de clembuterol y mabuterol, respectivamente, y se llevan a

sequedad con nitrógeno, se añaden los 2 mL de orina blanco y

quedan preparadas para trabajar. Las muestras de agua enriquecidas

se prepararon de la misma manera. Previamente se comprobó 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 añadieron 50 µL de una

solución patrón de 100 ng/mL de clenbuterol y 50 µL de una solución

patrón de 100 ng/mL de mabuterol,  se dejó reposar durante 30

minutos y posteriormente se realizó la extracción, 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 concentración de

agonistas en la muestra de orina es 5 veces los equivalentes de salbutamol

calculados con la curva patrón.

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. Determinación de residuos de sustancias por cromatografía
líquida de alta resolución con detección por red de diodos (HPLC-DAD)
5.2.1 Materiales

Agitadores mecánico o magnético de laboratorio, Centrífuga modelo

Medrifiger BL-S (Selecta,Barcelona), baño de ultrasonidos (Selecta,

Barcelona), Evaporador concentrador dri-block Tecne, DB-3D (Gomensoro,

Madrid), Equipo de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) serie

1100 de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) compuesto por
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desgasificador a vacío, autoinyector, bomba cuaternaría, módulo para

columna y detector por red de diodos. Software ChemStation. Columna

Supersphere RP-C18 de 125 mm x 4mm con relleno de 4 µm (Phenomenex,

Torrace, CA, USA), columna Kromasil RP-C18 de 150 mm x 4.6 mm con

relleno de 5 µm (Scharlab, Barcelona), Columna Synergi Max RP de 150 mm

x 4.6 mm con relleno de 4 µm (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 alúmina

neutra de 500 mg, filtro de fibra de vidrio Whatman GF/A, filtros de membrana

de 0,22 µm y 0,45 µm.(Supelco, Bellefonte, PA, USA), diclorometano,

hexano, tert-butil metil éter (Panreac, Barcelona), columnas amino (NH2) y

columnas de alúmina neutra (Alox N) para extracción en fase sólida (Waters,

Mildford, CT, USA). Columnas de inmunoafinidad (Randox, Crumlim, Irlanda

del Norte). EDTA.

Sustancias patrón: 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 Determinación de carbadox
Para el análisis el carbadox, metil-3-(2quinoxalinilmetileno) carbazato

N1,N4-dióxido, se utiliza el método de análisis comunitario para la

determinación de carbadox en alimentos para animales, según se describe

en la Directiva 1999/27/CE (L118/36). El contenido de carbadox se

determina mediante cromatografía líquida de alta resolución con detección de

diodos (HPLC-DAD).
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5.2.3.1 Preparación de la muestra de pienso

La muestra se equilibra con agua y se somete a extracción con

metanol-acetonitrilo. Una parte alícuota del extracto filtrado es purificada en

una columna de alúmina neutra. La muestra utilizada es una mezcla de tres

piensos de ave. Estos piensos se inyectan por separado para comprobar la

ausencia de carbadox, así como la mezcla de los tres. Esta mezcla,

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

5.2.3.2 Extracción
Se pesan 10 g de la muestra de pienso molido y se introducen en un

erlenmeyer de color ámbar de 200 mL a los que se añaden 15 mL de agua,

se mezcla y se deja equilibrar durante 5 minutos. Se añaden 35 mL de

metanol-acetonitrilo, se tapa y se deja agitar durante 30 minutos, en agitador

mecánico. Se filtra la solución a través de un filtro de fibra de vidrio y se

conserva esta solución para la fase de purificación.

5.2.3.3 Purificación

Se pasan 15 mL del extracto filtrado a la columna de alúmina y se

desechan los 2 primeros mL de eluido. Se recogen los siguientes 5 mL y se

filtra una alícuota a través del filtro de 0,45 µm. Se procede a la inyección en

el HPLC.

5.2.3.4 Determinación mediante HPLC-DAD
Las condiciones cromatográficas son las siguientes: Se usa una

columna de cromatografía líquida Supersphere RP18 (Phenomenex, Torrace

CA, USA) de 125mm x 4mm, con relleno de 4µm. La fase móvil consiste en

una mezcla de tampón acetato 0,01 M pH 6, y acetonitrilo (825+175). El
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caudal es de 0,5 mL/min, y el sistema trabaja de forma isocrática. La longitud

de onda de detección es de 365 nm mediante un detector de red de diodos y

el volumen de inyección es de 20 µL.

5.2.3.5 Procedimiento general
Se comprueba la estabilidad del sistema cromatográfico inyectando

varias veces la solución de calibración con 5 µg/mL, hasta obtener áreas y

tiempos de retención constantes. Se inyecta cada solución de calibración

varias veces y se determinan las áreas de cada concentración. Se traza una

curva de calibrado con las áreas en ordenadas y las concentraciones

correspondientes en (µg/mL) en abscisas.

En cada lote de muestras se preparan:

 Un blanco de reactivo

 Una muestra blanco de pienso y una muestra blanco de pienso

enriquecido con 10 µg/g de carbadox. Para preparar dicho pienso

enriquecido, se añade 1 mL de la solución stock de 100 µg/mL de

carbadox en un matraz erlenmeyer de color ámbar de  200 mL. Se

evapora la solución en corriente de N2 hasta que quedan unos 0,5 mL.

Se añaden 10 g de pienso blanco, se mezcla y se espera 10 min

antes de pasar a la fase de extracción. El pienso blanco debe ser  de

tipo similar a la muestra. La recuperación debe ser del 90%.

El orden de inyección utilizado es el siguiente:

 Blanco de reactivo

 Pienso blanco (control negativo)

 Muestras problema

 Pienso blanco (control negativo)

 Pienso enriquecido (control positivo)
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Los resultados son evaluados de acuerdo a los siguientes criterios

establecidos en la Decisión de la Comisión 2002/657/CE (EC, 2002):

Las longitudes de onda de absorción máxima de los espectros  de la

muestra y del patrón, registrados en el vértice del pico del cromatograma,

deben ser las mismas (365 nm) dentro de un margen determinado por el

poder de resolución del sistema de detección. En el caso de la detección por

red de diodos se sitúa generalmente en ± 2 nm.

Por encima de los 220 nm, el espectro del analito no debe diferir

visualmente del espectro del patrón de calibración, para aquellas partes de

ambos espectros con una absorbancia relativa ≥ 10%. Este criterio se

satisface, en primer lugar, cuando se presentan máximos 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 patrón de

calibración.

La presencia del analito sólo se considera confirmada cuando se

cumplen todos estos criterios.

A partir de la curva de calibrado se determina la concentración de

carbadox (µg/mL) en la solución de la muestra problema. El contenido (w) de

carbadox en la muestra es expresado en µg/g y se obtiene mediante la

siguiente fórmula:

m
Vw 1




donde:
β = concentración de carbadox en el extracto de la muestra en µg/mL
V1 = Volumen de extracción en mL (50 mL)
m = masa de la proporción de muestra en gramos (10 g).

5.2.3.6 Confirmación: Co-cromatografía
Se enriquece un extracto de la muestra mediante la adición de una

cantidad adecuada y conocida de la solución de calibración. La cantidad de
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carbadox añadida debe ser similar a la cantidad calculada de carbadox que

se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar el área del pico de carbadox, teniendo en

cuenta la cantidad añadida y la dilución del extracto. La anchura del pico a la

mitad de su altura máxima debe estar aproximadamente dentro del margen

del ± 10% de la anchura inicial.

5.2.4 Determinación de metil-tiouracilo
Las muestras de orina se someten a extracción con acetato de etilo

en ambiente reductor. El contenido de metil-tiouracilo (MTU) se determina

mediante cromatografía líquida de alta resolución con detección de diodos

(HPLC-DAD). El dimetil-tiouracilo (DMTU) se utilizó como patrón interno.

5.2.4.1 Preparación de la muestra de orina y protocolo de extracción
Se pesan, en un tubo de vidrio Sovirel de 10 mL, 0,10 g de EDTA, se

añade 1 mL de orina previamente centrifugada a 3700 rpm durante 5

minutos. Se añaden 50 µL de la solución madre de 1 mg/mL de dimetil-

tiouracilo (PI) y se agita. A continuación se añaden 3 mL de acetato de etilo y

15 µL de 2-mercaptoetanol. Se homogeniza y deja en agitación horizontal

durante 10 minutos. Se congela la mezcla para facilitar la separación de las

fases. Se recoge la fase orgánica en un tubo de vidrio limpio y se lleva a

sequedad bajo nitrógeno a 45ºC. Se recoge el residuo seco lavando

sucesivamente con metanol, y se pasa a un vial de HPLC. Se lleva a

sequedad bajo nitrógeno a 45ºC y se resuspende en 200 µL de fase móvil, se

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

5.2.4.2 Determinación mediante HPLC-DAD
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Se utiliza una columna de cromatografía  líquida Kromasil C18 de

150mm x 4.6mm con relleno de 5µm (Scharlab, Barcelona). Las fases

móviles son tampón 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 inyección de

10 µL. La longitud de onda de detección es de 276 nm.

5.2.4.3 Procedimiento general
Se comprueba la estabilidad del sistema cromatográfico inyectando

varias veces el patrón de 100 ng/mL, hasta obtener áreas y tiempos de

retención 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 inyección:

 Un blanco de reactivo

 Una muestra blanco de orina

 Una muestra blanco de orina enriquecida con 150 ng/mL de MTU.

El orden de inyección es el que se detalla a continuación:

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 Decisión de la Comisión 2002/657/CE (EC, 2002):

Las longitudes de onda de absorción máxima de los espectros  de la

muestra y del patrón, 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 resolución del sistema de detección. En el caso de la detección por

red de diodos se sitúa generalmente en ± 2 nm.

Por encima de los 220 nm, el espectro del analito no debe diferir

visualmente del espectro del patrón de calibración, para aquellas partes de

ambos espectros con una absorbancia relativa ≥ 10%. Este criterio se

satisface, en primer lugar, cuando se presentan máximos 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 patrón de

calibración.

La presencia del analito sólo se considera confirmada cuando se

cumplen todos estos criterios.

5.2.4.4 Confirmación: Co-cromatografía
Se enriquece un extracto de la muestra mediante la adición de una

cantidad adecuada y conocida de la solución de calibración. La cantidad de

metil tiouracilo (MTU) añadida debe ser similar a la cantidad calculada de

metil tiouracilo que se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar el área del pico de metil tiouracilo, teniendo

en cuenta la cantidad añadida y la dilución del extracto. La anchura del pico a

la mitad de su altura máxima debe estar aproximadamente dentro del margen

del ± 10% de la anchura inicial.

5.2.5 Determinación de Dexametasona

El presente método permite la determinación de dexametasona, 9-α-

Fluoro-16α-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 específica para dexametasona y flumetasona (patrón

interno). En el pienso, las muestras necesitan un paso previo de limpieza que

se realiza mediante una extracción en fase sólida con cartuchos amino (NH2).

El contenido de dexametasona se determina mediante cromatografía líquida

de alta resolución con detección de diodos (HPLC-DAD).

5.2.5.1 Preparación de la muestra y protocolo de extracción para pienso
Se pesan en un tubo de centrífuga 2 gramos de pienso molido y se

adiciona el patrón interno (flumetasona 300 ng/g). Se añaden 10 mL de tert-

butil-metil eter (TBME) y se mantiene en agitación horizontal durante 20

minutos. Seguidamente, se centrifuga a 4 ºC durante 10 minutos a 2700 rpm.

Se decanta el sobrenadante y se repite la extracción con tert-butil-metil éter

(TBME). Las fases orgánicas se recogen en un tubo de vidrio limpio y se

filtran  con un filtro de nylon de 0,45 µm. Por otro lado, se acondiciona una

columna amino (NH2) para la extracción en fase sólida, 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 nitrógeno a 45 ºC y el

residuo seco se resuspende en 200 µL 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 nitrógeno a 45 ºC y el residuo seco se resuspende con 200 µL

de fase móvil. En la figura 13 se muestra un esquema de los pasos descritos

para la extracción de dexametasona en pienso.

5.2.5.2 Preparación de la muestra y protocolo de extracción para agua
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Se parte de una alícuota de 5 mL de agua a la cual se le adiciona el

patrón interno (flumetasona 120 ng/mL) y se introduce directamente en una

columna de inmunoafinidad para corticosteroides, siguiendo las instrucciones

del fabricante. Seguidamente, el eluído se lleva a sequedad bajo nitrógeno a

45 ºC y se disuelve con 200 µL de fase móvil (ver figura 14).

Figura 13 – Protocolo de extracción de dexametasona en pienso

5.2.5.3 Determinación mediante HPLC-DAD

2 g de pienso
10 mL de TBME

Patrón Interno

Agitar 20 min

SPE
Amino, 500 mg

Eluido

Centrifugar y recoger el sobrenadante
(Repetir dos veces)

Columna de Inmunoafinidad

Eluido

Inyectar 20 µL en el HPLC
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Para la separación cromatografica de estos analitos se utilizó una

columna de cromatografía de líquidos Synergi MAX-RP 80 A de 150 x 4.60

mm, con relleno de 4µm (Phenomenex, Torrace, USA). Las fases móviles

son agua Milli Q y acetonitrilo. El sistema trabaja de forma isocrática,

mezclando el agua y el acetonitrilo en proporciones de 30:70, a un caudal de

1 mL/min y el volumen de inyección es de 20 µL. La longitud de onda de

detección  es de 242 nm.

5  m L a g u a

I A C

E l u i d o

I n y e c t a r  2 0  L  e n  H P L C

P a t r ó n
I n t e r n o

Figura 14 – Protocolo de extracción de dexametasona en agua.

5.2.5.4 Procedimiento general
En primer lugar se comprueba la estabilidad del sistema

cromatográfico inyectando varias veces el patrón de 100 ng/mL

dexametasona (DX), al cual se añade flumetasona (120 ng/mL) como patrón

interno, hasta obtener áreas y tiempos de retención constantes. Una vez

estabilizado el sistema se procedió a inyectar la recta de patrones puros para
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la recta de calibrado. A continuación, se inyectan diariamente las secuencias

de muestras usando el orden que se detalla a continuación:

Para cada lote de muestras se preparan:

 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 inyección es el siguiente:

 Blanco de reactivo

 Muestra blanco (control negativo)

 Muestras problema

 Muestra blanco (control negativo)

 Muestra enriquecida (control positivo)

Los resultados son evaluados de acuerdo a los siguientes criterios

establecidos en la Decisión de la Comisión 2002/657/CE (EC, 2002):

Las longitudes de onda de absorción máxima de los espectros  de la

muestra y del patrón, registrados en el vértice del pico del cromatograma,

deben ser las mismas (242 nm) dentro de un margen determinado por el

poder de resolución del sistema de detección. En el caso de la detección por

red de diodos se sitúa generalmente en ± 2 nm.

Por encima de los 220 nm, el espectro del analito no debe diferir

visualmente del espectro del patrón de calibración, para aquellas partes de

ambos espectros con una absorbancia relativa ≥ 10%. Este criterio se

satisface, en primer lugar, cuando se presentan máximos 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 patrón de

calibración.
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La presencia del analito sólo se considera confirmada cuando se

cumplen todos estos criterios.

5.2.5.5 Confirmación: Co-cromatografía
Se enriquece un extracto de la muestra mediante la adición de una

cantidad adecuada y conocida de la solución de calibración. La cantidad de

dexametasona añadida debe ser similar a la cantidad calculada de

dexametasona que se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar el área del pico de dexametasona,

teniendo en cuenta la cantidad añadida y la dilución del extracto. La anchura

del pico a la mitad de su altura máxima debe estar aproximadamente dentro

del margen del ± 10% de la anchura inicial.

5.3. Análisis estadístico
Se empleó un análisis ANOVA para determinar diferencias significativas entre

medias usando el software Statgraphics plus (v 5.1). Se verificó la normalidad

de los datos antes de aplicar el tratamiento ANOVA.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

6.1   Validación de métodos de criba con ensayos ELISA para β-
agonistas.

Se realizaron las pruebas de especificidad, robustez, estabilidad y

capacidad de detección, que se describen a continuación, siendo los ensayos

evaluados y validados según la Decisión 2002/657/EC (EC, 2002).

6.1.1 Especificidad

Se utilizaron placas ELISA para ensayar la especificidad frente a β-

agonistas en una matriz compleja como la orina según 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 Pública 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 β-agonistas no deberían reaccionar. Sin embargo, cabe destacar que este

ensayo presenta reacción cruzada con los siguientes β-agonistas:

 Salbutamol 100%

 Clembuterol 100%

 Brombuterol 100%

 Cimbuterol 75%

 Mapenterol 70%

 Mabuterol 60%

 Tulobuterol 50%

 Clenpenterol 50%

 Terbutelina 40%
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 Carbuterol 40%

 Cimaterol 10%

 Zilpaterol 1%

La presencia de algunos de estos β-agonistas en las muestras puede

interferir, en mayor o menor medida según el nivel de reactividad, en el

resultado. Por lo tanto, todas las muestras no conformes tienen que ser

confirmadas mediante un método de confirmación 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 análisis, entre ellos el operador, procedencia y edad de los

reactivos, disolventes y patrones así como las formas de almacenamiento de

las muestras hasta su análisis.

Varios operadores (tres) intervinieron en el manejo y análisis de

muestras de pienso, orina y agua siendo los resultados obtenidos

independientes del operador. Los kits ELISA procedían 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 comprobó que no había 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 análisis vienen reguladas por el tipo de matriz. Ligeras

variaciones en las condiciones de almacenamiento, no alteraron

significativamente (p<0.05) los resultados analíticos.
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6.1.3 Estabilidad
El tiempo y temperatura de conservación del extracto de la muestra

podrían constituir un posible factor de variación 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 alícuota fue  ensayada en la placa ELISA mientras que otra

alícuota fue conservada a 4ºC durante 24 h y una tercera alícuota a –20ºC

durante una semana. No se observaron diferencias significativas (p<0.05) en

los resultados obtenidos.

La solución stock de clembuterol (concentración 1mg/mL) fue

conservada en congelación (-20ºC) y demostró buena estabilidad (5 meses

sin alteración significativa a p<0,05). La solución madre de clembuterol

(concentración 10 µg/mL), obtenida por dilución a partir de la solución stock,

fue también conservada en congelación (-20ºC) siendo la estabilidad

observada de un mes. La solución de trabajo de clembuterol (20 ng/mL de

concentración), obtenida por dilución a partir de la solución madre, fue

conservada en congelación (-20ºC) y su estabilidad fue de una semana.

6.1.4 Capacidad de detección (CCβ)
Según la normativa comunitaria 2002/657/EC (EC, 2002), la

capacidad de detección del método es igual al nivel de concentración en el

que sólo se obtiene ≤ 5% de resultados de falso conforme. A fin de garantizar

la fiabilidad de esta determinación, se debe realizar un mínimo de 20 análisis

para al menos un nivel de concentración.

Para calcular el CCβ se partió 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
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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, según

los resultados obtenidos el CCβ para el clembuterol para agua y orina resultó

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. Según los resultados, el CCβ 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 intervención de tres

operadores con distintos grados de experiencia, en la manipulación y análisis

de las muestras, obteniendo los mismos resultados sin diferencias

significativas (p<0.05).

Respecto a la estabilidad de los patrones, se comprobó que no había

diferencia en las soluciones de calibrado dentro del periodo de tiempo

estimado por el fabricante del kit. Durante la validación se emplearon

distintos lotes, tanto de reactivos como de disolventes, y no se observaron

diferencias significativas (p<0.05). Los kits ELISA procedían siempre del

mismo fabricante.

Las condiciones de muestreo siempre fueron las mismas, y no

dependían del laboratorio. Las muestras de orina y agua procedentes del

muestreo en granja fueron conservadas en congelación hasta el momento del

análisis mientras que las de pienso se mantuvieron en ambiente fresco, seco
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y en oscuridad.  No se observó un efecto significativo (p<0.05) de la

procedencia de las muestras.

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

El kit ELISA que fue utilizado en la determinación del zeranol

presentaba la siguiente reactividad cruzada con las sustancias de la familia

de las lactonas del ácido resorcílico:

Zeranol 100%

Zearalanona 80%

-Zearalenol 65%

Zearalenona 20%

Cualquiera de estas sustancias puede interferir, en mayor o menor

media según su nivel de reacción, en la determinación del zeranol si

estuviera presente en las muestras. Por tanto, la presencia y concentración

de zeranol siempre debe ser confirmada por una técnica analítica de

confirmación como, por ejemplo, la cromatografía de gases-masas.

6.2.2 Aplicabilidad (cambios menores)
Varios operadores (tres) intervinieron en la manipulación y  análisis 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

Investigación de Residuos. Respecto a la estabilidad de los patrones, se

comprobó que no había diferencia en las soluciones de calibrado dentro del

periodo de estabilidad estimado por el fabricante.

Durante la validación se emplearon distintos lotes, tanto de reactivos

como de disolventes y no se observaron diferencias significativas (p<0.05).
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Las distintas formas de almacenamiento de las muestras antes de su

análisis vienen reguladas por el tipo de matriz. Ligeras variaciones en las

condiciones de almacenamiento, no alteraron significativamente (p<0.05) los

resultados analíticos.

6.2.3 Estabilidad

Las soluciones patrón 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 días cuando eran

conservadas entre 2 y 8 ºC. La estabilidad del resto de reactivos viene

indicada por el fabricante  del kit.

Se comprobó que la solución stock de zeranol (1 mg/mL) era estable

durante un mes cuando se conservaba a –20ºC. La solución madre (10

µg/mL), preparada a partir de la solución stock, debía ser preparada cada

semana y la solución de trabajo (50 ng/mL), preparada a partir de la solución

madre, debía 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 alícuota fue ensayada en el ELISA inmediatamente, otra

alícuota fue conservada a 4ºC durante 24 h y una tercera alícuota a –20ºC

durante una semana. Los resultados en el ensayo ELISA no mostraron

diferencias significativas (p<0.05).

6.2.4 Capacidad de detección (CCβ)
Según la normativa comunitaria 2002/657/EC (EC, 2002), la

capacidad de detección del método es igual al nivel de concentración en el

que sólo se obtiene ≤ 5% de resultados de falso conforme. A fin de garantizar
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la fiabilidad de esta determinación, se debe realizar un mínimo de 20 análisis

para al menos un nivel de concentración.

La capacidad de detección fue calculada enriqueciendo matrices

blanco de pienso, hasta un total de 22 piensos por nivel de fortificación. En el

caso de las muestras de pienso blanco fortificadas con 200 ng/g de zeranol,

sólo una resultó falso conforme (<5%), por lo que la capacidad de detección

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

6.2.5 Robustez (cambios importantes)
Este método de análisis fue validado para piensos de bovino y de

ovino. El análisis de zeranol en otro tipo de piensos requeriría la validación

del método para cada una de las especies que se quisiera analizar.

La robustez del método fue verificada mediante la intervención de tres

operadores con distintos grados de experiencia, en la manipulación y análisis

de las muestras, obteniendo los mismos resultados sin diferencias

significativas (p<0.05).

Respecto a la edad de los patrones, se comprobó que no había

diferencia en las soluciones de calibrado dentro del periodo de estabilidad

estimado por el fabricante del kit. Durante la validación 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

dependían del personal del laboratorio. El pienso procedente del muestreo

fue conservado en lugar fresco y seco, protegido de la luz.
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6.3 Validación del método de criba por cromatografía líquida de alta
resolución (HPLC) para carbadox

6.3.1. Especificidad
Se estudió la posible interferencia de diversos nitrofuranos, que

también pueden ser empleados como promotores del crecimiento, en la

detección de carbadox. Los nitrofuranos estudiados fueron nitrofurazona

(NFZ), furaltadona (NFT), furazolidona (FZD) y nitrofurantoína (FZT).

Para ello, se analizaron 20 muestras de pienso ovino, cunícola y

avícola comprobando la ausencia de picos cromatográficos en la región de

interés. Se ensayaron dos longitudes de onda, 306 nm y 365 nm, que son las

de máxima absorción del carbadox (ver figura 15).

Figura 15 –Cromatograma de una muestra blanco de pienso. (a) Lectura a 365 nm,
(b) lectura a 306 nm.

a

b

a

b
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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 λ= 365 nm pero en los cromatogramas resultantes (ver

figura 16) se pudo comprobar que ninguna de estas sustancias estudiadas

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

Figura 16 –Cromatograma de una muestra blanco de pienso enriquecido con 80 µg/g
de carbadox, nitrofurazona, nitrofurantoína, furazolidona y furaltadona. (a) Lectura a
365 nm, (b) lectura a 306 nm.

6.3.2. Aplicabilidad (cambios menores)
Tres operadores  intervinieron en la manipulación y análisis 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 comprobó que no había

diferencias significativas en las soluciones de calibrado dentro del periodo de

tiempo estimado. Durante la validación 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 análisis se realizaron con luz tenue natural, sin luz artificial y en

material de vidrio de color ámbar. La solución madre de patrón de carbadox

fue estable durante un mes en oscuridad a 4ºC. Las soluciones de calibrado

fueron preparadas justo antes de su utilización.

6.3.4. Rectas de calibrado
Se realizaron diversas rectas de calibrado con las soluciones patrón

de carbadox de 0, 2, 5, 10, 15 y 20 µg/mL, tal como se muestra en la figura

17, manteniendo todas ellas muy poca dispersión. La figura 18 muestra un

cromatograma con carbadox a una concentración de 20 µg/mL.

A continuación se realizaron las rectas de calibrado con muestras de

piensos de diferentes especies (avícola, ovino, cunícola) enriquecidas con

0, 2, 5, 10, 20 y 50 µg/g de carbadox. Los resultados obtenidos también

demostraron muy poca dispersión tal como se puede comprobar en la figura

19.
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Figura 17. – Recta de calibrado con patrones puros de carbadox.

Figura 18 –Cromatograma de una solución patrón de 20 µg/mL de carbadox.

6.3.5. Recuperación
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blanco,  y fueron enriquecidos en grupos de 6 con 1, 1.5 y 2 veces el límite
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6 muestras blanco + 10 µg/g

6 muestras blanco + 15 µg/g

6 muestras blanco + 20 µg/g

Se analizaron las muestras y se calcularon las concentraciones en

cada una de ellas. Se determinó la recuperación en cada muestra, así como

el promedio de la recuperación, la desviación estándar y el coeficiente de

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

Figura 19 – Recta de calibrado sobre pienso enriquecido con carbadox.
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6 muestras blanco + 10 µg/g

6 muestras blanco + 15 µg/g

6 muestras blanco + 20 µg/g

Tabla 12 - Recuperación de carbadox en muestras de pienso avícola con adición de
cantidades controladas.

Concentración Recuperación Desviación Coef. Var.

(µg/g) (%) 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 debían superar el 15% del resultado superior, como así

fue. Para esta característica, la Directiva 2002/657/CE exige la determinación

de la concentración promedio, la desviación estándar y el coeficiente de

variación (%) para los tres niveles de concentración.

Tabla 13 – Repetibilidad del análisis de las muestras de pienso enriquecidas con 3
concentraciones distintas de carbadox.

Concentración Promedio Desviación Coef. Var.

(µg/g) (µg/g) 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 preparó un conjunto de distintas muestras de piensos blanco

enriquecidos con el analito para dar concentraciones de 5, 10, 15 y 20 µg/g.

En cada nivel de concentración se analizaron un mínimo de seis muestras

idénticas o diferentes. Cada uno de estos niveles fue analizado por un

operador distinto, en diferentes días y con distintos lotes de reactivos. Se

calculó la concentración detectada en cada muestra y se determinó la

concentración media, la desviación estándar y el coeficiente de variación (%)

de las muestras enriquecidas. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 14 donde se puede observar una buena reproducibilidad.

6.3.8. Límite de decisión (CCα)
El límite de decisión se estableció, tal y como recomienda la

normativa comunitaria en la Decisión 2002/657/CE (EC, 2002), analizando 25

piensos blanco. En cada uno de ellos se  calculó la relación señal/ruido en el

intervalo de tiempo en el que se espera que eluya el carbadox. El límite de

decisión es igual al triple de la relación señal/ruido en esa banda de tiempo.

El límite de decisión obtenido fue CCα = 5 µg/g.

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

Concentración Promedio Desv Std. Coef. Var. Recuperación

(µg/g) (µg/g) (%) (%)

5 4 0,6 14 80

10 9 0,4 4 94

15 15 0,4 2,4 98

20 20 0,9 5 99
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6.3.9. Capacidad de detección (CCβ)
La capacidad de detección se calculó enriqueciendo 21 matrices

blanco al nivel del límite de decisión (5 µg/g).

La capacidad de detección es igual al límite de decisión más 1.64

veces la desviación estándar de la reproducibilidad intralaboratorio del

contenido medido (la desviación estándar de la concentración medida). El

valor así obtenido para ambos tipos de pienso fue  CCβ = 6 µg/g.

6.3.10. Robustez (cambios importantes)
Se estudió 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

agitación en horizontal u orbital y variando la velocidad de agitación que se

fijó entre 100 y 170 U/min. Con la introducción de este tipo de variables no se

observaron diferencias significativas (p<0.05) entre determinaciones

paralelas. Este método de análisis fue validado para piensos avícola,

cunícola y ovino, y no se observaron diferencias en la determinación de

carbadox en estos tipos de pienso.

6.4 Validación del método de análisis de metil-tiouracilo mediante

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

6.4.1 Especificidad
Se  analizaron 26 muestras blanco de orina bovina. Se  comprobó que

había ausencia de picos cromatográficos en la región de interés en la

mayoría de ellas (ver figura 20). Sin embargo, en algunas orinas blanco

aparecía un pico en el intervalo de tiempo de retención 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.

Figura 20 – Cromatograma de una muestra blanco de orina con adición de 5,6-
dimetil-tiouracilo (PI).

Por otra parte, se enriqueció orina blanco con 200 ng/mL de distintas

sustancias que podrían interferir en el análisis del metil-tiouracilo (MTU).

Estas sustancias fueron las siguientes: 5,6-dimetil-tiouracilo (DMTU), que fue

utilizado como patrón interno, 6-propil-2-tiouracilo (PTU) y 2-tiouracilo (TU).

Los tiempos de retención 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 manipulación y  análisis 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 Pública y Medioambiente, Holanda) y orinas del muestreo
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del PNIR (Plan Nacional de Investigación de Residuos) tras verificar la

ausencia de MTU.

En cuanto a la estabilidad de los patrones, se comprobó que no había

diferencia en las soluciones de calibrado dentro del periodo de estabilidad

estimado. Finalmente, durante la validación se emplearon distintos lotes tanto

de  reactivos como de disolventes y no se observaron diferencias

significativas (p<0.05).

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

6.4.3 Estabilidad
Se pudo comprobar que las soluciones stock de metil-tiouracilo (MTU)

y del patrón interno (DMTU) se  mantenían estables durante tres semanas

conservadas a –20ºC. Sin embargo, las soluciones madre se debían 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 alícuotas en fresco, otras dos alícuotas fueron conservadas

a 4ºC  y otras dos a –20ºC durante 24 h. Al mismo tiempo, se analizaron dos

alícuotas después de una semana de conservación en congelación. Los

resultados obtenidos se pueden observar en la tabla 15.

La estabilidad del analito en la orina en refrigeración y congelación así

como la posibilidad de la congelación del extracto seco de la muestra

también fueron estudiados. Se analizaron seis alícuotas de orina enriquecida

con 200 ng/mL de MTU. Tres extractos fueron resuspendidos

inmediatamente y se inyectaron en el cromatógrafo, otros tres extractos

fueron mantenidos 24 h a -20ºC y otros tres extractos 7 días a -20ºC. Los

resultados, que se muestran en la tabla 15, indican que las muestras debían

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.

Matriz Sistema de
conservación

Tiempo
(días)

Concentración
promedio MTU

(ng/mL)

Desv.
standard

Pérdida
(%)

Orina fresco 0 189a 24 0
Orina 4ºC 1 37b 1,7 80
Orina -20ºC 1 59c 2,2 69
Ext. seco -20ºC 1 183a 3,4 3
Ext. seco -20ºC 7 0d 0 100
a, b, c, d: resultados significativamente distintos (p<0.05) cuando las letras son
distintas en una misma columna.

También se estudió la conservación de la muestra enriquecida en

viales de plástico y de vidrio para comprobar posibles interacciones con el

material empleado. Tres alícuotas de orina enriquecidas con 200 ng/mL de

MTU fueron conservadas  en refrigeración a 4ºC, en viales de vidrio durante
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24h y otras tres alícuotas de la misma orina, fueron conservadas en

refrigeración a 4ºC, en viales de plástico durante 24h. Los resultados se

muestran en la tabla 16. Se observó una pérdida en fresco del 11% en las

orinas almacenadas en los contenedores de plástico que, aunque no es

estadísticamente significativo, recomienda mantener las muestras en

contenedores de vidrio. La conservación en refrigeración 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 plástico y en fresco o 4ºC.

Sistema de
conservación

Tiempo
(días)

Concentración
promedio MTU

(ng/mL)

Desv.
standard Pérdida (%)

Vidrio, fresco 0 189a 27 0.0

Plástico, fresco 0 167a 28 11

Vidrio, a 4ºC 1 37b 1,6 80

Plástico, a 4ºC 1 34b 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 concentración (incluyendo el cero),

siendo la recta válida para concentraciones entre 0 y 600 ng/mL. Se

representó la ratio entre el área del metil-tiouracilo (MTU) y el área del patrón

interno, la concentración de patrón interno añadido fue de 500 ng/mL, en el

eje de ordenadas frente a la concentración 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 patrón de calibrado y se recalibraba la recta

de manera automática.



22

Figura 22 – Recta de calibrado del análisis de MTU con patrones puros.

6.4.4.2 Recta de calibrado sobre orina enriquecida con patrones puros
De manera análoga, 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 área de MTU y el patrón interno en el eje de las ordenadas y

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

6.4.5 Recuperación
Se seleccionaron 87 alícuotas 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 determinó la concentración

en cada una de ellas. También se determinó la recuperación en cada

muestra, así como el promedio de la recuperación, la desviación estándar y

el coeficiente de variación para cada nivel (tabla 17)
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Con el valor promedio se calculó el factor de recuperación a aplicar a

las muestras de orina, que fue de 1,54. Con cada lote de muestras se hacía

una prueba de recuperación con orina blanco enriquecida con 150 ng/mL de

metil-tiouracilo (MTU). El factor de recuperación de 1,54 se aplicaba a ese

lote de muestras siempre que la recuperación obtenida fuese del 65%, con

un margen de  error de ± 14.

Figura 23 – Recta de calibrado del análisis de MTU en orina

Tabla 17 – Recuperación de MTU en el análisis de muestras de orina enriquecidas a
distintos niveles.

Nivel

(ng/mL)

Promedio recuperación

(%)

Desviación

standard

CV

(%)

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 preparó un conjunto de orinas blanco homogeneizadas y

enriquecidas con metil tiouracilo (MTU) a tres niveles de concentración: 100,

150 y 200 ng/mL. Para cada nivel se analizaron 6 alícuotas, se calculó la

concentración de cada muestra, así como la concentración promedio, la

desviación estándar y el coeficiente de variación (CV) para cada nivel.

Este análisis se repitió tres veces. En la tabla 18 se muestran las

concentraciones medias, la desviación standard y los coeficientes de

variación obtenidos.

Tabla 18 – Repetibilidad del análisis de MTU en muestras de orina enriquecidas a
distintos niveles.

Nivel

(ng/mL)

Concentración promedio

(ng/mL)

Desviación

standard

CV

(%)

100 66 13 20

150 106 7 6

200 166 28 17

6.4.7 Reproducibilidad intralaboratorio
Se preparó 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 días y con

diferentes lotes de reactivos (distintas soluciones madre y fase móvil). Se

calculó la concentración detectada en cada muestra, así como la

concentración media, la desviación estándar y el coeficiente de variación

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

Nivel
(ng/mL)

Concentración promedio
(ng/mL)

Desviación
standard

CV
(%)

100 56 14 25

150 94 19 20

200 122 20 17

6.4.8 Límite de decisión (CCα)

El límite de decisión se estableció según recomienda la normativa

comunitaria, analizando 26 orinas blanco. En cada una de ellas se calculó la

relación señal/ruido  en el intervalo de tiempo en el que se esperaba que

eluyera el metil tiouracilo (MTU). El límite de decisión se considera igual al

triple de la relación señal:ruido en esa banda de tiempo. En este caso, el

límite de decisión CCα = 100 ng/mL.

6.4.9 Capacidad de detección (CCβ)
La capacidad de detección se  calculó enriqueciendo matrices blanco

a un nivel similar al límite de decisión (100 ng/mL), hasta un total de 34 orinas

(ver figura 24). La capacidad de detección es igual al límite de decisión más

1.64 veces la desviación estándar de la reproducibilidad intralaboratorio del

contenido medido (la desviación estándar de la concentración medida). El

valor así obtenido fue CCβ = 130 ng/mL.

6.4.10 Robustez (cambios importantes)
Este método de análisis sólo 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 patrón.

Se evaluó la posibilidad de introducir puntos de corte en el método

que consistían en guardar la orina en refrigeración para analizarla al día

siguiente pero las pérdidas de analito fueron elevadas (tabla 16) con lo cual

no se pudo establecer este punto de corte. Sin embargo, la extracción

completa del analito hasta el extracto seco permitía su conservación a -20ºC

durante un día.

Figura 24 – Cromatograma de una muestra blanco de orina enriquecida a nivel de
límite de decisión.
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6.5 Validación del método de análisis de dexametasona mediante
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

6.5.1 Especificidad
Se analizaron 20 muestras blanco y se  comprobó que en la región de

interés de la dexametasona y del patrón interno no existían posibles

interferencias, tales como señales o picos.

Por otro lado, se seleccionaron varias sustancias que por su similitud

con la dexametasona podían interferir en su detección como son la

flumetasona y la betametasona. Se enriquecieron muestras blanco a distintas

concentraciones con estos analitos, tanto individualmente como juntos, y se

comprobó que su presencia no podía conducir a una falsa identificación, ya

que aparecían a tiempos de retención totalmente distintos (ver figura 25).

D

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 manipulación y análisis 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 comprobó que no había

diferencias significativas (p<0,05) en las soluciones de calibrado dentro del

periodo de estabilidad estimado. Durante la validación se emplearon distintos

lotes, tanto de reactivos como de disolventes y no se observaron diferencias

significativas (p<0,05).

Se estudió la influencia de crear puntos de corte en el protocolo de

extracción, observando que no habían cambios significativos (p<0,05) en los

resultados tras guardar en congelación (–20 ºC) el extracto llevado a

sequedad bajo N2, debido a la gran estabilidad de la dexametasona y del

patrón interno (flumetasona) cuando se conservan en congelación.

6.5.3 Estabilidad
Se estudió la estabilidad del analito en la solución madre de 10 µg/mL

de dexametasona y en la solución madre de 10 µg/mL de flumetasona, y se

comprobó que ambas sustancias eran estables durante meses cuando eran

conservadas a –20ºC. Sin embargo, las soluciones de trabajo debían

prepararse antes de cada uso.

Se preparó una solución concentrada de dexametasona de 10 µg/mL

y se tomaron diferentes alícuotas, una de ellas fue analizada inmediatamente

y el resto de alícuotas se mantuvieron en congelación (-20ºC) y se fueron

analizando por triplicado 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 realizó un estudio de estabilidad  de la

siguiente manera: La muestra de agua libre de corticoides, se fortificó a nivel

del límite de decisión (CCα) y se analizó una muestra inmediatamente, las

otras se mantuvieron en congelación a -20ºC y se fueron analizando por

triplicado a distintos tiempos (una, dos, cuatro y seis semanas). Los

resultados se muestran en la figura 27.

Figura 26 – Estabilidad del patrón puro de dexametasona, almacenado en
congelación.
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ordenadas, frente a la concentración de dexametasona, expresada en ng/mL,

en el eje de las abscisas (ver figura 28). Antes de inyectar en el cromatógrafo

cada lote de muestras, se inyectaba un patrón para comprobar que el área y

el tiempo de retención eran los adecuados.

Figura 27 - Estabilidad de la dexametasona en la matriz agua, siendo las muestras
fortificadas con dexametasona a nivel del CCα y almacenadas en congelación.
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Figura 28 – Recta de calibrado en el análisis de patrones puros de dexametasona.

Figura 29 – Recta de calibrado en el análisis 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 habían inyectado y se había comprobado que

estaban libres de corticoides y de cualquier sustancia que pudiera interferir.

En la figura 30 se muestra un ejemplo de la recta patrón en pienso donde se

representa la ratio (área de dexametasona frente al área de patrón interno)

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

Figura 30 - Recta de calibrado en el análisis de dexametasona en pienso.
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Tabla 20 – Recuperación de dexametasona en muestras de agua y pienso.

Matriz
Nivel de

fortificación
(ng/mL)

Recup
(%) SD CV

(%)

Agua

26 105 1.7 6.3

39 98 1.1 2.8

52 94 1.1 2.2

Matriz
Nivel de

fortificación
(ng/g)

Recup
(%) SD CV

(%)

Pienso

190 109 15 7.4

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 límite de decisión (CCα) y se analizaron seis replicados

por nivel. En cada caso se determinó la concentración media, la desviación

estandard y el coeficiente de variación. Los resultados se muestran en la

tabla 21.

6.5.7 Reproducibilidad intralaboratorio
La reproducibilidad intralaboratorio se realizó mediante análisis en

diferentes días, por distintos operadores y con distintos grupos de reactivos,

y fue calculada analizando seis replicados por nivel de fortificación. En cada

caso se determinó la concentración media, la desviación standard y el

coeficiente de variación. Los resultados se muestran en la tabla 22.
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Tabla 21 - Repetibilidad en el análisis de dexametasona en muestras de agua y
pienso.

Matriz
Nivel de

fortificación
(ng/mL)

Concentración
media

(ng/mL)
SD CV

(%)

Agua

26 28 2 7

39 45 0.7 1.7

52 59 2.8 5

Matriz
Nivel de

fortificación
(ng/g)

Concentración
media
(ng/g)

SD CV
(%)

Pienso

190 205 14 7

285 314 19 6

380 431 35 8

Tabla 22 - Reproducibilidad intralaboratorio en el análisis de dexametasona en
muestras de agua y pienso.

Matriz
Nivel de

fortificación
(ng/mL)

Concentración
media

(ng/mL)
SD CV

(%)

Agua

26 27 1.7 6

39 40 2.9 7

52 55 4. 8

Matriz
Nivel de

fortificación
(ng/g)

Concentración
media
(ng/g)

SD CV
(%)

Pienso

190 196 17 9

285 314 19 6

380 431 35 8
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6.5.8 Límite de decisión (CCα)
El límite de decisión (CCα) se calculó analizando 22 materiales blanco

para el agua y 22 materiales blanco para el pienso y se calculó la relación

señal/ruido, para cada matriz en el intervalo de tiempo correspondiente al

tiempo de retención donde se espera encontrar el analito.

El límite de decisión (CCα), tanto para el pienso como para el agua, se

calcula como tres veces la señal ruido tal como se indica en la fórmula:

CCα=3*S/N

donde S/N = relación señal/ruido.

Los límites de decisión (CCα) 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 CCα (26

ng/mL).

Figura 31 - Cromatograma de agua enriquecida con dexametasona a nivel de CCα
(26 ng/mL).
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6.5.9 Capacidad de detección (CCβ)
La capacidad de detección (CCβ) se calculó como el límite de

decisión más 1.64 veces la desviación standard de la reproducibilidad

intralaboratorio del contenido medido. La capacidad de detección (CCβ) nos

da la cantidad mínima de analito presente en la muestra que puede ser

detectado, identificado o cuantificado con un nivel de probabilidad del 95%.

La capacidad de detección (CCβ) 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 comprobó que no dependen del personal del laboratorio. Se introdujeron

factores tales como distintos operadores, distintos lotes de reactivos, distintos

métodos de agitación en horizontal u orbital y variando la velocidad de

agitación que se fijó entre 100 y 170 U/min. Con la introducción de este tipo

de variables no se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre

determinaciones paralelas.

6.5.11 Precisión
La precisión fue confirmada calculando el coeficiente de variación de la

reproducibilidad (CV) en las respectivas fracciones de masa analizadas,

utilizando la  ecuación de Horwitz:

CV= 2(1-0.5logC)

donde C = fracción de masa expresada en base 10.
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Los valores calculados del coeficiente de variación de la

reproducibilidad se muestran en la tabla 23. Así pues, se comprueba que la

precisión es aceptable dado que los coeficientes de variación de la

reproducibilidad intralaboratorio mostrados en la tabla 22 son menores que

los respectivos coeficientes de variación de la reproducibilidad calculada.

Tabla 23 - Reproducibilidad calculada mediante la ecuación de Hortwitz como
referencia para la precisión del método de análisis de dexametasona en agua y
pienso.

Matriz
Nivel de fortificación

(ng/mL)

CV

(%)

26 28

Agua 39 26

52 25

Matriz
Nivel de fortificación

(ng/g)

CV

(%)

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:

 Se han desarrollado protocolos de extracción y preparación de las

muestras al objeto de analizar las sustancias β-agonistas en orina de

bovino, pìenso de distintas especies animales, agua de beber de

vacuno y para el zeranol en piensos de bovino y ovino mediante

ensayos inmunológicos de tipo ELISA. Los métodos han sido

validados satisfactoriamente.

 Se han desarrollado técnicas de extracción líquido-líquido, extracción

en fase sólida y purificación por inmunoafinidad para el análisis 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 consiguió

optimizar las condiciones de extracción y cromatográficas para

conseguir una disminución de sustancias interferentes así como un

aumento de la relación señal/ruido y un aumento de la especificidad.

Estos métodos cromatográficos han sido validados satisfactoriamente

pudiendo confirmar los analitos tanto por el tiempo de retención como

por los respectivos espectros obtenidos con el detector de diodos e

incluso por co-cromatografía.

 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 máximos de

conservación en congelación tanto de las soluciones de patrones

como de las muestras así como de su manipulación 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 países miembros de la Unión Europea. Estos

métodos son rápidos y relativamente sencillos, usando además

instrumentación 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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