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Resumen

El sistema Bond Elut QUEChERS con extraccion mejorada en matriz de lipidos (EMR-Lipid)
de Agilent es la nueva generacion en productos de preparacion de muestras y esta
disponible en una practica extraccion en fase solida dispersiva (dSPE). Este material
presenta una elevada selectividad hacia a la matriz extraida simultaneamente,
especialmente la que procede de muestras grasas (contenido en grasa > 5 %) sin afectar
negativamente a la recuperacion de los analitos. Este estudio demuestra la aplicacion de
este nuevo producto en el analisis de 30 farmacos de uso veterinario en higado de
bovino. El procedimiento implica una extraccion con precipitacion de proteinas rapida y
eficaz mediante acetonitrilo acidificado, seguido por el uso de la dSPE con EMR—Lipid y
un kit de pulido para una limpieza adicional. La cantidad de matriz extraida mediante el
protocolo EMR-Lipid se determind mediante el peso de las sustancias extraidas
simultaneamente y los experimentos de infusion postcolumna. En comparacion con otros
productos para limpiar la matriz, la dSPE con EMR—Lipid proporciona una extraccion de
la matriz mas eficaz y mejor recuperacion de los analitos. El método EMR—Lipid
optimizado proporciona una limpieza superior, asi como exactitud y precision excelentes
para los 30 farmacos de uso veterinario en todos los niveles, proporcionando un analisis

rapido, sdlido y eficaz de muestras grasas.
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Introduccion

Los farmacos de uso veterinario se utilizan ampliamente en
animales en el sector de produccion de alimentos para luchar
contra las enfermedades, o para fomentar el crecimiento. Estos
farmacos se acumulan en los tejidos animales, y un uso
inadecuado puede producir la acumulacion de residuos de
farmacos en tejidos comestibles, lo que supone un riesgo conocido
para la salud humana. Dado que la seguridad alimentaria cada vez
es mas importante, casi todos los paises han implantado
normativas para limitar los farmacos utilizados en la produccion de
animales para consumo [1-4].

Los alimentos de origen animal tales como musculo, higado y
huevos suelen ser complejos desde el punto de vista quimico y, por
tanto, es muy importante aplicar un método eficaz para la
preparacion de muestras que incluya una extraccion general y una
limpieza eficiente. Los métodos establecidos para la preparacion de
muestras incluyen las técnicas tradicionales de extraccion en
disolvente, extraccion en fase sdlida (SPE), o una combinacion de
varias técnicas. Estos métodos suelen requerir bastantes recursos
humanos, son laboriosos, solamente son adecuados para unas
pocas clases de compuestos, y requieren el desarrollo de métodos
adicionales.

Los métodos multiclase y multirresiduo cada vez aparecen con mas
frecuencia en los programas de monitorizacion normativa debido a
su creciente alcance analitico y eficiencia del laboratorio. El
ntmero de farmacos de uso veterinario monitorizados ha
aumentado en los Gltimos afios, y en la actualidad se informa de
mas de 100 farmacos [5-8]. El pretratamiento de las muestras suele
implicar extraccion con una mezcla de acetonitrilo:agua, seguido
por una limpieza con C18, otras técnicas de limpieza o ambos. Los
absorbentes como C18 solamente proporcionan una eliminacion
limitada de los lipidos extraidos simultineamente, lo que puede dar
como resultado la precipitacion en la muestra final tras la dilucion o

la reconstitucion. La formacion de un precipitado requiere la
filtracion de la muestra antes de la inyeccion en el equipo de
LC/MS/MS, y puede ocasionar la pérdida de analitos. Se puede
afiadir hexano durante la extraccion en fase sélida dispersiva
(dSPE) para eliminar los lipidos extraidos simultineamente, pero
esta operacion no es selectiva, es laboriosa,-y extrae analitos
hidrofébicos. El uso de materiales absorbentes de circonio en la
limpieza proporciona una limpieza de la matriz mejorada en
comparacion con C18, pero también da como resultado mas
pérdida de analitos, especialmente en el caso de compuestos-que
contienen acido carboxilico e hidroxilo, tales como
fluoroquinolonas, tetraciclinas y macrolidos [7,8].

El sistema Bond Elut QUEChERS con extraccion mejorada en
matriz de lipidos (EMR—Lipid) de Agilent es un nuevo material
absorbente que elimina selectivamente las principales clases de
lipidos de la muestra sin una retencion de analitos indeseada. La
eliminacion de interferencias lipidicas de las matrices complejas
es especialmente importante en técnicas tales como QUEChERS y
precipitacion de proteinas. Puesto que estos sencillos métodos
de preparacion de muestras no pueden extraer un porcentaje de
lipidos elevado, las sustancias extraidas simultaneamente
permaneceran en el extracto final de la muestra junto con
analitos objetivo. Esto ocasiona anomalias cromatograficas,
escasa exactitud y precision de los datos, y mayores problemas
de mantenimiento. En este estudio hemos investigado un
abordaje nuevo para la preparacion de muestras en el analisis de
30 farmacos de uso veterinario en higado de bovino,
representativos y que suponen un desafio, usando una extraccion
sencilla con precipitacion de proteinas seguido de limpieza
mediante EMR-Lipid. Los farmacos de uso veterinario representan
17 clases diferentes, incluyendo farmacos hidrofilicos a
hidrofébicos, acidos, neutros y basicos. La Tabla 1 muestra
informacion quimica y normativa acerca de estos farmacos de
uso veterinario.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de los farmacos de uso veterinario.

Nombre Clase de farmaco Log P pKa Formula molecular Estructura Tolerancia en EE.UU. (pg/g)
2-Tiouracilo Thyreostat -0,28 1,75 C,4H,4N,08 N.A
...- -'I'j-l
- ,_'.-‘\1: 5
-
Acetopromazina Tranquilizante 3,49 9,3 C;9H,,N,08 - N.A
"
P s -, _.-J-.\,_
KL,
Amoxicilina B-Lactama 0,86 24 C;6H19N305S i, T [ 0,01
H < bl L] -h"'\.- £ 51_.
- A
l-ll'



Nombre

Clase de farmaco Log P pKa Formula E a Tolerancia en EE.UU. (pg/g)
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Tolerancia en EE.UU. (pg/g)

Nombre Clase de farmaco Log P pKa Formula a
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Nombre Clase de farmaco Log P pKa Formula E a Tolerancia en EE.UU. (pg/g)
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Nombre Clase de farmaco Log P pKa Formula molecular Estructura Tolerancia en
EE.UU. (pg/g)
Sulfametoxipiridazina Sulfonamida 0,32 6,7 C1H1oN,405S
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a Tolerancia en higado de ganado vacuno (para tulatromicina, se ha establecido un marcador del residuo)

b Tolerancia en musculo porcino
¢ Prohibido para uso fuera de sus indicaciones

d Tolerancia es la suma de residuos de tetraciclina incluyendo clortetraciclina, oxitetraciclina, y tetraciclina en el misculo

e Tolerancia en el masculo de ganado vacuno

f Tolerancia en grasa, misculo, higado y rifion de ganado vacuno sin cocinar
g Tolerancia en grasa de ganado vacuno

h Tolerancia en el muasculo de cabra

Experimento

Todos los reactivos y disolventes fueron de calidad HPLC o
calidad analitica. El acetonitrilo (ACN) era de Honeywell
(Muskegon, MI, EE.UU.). El dimetilsulféxido (DMSO0), los patrones
de farmacos de uso veterinario y los patrones internos eran de
Sigma-Aldrich, Corp. (St Louis, MO, EE.UU.). El acido formico (FA)
de calidad reactivo era de Agilent (ref. G2453-86060). El acetato
de amonio (NH,0Ac) era de Fisher Chemicals (Fair Lawn, NJ,
EE.UU.).

Disoluciones y patrones

Se preparo acido formico (5 %) en acetonitrilo por adicion de 5 ml
de acido formico a 95 ml de ACN reciente. La disolucion madre de
acetato de amonio (1 M) se preparo disolviendo 19,27 g de
NH,0Ac en 250 ml de agua Milli-Q. La disolucion se almaceno a
4 °C. Se preparo una solucion de acetato de amonio 5 mM en
agua por adicion de 5 ml de disolucion madre de acetato de
amonio 1 M a 1| de agua Milli-Q.

Las disoluciones madre de patron y de patron interno (Pl) se
prepararon en DMSO a 2,0 mg/ml, excepto en el caso de la
disolucion madre de danofloxacina en DMSO (a 1,0 mg/ml) y la
disolucion madre de ciprofloxacina en DMSQO (a 0,25 mg/ml). Las
disoluciones madre de amoxicilina y cefazolina se preparar en
agua a 2,0 mg/ml. Todas las disoluciones madre se prepararon en
viales de vidrio ambar, salvo para las disoluciones madre de

amoxicilina y cefazolina, en las que se usaron viales de plastico.
Todas las disoluciones madre se almacenaron a —20 °C. Los

30 compuestos se distribuyeron en dos grupos, G1y G2, en
funcion de la respuesta del instrumento. Se prepar6 una
disolucion de trabajo de patron de 25/5 pg/ml (G1/G2) 1/1 en
ACN/agua 1/1. La disolucion de trabajo de Pl Flunixin-d,

(25 pg/ml) se prepard en ACN/agua 1/1.

Equipo

El equipo y el material utilizados en la preparacion de muestras
incluyo:

+  Geno/Grinder (SPEX, Metuchen, NJ, EE.UU.)
+  Centrifuga Centra CL3R (Thermo IEC, MA, EE.UU.)

*  Microcentrifuga Eppendorf (Brinkmann Instruments,
Westbury, NY, EE.UU.)

+  Vortizador y vortizador multitubo (VWR, Radnor, PA, EE.UU.)

+  Dispensador vertical para viales, (VWR, So. Plainfield, NJ,
EE.UU.)

*  Pipetas y repetidor Eppendorf

+  Tubos Bond Elut EMR—Lipid de Agilent (ref. 5982-1010) y
tubos para pulido final Bond Elut para extraccion mejorada
en matriz de lipidos (ref. 5982-0101)



Instrumentacion

El analisis se llevo a cabo en un sistema LC Agilent 1290 Infinity
que incluia:

+  Bomba cuaternaria Agilent 1290 Infinity (G4204A)

*  Muestreador automatico de alto rendimiento Agilent 1290
Infinity (G4226A) provisto de un termostato Agilent 1290
Infinity (G1330B), y un compartimento termostatizado de
columna Agilent 1290 Infinity (G1316C)

El sistema UHPLC se acopl6 a un sistema de LC/MS de triple
cuadrupolo Agilent 6490 provisto de una fuente de ionizacion por
electrospray Agilent Jet Stream y tecnologia iFunnel. Se utilizo el
software de estacion de trabajo MassHunter de Agilent para
adquisicion y andlisis de datos.

Condiciones del instrumento

Condiciones de HPLC

Columna: Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2,1 x 150 mm, 2,7 pm
(ref. 693775-902),
precolumna Agilent Poroshell 120 EC-C18 UHPLC,
2,1 x5 mm, 2,7 pm (ref. 821725-911)

Fase movil: A) FA al 0,1 % en agua
B) FA al 0,1 % en acetonitrilo
Velocidad de flujo: 0,3 ml/min
Temp. columna: 40 °C
Temp. del muestreador
automatico: 4°C
Vol. iny.: 3ul
Lavado de la aguja: ACN:MeOH:IPA:H20 1:1:1:1 con FA al 0,2 %
Gradiente: Tiempo (min)
%B
0 10
05 10
8.0 100
Tiempo de parada: 12 min
Tiempo posterior: 3 min

Condiciones, MS
Modo positivo/negativo

Temp. gas: 120°C

Flujo de gas: 14 1/min

Nebulizador: 40 psi

Calentador del gas

de impulsion 400°C

Flujo de gas de

impulsion: 121/min

Capilar: 3.000V

Parametros de iFunnel: Positivo Negativo
RF de alta presion 90 V 0V

RF de baja presion 70 V 60V

Las condiciones de monitorizacion dinamica multiple de la
reaccion (DMRM) por MS relativas a los analitos se relacionan en
la Tabla 2. En la Figura 1 se muestra un cromatograma tipico.

Preparacion de muestras

El procedimiento final de preparacion de muestras se optimizo
con las siguientes etapas.

1. Pese2g(£0,1 g) de higado de bovino homogéneo en un
tubo de centrifuga de 50 ml.

2. Anada 10 ml de acetonitrilo acidificado (que contiene
FAal5%).

3. Mezcle las muestras en un agitador mecanico durante 2 min.
4. Centrifugue a 5.000 rpm durante 5 min.

5. Adnada 5 ml de tampon acetato de amonio (5 mM) a un tubo
de dSPE EMR-Lipid de 15 ml.

6. Transfiera 5 ml de sobrenadante a un tubo de EMR—Lipid.

7.  Mezcle en vortex inmediatamente para dispersar la muestra,
seguido de 60 s de mezclado en una mesa de vortizacion
multiposicion.

8. Centrifugue a 5.000 rpm durante 3 min.

9. Transfiera 5 ml de sobrenadante a un tubo EMR—Lipid
pulido de 15 ml que contenga 2 g de sales (NaCl:MgS0, 1:4),
y mezcle en vortex durante 1 min.

10. Centrifugue a 5.000 rpm durante 3 min.

11. Combine 200 pl de la capa sobrenadante de ACN con 800 pl
de agua en un vial de muestras de 2 ml y mezcle en vortex.



Tabla 2. Parametros de LC/MS/MS DMRM y tiempos de retencion para los analitos diana.

TR lon precursor I6n producto
Analito (min) Delta TR (min) Polaridad (m/2) lén de CE (V) 16n de CE (V)
cuantificacion cualificacion

2-Tiouracilo 1.4 2 Negativo 127 57,9 17 - -
Amoxicilina 1,84 2 Positivo 366,1 349,2 5 114 25
Metonidazol-OH 2,07 2 Positivo 188,1 1231 9 126,1 13
Levamisol 34 2 Positivo 205,1 1781 21 91,1 41
Lincomicina 3,35 2 Positivo 407,2 126,1 37 701 80
Norfloxacina 4,22 2 Positivo 3201 302,2 21 276,1 17
Oxitetraciclina 4,24 2 Positivo 461,2 426,1 17 4432 9
Ciprofloxacina 4,31 2 Positivo 3321 231 45 3143 21
Danofloxacina 4,42 2 Positivo 358,2 340,2 21 81,9 53
Ractopamina 44 2 Positivo 302,2 107 33 77 71
Morantel 49 2 Positivo 2211 1231 37 76,9 80
Cefazolina 4,65 2 Positivo 455 3231 9 156 13
Sulfametizol 4,65 2 Positivo 271 156,1 13 92 29
Sulfametoxipiridazina 4,69 2 Positivo 2811 92 33 65,1 57
Difloxacina 4,83 2 Positivo 400,2 382 25 356,3 17
Clortetracicina 511 2 Positivo 4791 4442 21 4621 17
Doxiciclina 5.24 2 Positivo 445,2 4281 17 410,2 25
Florfenicol 547 2 Negativo 3001 268,1 25 159,1 41
Cloranfenicol 5.68 2 Negativo 321 152 17 2571 9
Tilosina 5.85 2 Positivo 916,5 1739 45 7725 33
Closulon 5.86 2 Negativo 3719 3419 9 - -
Prednisona 5.88 2 Positivo 359,2 147,2 33 341,2 9
Acetopromizina 5,93 2 Positivo 3212 86 21 58 45
Clorpromazina 6,49 2 Positivo 3191 86 21 58,1 45
Fenbendazol 6,77 2 Positivo 3001 268,1 25 159,1 41
Ketoprofeno 6.8 2 Positivo 255,1 208,9 13 77 57
Oxifenbutazona 1.21 2 Negativo 3231 1339 25 295 17
Flunixina-d, (NEG) 7,53 2 Negativo 298,1 254,2 17 192 37
Flunixina-d; (POS) 753 2 Positivo 300,1 282 25 264 41
Acetato de melengestrol 8,78 2 Positivo 397,2 3374 13 279,2 21
Niclosamida 8,82 2 Negativo 325 170,9 25 289,1 13
Bitionol 9,49 2 Negativo 3529 161 21 191.8 25
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Figura 1. Cromatograma LC/MS/MS (DMRM) tipico de una muestra de higado de bovino
reforzada con 50 ng/g de patron de farmaco de uso veterinario y extraida mediante
precipitacion de proteinas seguido por limpieza con Bond Elut EMR—Lipid de Agilent.

La muestra ya estara lista para el analisis de LC/MS/MS. El flujo
de trabajo completo para preparacion de muestras se muestra en
la Figura 2.

Pese con precision una muestra de higado bovino triturado
de 2 g (£ 0,1 g) en un tubo de centrifuga de 50 ml.

Anada Ply STD a las muestras de QC y Pl a todas las muestras
excepto al blanco de matriz; mezcle en vortex.

v

‘ Aiada 10 ml de acido formico al 5% en acetonitrilo. ‘

v

‘ Tape y agite enérgicamente en un agitador mecanico durante 2 min. ‘

v

‘ Centrifugue a 5.000 rpm durante 5 min. ‘

v

Anada 5 ml de tampon seguido de 5 ml de extracto bruto de ACN
atubos dSPE EMR—Lipid de 15 ml.

v

‘ Mezcle en vortex y centrifugue. ‘

v

‘ Transfiera 5 ml de sobrenadante a un tubo EMR—Lipid pulido. ‘

v

Mezcle en vortex y centrifugue y, después, para las muestras de
blanco de matriz, transfiera la capa de acetonitrilo superior a otro tubo.

v

Posteriormente afiada STD y Pl al blanco de matriz para generar
estandares de calibracion emparejados por matriz.

v

‘ Combine 200 pl de la capa superior de ACN y 800 pl de agua, mezcle en vortex. ‘

v

‘ Las muestras estan listas para el analisis de LC/MS/MS. ‘

Figura 2. Procedimiento para la preparacion de muestras
usando Bond Elut EMR—Lipid de Agilent para el analisis de
farmacos de uso veterinario en higado de bovino.

Patrones de calibracion y muestras de control de
calidad

Muestras de control de calidad (QC) previamente marcadas se
reforzaron adecuadamente con la disolucion de trabajo
combinada normalizada, después de la etapa 1, para seis réplicas.
Para los analitos G1, las muestras de QC correspondieron a
10,50, 250, y 750 ng/g en higado. Para los analitos G2, las
muestras de QC correspondieron a 2, 10, 50, y 150 ng/g en
higado. La disolucién de Pl también se introdujo en todas las
muestras, salvo el blanco de matriz, correspondiente a 200 ng/g
de flunixin-d, en higado.

Se prepararon patrones de calibracion emparejados por

matriz con disoluciones de trabajo de patron y de PI. Las
concentraciones adecuadas en las muestras del blanco de
matriz después de la etapa 8 corresponden a 5, 25, 50, 250, 750,
y 1.000 ng/g en higado (G1), 0 1,5, 10, 50, 150, y 200 ng/g en
higado (G2), y 200 ng/g de Pl en el higado.



Determinacion de la cantidad de sustancias
extraidas simultaneamente

La cantidad de sustancias extraidas simultaneamente se
determind por medida gravimétrica [7] realizada para tres
técnicas de limpieza diferentes: C18, absorbente de circonio, y
EMR—Lipid. Las muestras se prepararon de la siguiente forma.

1. Caliente los tubos de vidrio durante ~ 1 ha 110 °C para
eliminar la humedad.

2. Enfrie los tubos a temperatura ambiente.
3. Tare los tubos.

4, Transfiera con precision 1 ml del extracto inicial de blanco de
matriz (sin limpieza) y de los blancos de matriz sometidos a
las diferentes técnicas de limpieza, por duplicado.

5. Seque todas las muestras en un equipo CentriVap a 50 °C
durante 1 h o hasta sequedad.

6. Caliente los tubos durante ~ 1 ha 110 °C para eliminar la
humedad.

7. Enfrie los tubos a temperatura ambiente.
8. Vuelva a pesar los tubos.

La diferencia de peso después de la etapa 8 y después de la
etapa 3 es la cantidad de muestra extraida simultaneamente. La
cantidad de sustancias extraidas simultaneamente mediante la
limpieza es la diferencia del peso promedio entre las sustancias
extraidas simultaneamente de la matriz antes y después de la
limpieza.

Evaluacion del efecto de la matriz

El efecto de la matriz cromatografica se evalu6 mediante un
experimento de infusion postcolumna. Las muestras de blanco de
matriz se inyectaron con infusion postcolumna simultanea de una
disolucion de patron puro de farmaco de uso veterinario de

10 partes por billon (ppb) a 60 pl/min. Todas las transiciones de
compuestos se monitorizaron durante la totalidad del ciclo de LC.

Adicionalmente, se compard la respuesta del analito (area de
pico) entre los extractos de higado después del marcado y las
disoluciones originales equivalentes. Los extractos de higado
después del marcado se prepararon introduciendo disolucion de
patrén normalizada en el extracto de blanco de matriz de higado.
La diferencia en la respuesta (area de pico) se correlaciona
directamente con los efectos de la matriz.

Optimizacion, validacion y comparacion de los
métodos

Se evaluaron diferentes ensayos de optimizacion, FA al 5 % en
ACN comparado con FA al 1 % en ACN para la precipitacion de
proteinas, tampon acetato de amonio comparado con agua para
la limpieza con EMR—Lipid, y también ensayos incluyendo y sin
incluir sales de pulido tras la limpieza con EMR—Lipid. Los
resultados se evaluaron en funcion de la recuperacion de los
analitos, la precision y otros parametros de cuantificacion. El
método optimizado final se valido, a continuacion, analizando un
lote de cuantificacion completo con patrones de curva de
calibracion por duplicado incluidos en todas las muestras de QC.

Se recogieron los datos de comparacion de la recuperacion en las
muestras de higado antes y después del marcado a 50 ng/g. A
continuacion, los extractos se procesaron con protocolos de
limpieza aceptables. Para el protocolo EMR—Lipid con
precipitacion de proteinas, se utilizo el procedimiento de limpieza
descrito en la Figura 2. Para QUEChERS, se utilizo limpieza dSPE
usando C18 o absorbente de circonio.

1. Pese 2 g de higado en un tubo de 50 ml.

2. Arada 8 ml de tampon fosfato (pH 7,0) y 10 ml de ACN
acidificado (FA al b %).

3. Mezcle en vortex durante 30 s.

4. Anada sales EN para reparto/extraccion, y agite
enérgicamente en un agitador mecanico.

5. Centrifugue a 5.000 rpm durante 5 min.

El extracto de higado en ACN bruto usado en la limpieza adicional
se preparo de la siguiente forma.

1. Anada 1 ml de extracto de higado en ACN bruto a un vial de
2 ml que contenga 25 mg de C18 y 150 mg de MgSQ,
(ref. 5982-4921), 0 a un vial de 2 ml que contenga 100 mg de
absorbente de circonio.

2. Tapey mezcle en vortex durante 1 min.
3. Centrifugue a 13.000 rpm durante 3 min (microcentrifuga).

4, Transfiera 200 pl de sobrenadante a otro vial que contenga
800 pl de agua.

5. Mezcle en vortex y filtre con un filtro de celulosa regenerada
de 0,45 pm.

Las muestras estan listas para el analisis de LC/MS/MS. La
recuperacion se calcul6 a partir del cociente entre las areas de
pico del analito de las muestras antes y después del marcado.



Resultados y debate

Cantidad de sustancias extraidas simultaneamente

La Tabla 3 muestra los resultados del ensayo gravimétrico de la
muestra de sustancias extraidas simultdneamente, que
demuestra claramente que la dSPE con EMR—Lipid proporciona
la mejor eficiencia de limpieza de la matriz por peso que la dSPE
con C18 o absorbente de circonio.

Tabla 3. Resultados gravimétricos para la extraccion simultanea
de la matriz de higado bovino obtenidos con la limpieza
mediante el sistema Agilent Bond Elut para extraccion
mejorada en matriz, circonio y C18.

Eficiencia de extraccion de

Sustancias extraidas la sustancias de la matriz

simultaneamente por 1 ml de

extracto final en ACN (mg)

que se extraen

simultaneamente segun la

Evaluacion del efecto de la matriz

Se utilizo la infusion postcolumna (PCl) de los patrones de
farmaco de uso veterinario para la evaluacion de los efectos de la
matriz en los extractos de ACN bruto y en tres extractos de ACN
finales limpios mediante EMR—Lipid, C18, y absorbente de
circonio. Todos los analitos se monitorizaron durante la totalidad
del ciclo de LC. Los cromatogramas PClI reflejan el impacto de la
matriz para los analitos monitorizados en modo positivo y
negativo. El extracto de ACN final no se diluy6 antes de la
inyeccion, y el ACN se inyect6 directamente. Los perfiles de PCI
se muestran en la Figura 3.

Como se muestra en la traza roja, se observaron una supresion
de la matriz (linea base inferior) y una potenciacion de la matriz
(picos grandes) significativas con la inyeccion del blanco de la
matriz de higado bruto sin ningun tipo de limpieza. Estos efectos
de la matriz tienen efectos fuertemente negativos sobre la

fiabilidad del método y la calidad de los datos. En comparacion,
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Figura 3. Perfiles de infusion postcolumna generados tras la inyeccién de una muestra de blanco de
matriz de higado de bovino (HB) con infusion postcolumna simultanea de 10 ppb de disolucién de patrén
de farmaco de uso veterinario. Todos los analitos se monitorizaron para el andlisis cromatografico, y el
perfil fue un cromatograma de ion total combinado de todas las transiciones de analito monitorizadas.



El cromatograma insertado en la Figura 3 muestra los perfiles PCI
con la inyeccion de las muestras de blanco de matriz usando
diferentes tipos de limpieza. Los perfiles de EMR—Lipid (azul) y
absorbente de circonio (purpura) son similares. El perfil de
limpieza con C18 (verde) también muestra similitud con los otros
dos, pero se observaron mas regiones con potenciacion y
supresion de la matriz. Esta comparacion corresponde a la de la
evaluacion gravimétrica de las sustancias extraidas
simultaneamente, en la que la limpieza con EMR—Lipid
proporciona una eficacia de limpieza ligeramente superior al
absorbente de circonio, y ambos proporcionan una eficacia de
limpieza superior a C18.

También se usaron las comparaciones de la respuesta del analito
entre las muestras de matriz después del marcado y los patrones
puros para evaluar el efecto de la matriz. En la mayoria de los
analitos no se produjeron diferencias significativas en las
respuestas al analito. Sin embargo, para los compuestos que
eluyen mas tarde, que son mas hidrofébicos, se observd mas
supresion iénica de la matriz en las muestras limpias mediante
C18 y absorbente de circonio. Puesto que la mayoria de
interferencias lipidicas eluyen tarde, la reducida supresion i6nica
de la matriz en los analitos hidrofobicos confirma que EMR—
Lipid elimina eficientemente los lipidos extraidos
simultaneamente en comparacion con la dSPE con C18 y
absorbente de circonio. La Figura 4 muestra dos ejemplos de
como la limpieza con EMR—Lipid redujo los efectos de supresion
ionica de la matriz.

Farmaco de uso veterinariditionol (TR = 9,49 min)

Optimizacion del método

También se investigo el disolvente usado en la etapa de
precipitacion de proteinas. Se sabe que el acetonitrilo precipita
proteinas eficientemente para una relacion entre la muestray la

sustancia organica de 1:3 a 1:5, y el acetonitrilo acidificado ofrece
mas precipitacion de proteinas. El higado de bobino es una matriz

compleja, y la eliminacion de proteinas es algo fundamental no
solamente para eliminar la matriz, sino también para facilitar una
limpieza eficiente con

EMR—Lipid. En este estudio, se evaluaron concentraciones de

FAal1%vy5 % en ACN en la etapa de precipitacion de proteinas

seguido por la limpieza con EMR—Lipid y el analisis mediante
LC/MS/MS. El uso de FA al 5 % en ACN proporcioné mejor
precision, como se muestra en las curvas de calibracion (Figura
5). También se compararon las recuperaciones de analito y, de
nuevo, el FA al 5 % en ACN proporcioné mejor precision.

Niclosamida (TR = 8,72 min)
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Figura 4. Efecto de supresion ionica de la matriz para analitos hidrofobicos. El efecto de
la matriz (EM) se calculd a partir de la relacion del area de pico en extracto de higado

después del marcado y el correspondiente patrén puro.



Disolvente usado en la extraccion con
precipitacion de proteinas
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de sulfametazol
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matriz
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Figura 5. Comparacion de la linealidad de la curva de calibracion cuando se utiliza FA al 1 %
en ACN con FA al 5 % en ACN para la precipitacion de proteinas.

Es importante que se afiada una cantidad de agua o tampon

adicional para activar el material EMR-Lipid. Esto mejora su
interaccion con la matriz indeseada de la muestra, especialmente

los lipidos, llevando a una eliminacion eficiente de la matriz. Se

investigo el efecto de usar un tampon acetato de amonio (5 mM)

durante la limpieza con EMR—Lipid, y los resultados se
compararon con los obtenidos usando agua. En general, el uso
del tampon acetato de amonio mejoré muchas recuperaciones
del analito del 5 al 10 %, salvo para las tetraciclinas.

Para estos compuestos, el uso del tampon dio como resultado
recuperaciones un 5 % inferiores que con el uso de agua no
tamponada. Se seleccionaron analitos con diferencias de
recuperacion evidentes entre el uso del tampon y del agua para
su comparacion en la Figura 6. Puesto que con el uso del tampon
mejoraron las recuperaciones de mas analitos, y que la pérdida
ocasionada de la tetraciclina era minima, se uso la disolucion
tampon acetato de amonio 5 mM durante el resto del estudio.

Recuperacion de los analitos para higado de bovino reforzado con 10 ppb de patron de
farmaco de uso veterinario y limpieza con los protocolos optimizados de EMR-Lipid (n = 6)

W EMR—Lipid con tampor

B EMR—Lipid con agua

Figura 6. Comparacion de la recuperacion de los analitos cuando se us6 tampon acetato de amonio
5 mM frente a agua en la etapa de limpieza mediante dSPE con extraccion mejorada en matriz.
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Tras la limpieza con EMR-Lipid, el sobrenadante es una mezcla
acetonitrilo:agua 1:1. A continuacion se transfirié una alicuota de 5
ml al tubo de pulido EMR—Lipid que contenia 2 g de mezcla de
sales (MgS0,:NaCl 4:1) para separar las fases organica y acuosa
mediante separacion salina. Esta etapa no solo separa sino que
también facilita la limpieza adicional de la matriz y elimina los
absorbentes y sales adicionales disueltos. Por tanto, ésta se
recomienda tanto para el analisis por GC como para el analisis por
LC. Durante el desarrollo de nuestro método, obtuvimos buenas
recuperaciones de los analitos,-asi como una buena precision, para
todos los analitos salvo para las tetraciclinas. En una posterior
investigacion descubrimos que las bajas recuperaciones de las
tetraciclinas (de 45 a 68 %) estaban relacionadas con la etapa de
separacion salina. Se investigo un protocolo alternativo (Figura 7)
para reducir la pérdida de tetraciclina, que omite el uso de las sales
de pulido EMR—Lipid. El procedimiento es similar, salvo que se
mezclaron 400 pl del extracto (de la dSPE con EMR—Lipid ) y 600
pl de agua en un vial de microcentrifuga, y se mezcl6 en vortex
durante un minuto sin esta etapa de pulido. Las muestras se
centrifugaron en una microcentrifuga a 13.000 rpm durante tres
minutos y, a continuacion, el sobrenadante se transfirio a un vial de
muestra de 2 ml para analisis mediante LC/MS/MS. Los patrones y
el marcado posterior del blanco de matriz con el Pl se realizaron
antes de la etapa de mezclado/dilucion. Se puede considerar que
este protocolo es de no-separacion, ya que no se utilizan sales de
separacion.

Los resultados de la Figura 8 demuestran claramente que las
recuperaciones de las tetraciclinas se pueden mejorar
sustancialmente con este protocolo alternativo. Sin embargo, los
resultados del protocolo que usa el pulido (como se muestra en la
Figura 2) para las tetraciclinas podrian ser aceptables, ya que la
precision es para la cuantificacion. Las bajas recuperaciones se
pueden corregir con el uso de un patron interno marcado, estable y
adecuado. En este estudio dividimos las muestras extraidas para el
protocolo alternativo sin pulido tras la limpieza con EMR—Lipid, y
se natificaron tres resultados para las tetraciclinas (oxitetraciclina,
clortetraciclina, y doxiciclina) con el protocolo alternativo.

Comparacion de métodos

A continuacion se comparé el método EMR-Lipid optimizado con un
método QUEChERS tradicional con limpieza dSPE con C18 y
limpieza con absorbente de circonio. El método QuUEChERS se
utiliza frecuentemente para la extraccion de analitos o residuos, y
utiliza una etapa de limpieza dSPE. La Figura 9 muestra los
resultados estadisticos de comparacion de la recuperacion, y la
Figura 10 muestra la comparacion para algunos analitos
problematicos seleccionados. El protocolo EMR—Lipid optimizado
proporciona mejoras significativas en la recuperaciény en la
precision de analitos problematicos, especialmente en lo que
respecta al absorbente de circonio, que proporciona bajas
recuperaciones para las clases fluoroquinolona y tetraciclina.
Solamente la oxitetraciclina y la niclosamida proporcionaron

Muestras después de la limpieza con EMR—Lipid

¥

Posteriormente afiada STD y Pl al blanco de matriz para generar
estandares de calibracion ajustados a la matriz.

v

Combine 400 pl del sobrenadante superior con 600 pl de agua
en un vial de centrifuga con cierre a presion de 2 ml.

¥

‘ Mezcle en vortex y centrifugue. ‘

v

‘ Las muestras estan listas para el analisis de LC de triple cuadrupolo. ‘

Figura 7. Procedimiento opcional después de la limpieza con
Bond Elut EMR—Lipid de Agilent para mejorar las
recuperaciones de tetraciclinas.

B EMR—Lipid sin pulido

120 B EMR—-Lipid con pulido

100
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% de recuperacion de analitos (n
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Figura 8. Comparacion de la recuperacion y precision de la
tetraciclina para muestras de higado preparadas con y sin una
etapa de pulido después de la limpieza Bond Elut EMR—Lipid
de Agilent.
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Figura 9. Resultados estadisticos de recuperacion para la
comparacion entre el protocolo Bond Elut EMR—Lipid de
Agilent y los protocolos tradicionales QuEChERS.

mero de farmacos de uso veterinario ensayados en higado de bovino



recuperaciones absolutas de 67 % y 68 %, respectivamente. Sin
embargo, la precision de estos dos compuestos para las seis
réplicas fue aceptable, con un valor de DER de 12,8 %y 2,0 %.
respectivamente, considerados aceptables segun las directrices
SANCOI[9]. Estos resultados son mejores que los obtenidos con
los otros dos protocolos que utilizaban dSPE con C18y
absorbentes de circonio.

Validacion de métodos

El método EMR—Lipid optimizado se validé analizando un lote de
cuantificacion completo, usando el método descrito en la seccion
de preparacion de muestras. Se uso un patron interno (flunixina-
d, para el modo positivo y negativo) para la cuantificacion de la
exactitud y la precision. La recuperacion absoluta de la flunixina-
d, fue del 90 al 100 %. Por tanto, la exactitud se corresponde

estrechamente con las recuperaciones absolutas. La Tabla 4
muestra los resultados de cuantificacion. Se generé un grafico
resumen (Figura 11) determinado la exactitud y la precision para
24 QC en cuatro niveles diferentes (G1 =10, 50, 250, y 750 ppb y
G2=2,10, 50, y 150 ppb; véase la seccion de patron de
calibracion), con seis réplicas para cada nivel. Se consiguieron
precisiones aceptables (de 70 a 120 %) para el 93 % de los
analitos, salvo para dos valores atipicos, que tuvieron una
recuperacion ligeramente inferior al 70 % con buenos valores de
DER. Los valores de DER para las seis réplicas de cada nivel
fueron excepcionales, inferiores al 10 % para la mayoria de los
compuestos. Debe indicarse que la ractopamina y el ketoprofeno
se detectaron a bajas concentraciones en el blanco de higado de
bovino, dando como resultado un intervalo de calibracion
modificado.
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Figura 10. Resultados de recuperacion de los analitos seleccionados comparando
el protocolo Bond Elut con extraccion mejorada en matriz de lipidos con los
protocolos tradicionales. Los resultados para clortetraciclina y doxiciclina se
generaron con un protocolo alternativo mostrado en la Figura 6. El resto de los

compuestos usaron el protocolo de la Figura 1.



Tabla 4. Resultados de cuantificacion de analitos objetivo usando el sistema Bond Elut con extraccion mejorada en matriz de
lipidos. Cada analito se evaluo en cuatro niveles de concentracion con seis réplicas para cada nivel.

N.° de Curva de calibracion Recuperacion y precision del método (ng/g QC)
grupo Analito Ajuste de Intervalo 2 10 50 150 250 750
regresion/pesoR? cal. (ng/g)% Rec DER % Rec DER % Rec DER % Rec DER % Rec DER % Rec DER
1 2-Tiouracilo Lineal, 1/x 0,9976 5-1.000 — — 106,6 4.9 936 54 — — 870 30 854 83
1 Amoxicilina Lineal, 1/x 0,9978 5-1.000 — — 659 121 743 88 — — 795 41 797 48
1 Metonidazol-OH Lineal, 1/x 0,9981 5-1.000 — — 926 151 894 6,6 — — 894 35 89,7 33
1 Oxitetraciclina Lineal, 1/x 0,9963 5-1.000 — — 739 191 71,2 140 — — 670 128 634 9.0
1 Cefazolina Lineal, 1/x 0,9966 5-1.000 — — 721 94 81,2 27 — — 86,7 38 829 30
1 Difloxacina Lineal, 1/x 0,9978 5-1.000 — — 790 83 865 59 — — 1044 51 97,7 63
1 Clortetracicina Lineal, 1/x 0,9928 5-1.000 — — 1006 141 969 95 — — 938 140 850 116
1 Doxiciclina Lineal, 1/x 09972 5-1.000 — — 1189 120 1027 100 — — 1100 7.7 1045 86
1 Florfenicol Lineal, 1/x 0,9942 5-1.000 — — 1034 6.2 107,9 6.0 — — 1152 135 1070 40
1 Cloranfenicol Lineal, 1/x 0,9962 5-1.000 — — 103,6 6.6 1071 79 — — 1137 9.8 100,9 52
1 Closulon Lineal, 1/x 0,9954 5-1.000 — — 779 103 1044 6.0 — — 1022 71 943 33
1 Prednisona Lineal, 1/x 0,9984 5-1.000 — — 1059 91 9221 M1 — — 1039 105 945 23
1 Oxifenbutazona Lineal, 1/x 0,9903 5-1.000 — — 936 34 919 572 — — 937 56 970 46
1 Acetato de melengestrol Lineal, 1/x 0,9994 5-1.000 — — 706 14 773 30 — — 828 21 771 26
1 Bitionol Cuadratica, 1/x 0,9981 5-1.000 — — 694 62 924 29 — — 91,3 43 831 37
2 Levamisol Lineal, 1/x 0,9967 1-200 845 113 95 51 1038 52 894 97 — — — —
2 Lincomicina Lineal, 1/x 0,9950 1-200 895 164 796 106 741 45 748 112 — — — —
2 Norfloxacina Lineal, 1/x 0,9960 1-200 895 97 892 47 98 74 935 72 — — — —
2 Ciprofloxacina Lineal, 1/x 0,9980 1-200 810 56 836 69 9.9 41 95 59 — — — —
2 Danofloxacina Lineal, 1/x 0,9985 1-200 782 18 862 58 95 78 9,9 48 — — — —
2 Ractopamina Lineal, 1/x 0,9961 10-2000 — — 98,1 155 1050 104 1025 68 — — — —
2 Morantel Lineal, 1/x 0,9960 1-200 895 49 951 45 101,0 8,6 941 74 — — — —
2 Sulfametizol Lineal, 1/x 0,9928 1-200 857 146 892 81 939 49 880 104 — — — —
2 Sulfametoxipiridazina Lineal, 1/x 0,9973 1-200 84,7 81 844 29 899 57 849 62 — — — —
2 Tilosina Lineal, 1/x 0,9967 1-200 806 112 756 27 710 45 653 23 — — — —
2 Acetopromizina Lineal, 1/x 0,9973 1-200 741 63 735 30 772 49 752 53 — — — —
2 Clorpromazina Lineal, 1/x 0,9967 1-200 66,1 6,1 678 38 734 43 727 65 — — — —
2 Fenbendazol Lineal, 1/x 0,9988 1-200 746 17 823 46 979 99 849 35 — — — —
2 Ketoprofeno Lineal, 1/x 0,9978 5-200° — — 883 72 981 69 945 38 — — — —
2 Niclosamida Lineal, 1/x 0,9996 1-200 600 153 666 47 7 20 676 31 — — — —

@ Los analitos del grupo 1 tienen un intervalo de calibracion de 5 a 1.000 ng/g, y niveles de aparicion de picos fantasmas de 10, 50, 250, y 750 ng/g. Los analitos
del grupo 2 tienen un intervalo de calibracion de 1 a 200 ng/g, y niveles de aparicion de picos fantasmas de 2, 10, 50, y 150 ng/g.

b Intervalo de calibracion modificado debido a la ractopamina detectada en el blanco de control de HB.
¢ Intervalo de calibracion modificado debido al ketoprofeno detectado en el blanco de control de HB.
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Exactitud total del analito en QC bajos, medios y altos (n = 24)

Figura 11. Cuantificacion de 30 farmacos de uso veterinario representativos analizados en HB usando el
protocolo optimizado Bond Elut con extraccion mejorada en matriz de lipidos de Agilent. Los datos de
exactitud y precision se calcularon usando un total de 24 réplicas en cuatro niveles de marcado
diferentes (n = 6 en cada nivel). Barra de error = IC del 95 %. Se generaron tres resultados para
compuestos de tetraciclina con un protocolo alternativo mostrado en la Figura 6. El resto de los

compuestos usaron el protocolo de la Figura 1.

Conclusiones

Se ha optimizado y validado un método rapido, fiable y robusto
usando la extraccion con precipitacion de proteinas seguida de
limpieza mediante el sistema Bond Elut EMR—Lipid y pulido con
EMR—Lipid para el analisis de multirresiduos de farmacos de
uso veterinario en higado de bovino. Los efectos de la matriz se
evaluaron cuidadosamente, y compararon con la limpieza dSPE
tradicional con C18/PSA y absorbente de circonio. Los resultados
demuestran que el método EMR:-Lipid optimizado proporciona
una limpieza de la matriz superior y una excelente recuperacion y
precision en este tipo de aplicacion.

Es importante destacar que se uso dilucion directa con agua
antes de la inyeccion para que las muestras pudieran analizarse
mediante LC/MS/MS y mantener la integridad de pico en los
primeros analitos eluidos. El sistema LC/MS/MS usado en este
estudio proporciond una sensibilidad adecuada para utilizar la
dilucion directa de la muestra cumpliendo al mismo tiempo los

requisitos de limite de deteccion. En comparacion con los
métodos habituales de secado y reconstitucion, este flujo de
trabajo ahorra mucho tiempo y esfuerzo, y también evita la
posible desviacion y pérdida de analitos. Si la sensibilidad del
instrumento no puede satisfacer las exigencias por el método de
dilucion directa de la muestra se debera considerar la aplicacion
de una etapa final de concentracion de la muestra. Esto se
consigue habitualmente mediante evaporacion y reconstitucion
de la muestra. Esta aplicacion demuestra que la extraccion
selectiva de la matriz usando EMR-Lipid proporciona ventajas
significativas para muestras complejas tales como higado de
bovino en cuanto a muestras mas limpias, con mayores
recuperaciones y mejor precision para el andlisis de
multirresiduos de farmacos de uso veterinario.

En futuros trabajos investigaremos otras matrices complejas
grasas, asi como otros analitos objetivo, para demostrar las
ventajas de limpiar las muestras cuando se usa extraccion
mejorada en matriz.
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