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FCNM

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la presencia de residuos de nitroimidazoles en camarén
provenientes de camaroneras acuicolas de la provincia del Guayas por

un método de ensayo analitico de CL-MS/MS validado.

Objetivos Especificos

Seleccionar métodos bibliograficos referenciales que permita establecer
la técnica analitica para la determinacion de nitroimidazoles:
Metronidazol (MNZ), Dimetridazol (DMZ), Ipronidazol (IPZ) Ronidazol
(RNZ) y 2-Hidroxi dimetridazol (HMMNI) méas adecuada.

Desarrollar y optimizar un método de analisis eficiente por cromatografia
liqguida acoplada a masas para la deteccion y cuantificacion de los
nitroimidazoles: MNZ, DMZ, RNZ, IPZ, HMMNI presentes en el tejido
animal (camardn).

Determinar la confiabilidad y el buen funcionamiento del método
analitico por medio de pruebas de implementacion y objetivos de
desempefio de andlisis como: exactitud (veracidad y precision);
linealidad, estabilidad, robustez, concentraciones criticas, y estimacion
de la incertidumbre.

Evaluar los resultados obtenidos del proceso de validacién por medio de
métodos y herramientas estadisticas y establecer si el método analitico
desarrollado es apto para el proposito que se desea aplicar como
meétodo de ensayo confirmatorio.

Aplicar la metodologia analitica desarrollada para la determinacion de
residuos de nitroimidazoles (MNZ, DMZ, RNZ, IPZ, HMMNI) en muestras
de camardn seleccionadas del Plan Nacional de Residuos del INP

provenientes de camaroneras de la provincia del Guayas.
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e Evaluar los datos obtenidos de los andlisis en las muestras
seleccionadas de las camaroneras de la provincia del Guayas y
determinar si sobrepasan los limites de decision (CCa) establecidos en

el laboratorio para estos residuos de antibioticos prohibidos.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES

Los sistemas actuales de explotacién intensiva de los animales de
produccion favorecen la aparicion de procesos infecciosos y parasitarios que
requieren la utilizacion de farmacos con fines profilacticos y/o terapéuticos. Asi
mismo, ciertos productos veterinarios pueden ser administrados
fraudulentamente en los animales de abasto para ejercer un efecto promotor
del crecimiento, reducir el estrés, evitar la muerte para mejorar la produccién

del producto final.

Si bien, para garantizar la salud y el bienestar de los animales, es
completamente necesario disponer de medicamentos veterinarios, Ssu
utilizacién en animales productores de alimentos puede dejar residuos en los

productos alimenticios obtenidos a partir de animales tratados.

Partiendo de esta situacion, y con el fin de proteger la salud de los
consumidores, se hace igualmente indispensable realizar una evaluacion de la
seguridad de estas sustancias teniendo en cuenta los riesgos toxicolégicos, la
contaminacion medioambiental, y los efectos farmacoldgicos y/o

microbiolégicos no deseados de sus posibles residuos.

Por todo esto en el uso inadecuado de las drogas de uso veterinario,
especialmente en los camarones hace necesario la utilizacion de metodologia
analiticas instrumentales con una alta sensibilidad y sensitividad que permitan

la detecciéon de estos resi duos en los alimentos.
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La principal metodologia utilizada por sus caracteristica de alta
sensibilidad y capacidad analiticas es la espectrometria de masas; es
importante describir los fundamentos tedricos y los Ultimos avances
tecnolégicos en espectrometria de masa cuadrupolar en tandem (MS/MS)
utilizados en el pais y estudiar la aplicacion de la esta tecnologia con la
cromatografia liquida(LC-MS/MS) para el andlisis de residuos de antibi6ticos de
nitroimidazoles en musculo de camarén de camaroneras de la provincia del

Guayas.

Entre los Ultimos avances en espectrometria de masa destacan la
tecnologia de Z-sprayTM y T-WaveTM para la generacién y transporte de iones
respectivamente. Estas tecnologias incrementan la relacion sefial/ruido y
ayudan a alcanzar limites de deteccion por debajo de una parte por billén (ppb),
lo cual es de gran importancia en el andlisis de trazas de contaminantes

organicos.

DATOS SOCIOECONOMICOS

En la economia ecuatoriana el sector camaronero tiene una importancia
vital, por su alta generacion de empleo y divisas, ya que representa el tercer
producto de exportacion después del petréleo y del banano; ademés el
Ecuador estd dentro de los 5 principales paises exportadores de camaron a

nivel mundial [1].

Este sector industrial tiene alrededor de 550 empresas activas y esta
compuesto por: laboratorios de maduracién y de larvicultura, empresas
camaroneras, empacadoras distribuidas en 175.748 hectareas y la
productividad a nivel de pais esta entre 800 y 1.400 libras de camaron por ciclo
y se producen 2,5 ciclos al afio. El precio de venta varia ente $1,10 a 1,40 la
libra. Segun cifras econdmicas del Banco Central del Ecuador en el afio 2013
se produjo 1,784,936 millones USD por las 223,142 toneladas exportadas de

este producto y entre los principales compradores del camaron ecuatoriano
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estan los Estados Unidos y la Union Europea, este mercado internacional es
cada vez més exigente en precios y calidad [1], [2].

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las principales preocupaciones de los consumidores es la
obtencion de alimentos inocuos por lo cual el uso incorrecto de medicamentos
en el camardn, puede dar como resultado la contaminacion del tejido con
niveles de residuos y esto generara productos potencialmente nocivos, que la
hard no apta para el consumo humano lo cual constituyen un riesgo para la
salud de los consumidores produciendo toxicidad aguda o crénica que es
causada por la exposicion prolongada a bajos niveles de antibitticos, ademas
puede producir efectos mutagénicos y carcinogénicos, desérdenes en el
desarrollo corporal, reacciones alérgicas y fendmenos de resistencia

bacteriana, alteracion de la flora intestinal, entre otros [3].

Los consumidores esperan que los productos de origen animal no
contengan residuos que puedan generar algun riesgo para la salud o el
ambiente. Sin embargo los animales que tengan enfermedades necesitan ser
tratados con medicamentos con el fin de evitarles sufrimientos asi como
también evitar que algunas de estas enfermedades se transmitan al ser
humano. Por lo tanto debe haber un balance entre estos parametros de la

proteccion al consumidor, bienestar de los animales y la produccion animal.

La utilizacion de antibiéticos en produccion animal, especialmente la
administracion de estos compuestos a bajas dosis durante periodos de tiempos
relativamente largos, ha contribuido a la aparicibn de cepas bacterianas
resistentes a los antibidticos, ejerciendo una presion selectiva y promoviendo la
diseminacion de bacterias resistentes en el medio ambiente y en los sistemas
gastrointestinales de los animales. Estas bacterias pueden afectar a la salud

humana si son patégenos o bien transferir genes de resistencia a patdbgenos

[4].
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Otros de los problemas radican también en la descarga del agua con
residuos de estas sustancia a los distintos cuerpos receptores; Si estos
residuos llegan al ser humano, tienen un impacto en la salud que puede

producir gastroenteritis, mareos, manchas en la piel y pérdida de peso [5].

Con el fin de tomar en cuenta lo anterior; el uso de Limites Maximos de
Residuos (LMR) y los tiempos de retiro, basados en las Buenas Practicas en el
uso de Medicamentos Veterinarios juega un rol preponderante para evitar
residuos inaceptables en los alimentos de origen animal y la proteccion de los

consumidores.

Estos efectos adversos han hecho que organizaciones internacionales
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) con su Programa
Internacional de Seguridad de las Sustacias Quimicas (IPCS), la Agencia de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), la Agencia Europea
de Medicamentos (EMEA), regulen con fundamento cientifico los residuos de
farmacos de uso veterinario potencialmente peligrosos para la salud de los
consumidores [6].

Los nitroimidazoles son drogas que se utilizan para el tratamiento y
prevencion de enfermedades producidas por protozoos y bacterias anaerobias
y microaerofilas. El Metronidazol (MNZ), Dimetridazol (DMZ), Ipronidazol (IPZ)
y Ronidazol (RNZ) estos y sus metabolitos son sustancias en las que se han
comprobado que tienen efectos toxicos carcinogénico y mutagénico en el
hombre y los residuos de estos farmacos prohibidos en alimentos de origen
animal como el camardn son considerados como un factor de riesgo en la salud
publica y una limitante en el desarrollo economico de cualquier pais, ya que

este producto contaminado no puede ser comercializado.

La Unidn Europea clasifica estas sustancias prohibidas en la tabla 2 de
la Regulacion de la Comision 2010/37/EU [7]; en la que no poseen limite
maximo residual que pueda ser fijado o controlado. El Instituto Nacional de
Pesca (INP) como Autoridad Competente designado por la Comunidad
Europea y de acuerdo a su reglamentacion debera establecer medidas de
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control relativas a las sustancias y a los grupos de residuos que pueden estar
presentes en los alimentos [8] , en su Plan de Monitoreo de Residuos [9] de los
productos de acuacultura incluye a estos nitroimidazoles dentro de la lista de
sustancias farmacolégicamente activas prohibidas y para su control el INP
cuenta con su laboratorio de Analisis quimico y microbiolégico de alimentos, en
el area de Cromatografia LC/MS/MS que es encargado de realizar los analisis

de antibidticos en alimentos e insumos acuicolas [10].

Los residuos de farmacos prohibidos en alimentos de origen animal
como el camardon son considerados como un factor de riesgo en la salud
publica y como limitante en el desarrollo econémico de cualquier pais [6] y el
Ecuador en su continua intencién de aumentar las ventas de sus productos en
el exterior, se ha visto a la necesidad de reformar normas, generar
reglamentaciones y renovar su capacidad tecnoldgica, con el fin de controlar
los residuos de farmacos en alimentos de origen acuicola y de esta forma

cumplir con las exigencias de los paises con los que desea negociar.

El hallazgo de residuos de drogas prohibidas (nitroimidazoles) en el
camaron pueda afectar a la salud de los consumidores y pone en peligro las
exportaciones del Ecuador por lo que es necesario evaluar la calidad a través
de la deteccion y cuantificacion de trazas de nitroimidazoles por comatografia
liguida acoplada con detector de masas.

JUSTIFICACION

El propdsito principal que propone este proyecto es desarrollar e
implementar un método confiable para detectar residuos de antibi6ticos de
cuatro de las drogas de 5-nitroimidazoles prohibidas por su toxicidad que son
Metronidazol (MNZ), Dimetridazol (DMZ), Ipronidazol (IPZ) y Ronidazol (RNZ),
y un metabolito del Dimetridazol que es el 2-hidroxi-Dimetridazol (HMMNI) en
tejido de camarén que se encuentra descrita en el Plan de monitoreo de
Residuos del Instituto Nacional de Pesca, especialmente por las siguientes
razones:
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1. Varios métodos han sido publicados para la determinacion de
nitroimidazoles en alimentos y otras matrices biolégicas en tejido animal
como salmon, aves de corral, ganado vacuno, huevos, etc, pero muchas de
ellas cuantifican solamente un principio activo de los nitroimidazoles por
medio de cromatografia liquida acoplada con detectores UV (arreglo de
diodos), estos métodos requieren el uso de grandes volumenes de
solventes clorados para su extraccion, y los extractos desarrollan pico que
eluyen en cromatogramas de tiempo de corridas de aproximadamente 60
minutos lo cual trae consigo complicaciones en tiempo y seguridad, sin
considerar que los niveles de deteccién son alrededor de mg.kg™ (ppm) o

superiores [11] [12].

2. Al ser estos compuestos prohibidos, se requiere de desarrollo de técnicas
con alta especificad y sensitividad que permita la deteccién a nivel de
trazas en valores de pg.kg™ (ppb), y la cromatografia liquida acoplada con
espectrometria de masas Tandem que tienen entre sus principales ventajas
de que es una técnica confirmatoria y de identificacion que permite el
monitoreo simultaneo de varios de los analitos a la vez con la sensitividad y
especificidad requerida.

Al tener un detector MS/MS que permita el desarrollo satisfactorio
del monitoreo de los nitroimidazoles, se requiere de una metodologia
extractiva que permita la limpieza necesaria de las muestras de tejido de
camarén asi como también del perfeccionamiento de una técnica
cromatograficos eficiente en resolucion y tiempo de corrida.

Y todo en conjunto permitira el desarrollo y la implementacion de una

técnica de analisis para la cuantificacion de estas drogas prohibidas.

3. Ademas es importante potencializar la capacidad analitica local,
desarrollando metodologias analiticas de alta precision (LC-MS/MS), para
controlar el uso de drogas prohibidas (Nitroimidazoles) en la actividad

acuicola ecuatoriana que pueda afectar su exportacion.
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4. Cabe también recalcar que esta metodologia analitica puede ser
potencialmente usada no solamente en tejido de camardon sino también
tejido de aves de corral, ganado vacuno y porcino, extendiendo su
aplicacion al area ganadera, pecuaria, y ser base en futuras investigaciones
dentro de estas areas en la inocuidad alimentaria del pais y de los

productos de exportacion.
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Evaluacién de la presencia de Residuos de Nitroimidazoles en Camaron por Manejo Integral de
Cromatografia Liquida Acoplada con Espectrometria de Masas Tadndem Laboratorios de Desarrollo

CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Los Antibidticos y sus usos en la acuacultura

1.1.1.Generalidades

El término Antibiético proviene del griego anti=contra y bios=vida. Son
sustancias quimicas producidas por microorganismos especialmente por
bacterias y hongos que originan la destrucciéon o supresién del crecimiento de
otros microorganismos. La accidén antibacteriana de los antibiéticos ocasiona
un cambio en la capacidad de reproducirse y /o alimentarse de las células

microbianas.

Desde 1945 con el éxito terapéutico en la lucha contra enfermedades
bacterianas, el uso de los antibidticos ha tenido como consecuencia el uso
progresivo y continuo de estos medicamentos, y desde entonces se han
desarrollado la preparacion de varias moléculas en busqueda del antibiético
ideal [13].

DNA girasa
1 Aado nalidixico
Sintesis de pared celular oroxacing.

novabwoana
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Figura 1: Mecanismo de accion de los antibioticos.
Fuente: [13]
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Los antibidticos se pueden clasificar de diversas formas, pero la utilizada
en este proyecto es la clasificacidon segun su mecanismo de accién y la via que

utilizan para actuar sobre los microorganismos (Figura 1):

a) Agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana y afectan
la formacion del polimero peptidoglicano que conforma a estructuras de
la pared bacteriana. Ej.. penicilinas, cefalosporinas, betalactdmicos,
antimicéticos imidazélicos, miconazol y clotrimazol.

b) Agentes que afectan la sintesis de proteinas a nivel ribosomal como los
que acttan sobre la subunidad 30s y subunidad 50s. Ej.:
aminoglucésidos, tetraciclinas, macrolidos, anfenicoles.

c) Agentes que afectan el metabolismo de los acidos nucleicos. Ej.:
quinolonas, rifamicinas, y antivirales.

d) Agentes antimetabdlicos que antagonizan los pasos metabdlicos en la
sintesis de acido fdlico. Ej.: sulfonamidas y trimetoprima.

e) Agentes que actuan en forma directa sobre la membrana celular del

microorganismo.

Ademas de esta categorizacion, otra forma de clasificarlas es segun su
estructura o familia quimica, este punto de vista ayuda mucho en el analisis
quimico de los antibiéticos, ya que muchos procesos de analisis de extraccion y
cuantificacion se basan en la similitud quimica de las moléculas, que les
confiere semejanzas en sus propiedades fisico-quimicas y farmacol6gicas por

poseer en su estructura molecular un nucleo base parecido (Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion de los antibidticos por su estructura quimica

PENICILINAS CEFALOSPORINAS TETRACICLINA SULFONAMIDAS
Pen1,c1l.1na G Cefadroxilo Clortetraciclina Sulfadiazina
Sédica
A Pemcllll.na G . Cefalexina Tetraciclina CH Sulfadoxima
Penicilinas Potasica Cefalosporina
Naturales Pemc111’nz.1 G de Prime.:,ra Cefadrina Doxiciclina Sulfametoxozol
Benzatinica Generacién
Feno_)(l_rr.l etil Cefalotina Oxitetraciclina Sulfacetamida
Penicilina
Amoxicilina Cefapirina | AMINOGLUCOSIDOS QUINOLONAS
Amino penicilinas Ampicilina Ceforox.ina Amikina Acido oxolinico
Epicilina Cefalosporina Cefurox.lna- Neomicina Ciprofloxacina
de Segunda Axetil
Penicilina Cloxacilina Generacion Cefactor Estreptomicina Narfloxacina
Isoxozolicas Nafcilina Cefoxilina Gentamicina Cinoxacino
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Meticilina

Oxacilina

Cefalosporina

Ceftazidina

NITROFURANOS

Maxifloxacino

Cefodizina

Furazolidona

Esparfloxacino

Carbonicilina de Tercera Ceftriaxona Nitrofurantoina levofloxacino
Carboxipenicilinas - — G 1y — -
Ticarcilina eneracion Cefixina Nitrofurazona NITROIMIDAZOLES
INHIBIDORES BETALACTAMICOS Cefpodoxina Semicarbazida Metronidazol
Acido . . .
Clavulanico Cefalosporina Cefepima ANFENICOLES Dimetridazol
LB.L Sulbactam de Cuarta Cefetecol Cloranfenicol Ronidazol
Generacion
Tazobactam Cefpiroma Tianfenicol Ipronidazol

1.1.2.Uso de los antibi6ticos en la actividad acuicola

En el Ecuador desde la década de los afios 60, el pais fue un referente
en exportacion de camarén y estaba ubicado en los primeros paises a nivel
mundial proveedoras de camarén de calidad, y a pesar de las dificultades que
ha debido soportar desde 1999, con el arribo de enfermedades en especial de
la mancha blanca, motivo por el cual el pais empieza disminuir su rentabilidad
y mercados, después de esta época el Ecuador comienza a desarrollar

medidas necesarias para que el sector camaronera sea mas eficiente [1].

A partir de estas situaciones el acuicultor empieza a buscar soluciones a
los problemas de enfermedad que estan relacionadas al cultivo intensivo de
camaron a gran escala que suponen la concentracion de un gran namero de
animales en un espacio reducido, pero esto puede traer problemas como el
relacionado con las enfermedades, que puede provocar la mortandad parcial o
total de la poblacién. En las enfermedades por bacterias mas frecuente es la
vibriosis y se presenta en la fase larvaria como en la de crecimiento del

camaron [14].

Las enfermedades originadas por patégenos de tipo viral o bacteriana,
ha hecho que los acuicultores empleen antibiéticos durante los ciclos de
produccion: fase larvaria y de crecimiento. El uso excesivo de estos
medicamentos trae consigo problemas especialmente en el area ambiental y de

salud humana:
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a. Area ambiental: persistencia en el ambiente acuatico y efectos sobre la
biogeoquimica del sedimento, esto sucede cuando parte del alimento
gue se encuentra medicado no es ingerido por el camaron y cae al
sedimento, otra forma de llegar es aquella porcion del medicamento que
no es absorbido y es liberado a través de las heces, la orina y fluidos

biliares del camaron [14].

b. Area de la salud humana: ya que los residuos de esos medicamentos
pueden llegar al consumidor a través de la cadena alimentaria
produciéndole efectos nocivos como reacciones alérgicas, toxicidad

aguda, perturbacion de la flora bacteriana intestinal [15].

1.1.3.Nitroimidazoles (NIZs)

Los Nitroimidazoles son drogas veterinarias sintéticas utilizadas para el
tratamiento y prevencion de enfermedades parasitarias (protozoarios) y

bacterianas que se obtuvieron inicialmente de la azomicina (2-nitro-imidazol).

En su estructura quimica los NIZs son compuestos heterociclicos
relacionados con los nitrofuranos que se obtienen a partir de la nitrificacion del
anillo imidazdlico, el grupo nitro se ubica en posicion 5 y 2, con lo que se
producen dos grupos: 5-nitroimidazoles y los 2-nitroimidazoles; pero solo los
antibioticos derivados que poseen el anillo 5-nitroimidazol tienen un amplio
espectro de accion contra las bacterias Gram negativas y algunas Gram
positivas, ademas de utilizarse con gran eficacia en el tratamiento de
enfermedades producidas por protozoarios. Ademas estas drogas han
demostrado tener efectos en el desarrollo del crecimiento y el incremento en la

eficacia alimentaria [16].
Estos antibiéticos son usados como medicamentos de uso humano

como veterinario, entre estos tenemos: metronidazol, tinidazol, secnidazol,

nimorazol, benzinidazol.
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Pero los 5-nitroimidazoles de uso veterinario exclusivo son el
Ipronidazol, Ronidazol, Dimetridazol y el Metronidazol (Figura 2) que también
es usado en tratamiento médicos humanos. Estas drogas ejercen su accion por
medio de la reduccién del grupo nitro, para formar compuestos intermedios
inestables toxicos, este proceso de reduccion requiere seis electrones y es
producido por potenciales redox bajos, especialmente esto sucede en bacterias
anaerobias, al originar metabolitos en el radical nitro estos dafian severamente
el ADN bacteriano mediante su oxidacién lo que ocasiona la muerte celular,
este fendmeno se puede producir en cualquier fase de crecimiento bacteriano
[17].

R1 Compound R Ra
‘ Dimetridazole CHs CHs
N Hydroxydimetridazole CH3z CH20OH
O.N >/ Ro Ipromidazole CHs CH(CH3)2
\& / Metronidazole CoH40H CHg3
N Ronidazole CHjy CH2 OOCNH»

Figura 2: Anillo estructural de los nitroimidazoles y sus radicales.

El uso excesivo de estos medicamentos de uso veterinario puede inducir
la presencia de trazas de estos 5-nitroimidazoles en alimentos de origen animal
lo que puede producir problemas asociados con la aparicion de cepas
bacterianas resistentes en especial al Metronidazol que es un medicamento
también administrado a humanos utilizado para el tratamiento de enfermedades
producidas por infecciones articulares, éseas, cutaneas, pleuropulmonares,

vaginales, etc. [13].

Los nitroimidazoles especialmente en posicion 5 del grupo nitro poseen
propiedades mutagénicas, carcinogénicas y toxicas, se han realizado
numerosos estudios de su actividad genotoxica de varios nitroimidazoles en
ensayos in vivo e in vitro, en especial el metronidazol que es considerado como
un antibidtico estandar; que demostré ser un importante mutageno en sistemas
bacterianos, es capaz de unirse y alterar el ADN, inducir roturas de simple y
doble cadenas. Se han demostrado actividad clastogénica, que se debe a las
rupturas de la cadena de ADN, este dafio se puede expresar a nivel
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cromosomico en la mitosis celular lo que puede producir un aumento en las
aberraciones cromosOmicas, ademas de micronucleos en linfocitos de sangre

periférica y médula 6sea de raton [14].

Las pruebas realizadas en ratones han demostrado que el Metronidazol
posee efectos de carcinogénesis por el desarrollo de cancer de pulmoén, y un
aumento de linfomas malignos, hepatomas y tumores mamarios, pituitarios y
testiculares, también se han demostrado efectos teratogénicos en Drosophila
melanogaster y Rattus norvegicus; numerosos estudios toxicolégicos son
citados y recopilados por Marcela Lopez y colaboradores en el articulo de la
revista “Los Nitroimidazoles como modelo de mutagénesis quimica y muerte

celular” [18].

Los nitroimidazoles son metabolizados rapidamente por medio de las
enzimas del Citocromo P 450 (CYP) [18], en la mayoria de los casos el
principal proceso de metabolizacion es la oxidacion de las cadenas alifaticas
laterales ubicados en la posicion del carbono 2 en el anillo del imidazol de los
nitroimidazoles, con lo que se obtiene metabolitos oxidados en especial

hidroxilados y acetilados.

Para el dimetridazol el principal metabolito estd formado por la
hidroxilacion del 2-metil para dar el hidroxidimetridazol (HMMNI), con este
mismo mecanismo se produce el metabolito hidroxilado del metronidazol,
ademas se da otro metabolito por oxidacion de la cadena N-2-hidroxietil para
dar el acetiimetronidazol (Figura 3). Los metabolitos formados o
metabolizados pueden poseer un potencial similar mutagénico, carcinogénico y
téxico a el compuesto padre que le dio origen ya que estos conservan aun el

anillo imidazalico original [19].
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NYCHg NYCHZOH
\ —
\ \
Metronidazol Metronidazol- OH
NYCHg NYCH LOH
- — 0y
\ \
O,N CHg4 O,N CH,
N
\W/CH:}, NYCH3
\ N \ N OH
H,C H,C
Ipronidazol Ipronidazol-OH

Figura 3: Estructura molecular de los 5-nitroimidazoles y sus derivados hidroxilados.
Fuente: Autor

1.1.4.Legislaciéon de los Nitroimidazoles

La Union Europea (UE) tomé la decisién de prohibir su utilizacion como
antibiético de uso veterinario en animales destinados a consumo humano,
debido a los efectos toxicos de los 5-nitroimidazoles: el dimetridazol,
metronidazol y ronidazol estan incluidos en el anexo IV del Reglamento CEE N°
2377/90 [20], estos nitroimidazoles estan prohibidos ya que no se puede fijar la
ingesta maxima admisible, y en consecuencia su limite maximo residual (LMR)
ya que en cualquier concentracion constituyen un peligro para la salud humana.
Esto significa que cualquier residuo de estos compuestos hallados en animales
productores de alimentos o en productos destinados al consumo humano ha de

ser considerado como una violacion a estos reglamentos [21].

Ademas de Europa, otros paises como Estados Unidos a través de la

FDA, restringe el uso de los nitroimidazoles como droga de uso veterinario, y
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las declara como drogas prohibidas al metronidazol, dimetridazol, e ipronidazol
[22].

Debido a la ausencia de limites maximos residuales, los Laboratorios de
Referencia Comunitarios de la Union Europea (CRLsS) recomiendan que
cualquier método analitico, destinado a la determinacion y cuantificacion de los
5-Nitroimidazoles deba permitir detectar una concentracién minima de 3 pg.kg™

de residuos de estos compuestos en cualquier matriz [23].

Aunque existe legislacion que regule y prohiba el uso de estos y otros
antibioticos, hay productores de alimentos de origen animal que suelen
emplearlos en la actualidad, este uso indebido puede ser detectado a través de
andlisis analiticos oportunos. Una evidencia de alimentos producidos e
importados a Europa que vulneran esta legislacion son presentados por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) a través de su Sistema de
Alertas Rapidas Alimentarias (RASFF), en la Tabla 2 se presentan algunas de

las alertas de nitroimidazoles en alimentos detectadas en los Ultimos afos.

Tabla 2: Alertas detectadas y emitidas por el RASFF de alimentos contaminados por residuos
de nitroimidazoles en Europa

Fecha Referencia Pais de vzteesrilgg:)io Tipo de Pais de
RASFF RASFF notificacion L alimento Origen
prohibido
07/12/2015 2015.1548 Republica Metronidazol Miel Ucrania
Checa (3.2 pg/kg - ppb)
21/07/2011 2011.0982 Bélgica Metronidazol Miel y jalea real G,uatemal.a,
via Francia
24/05/2011 2011.0689 Bélgica Metronidazol Miel y jalea real China
(0.2 pg/kg - ppb)
11/06/2010 2010.0758 Bélgica Metronidazol Miel y jalea real India
30/06/2008 2008.0777 , . Metronidazol Pollo entero e htina, via
Paises Bajos (0.3 ug/kg - ppb) congelado sin Bélgica
-5 HO/kQ - pp visceras 9
07/06/2006 2006.BHM . Ronidazol Came de pavo ) .
Alemania (30.7 pglkg) fresca Paises Bajos
- Haikg refrigerada
. Carne
06/06/2008 2008.0668 Bélgica (glletr/cl)(nlo_lazotl)) empacado al USA
Ha/Kg - pp vacio
08/12/2005 2005.899 Di Metronidazol Filete de trucha .
inamarca Dinamarca
(6.3 pg/kg - ppb) ahumada
FCNM CAPITULO 1 - pdg. 8 ESPOL



Evaluacién de la presencia de Residuos de Nitroimidazoles en Camaron por Manejo Integral de
Cromatografia Liquida Acoplada con Espectrometria de Masas Tadndem Laboratorios de Desarrollo

En nuestro pais en tema de legislacién alimentaria en el uso de drogas
veterinarias se acoge a la reglamentacion y especificaciones europeas como el
Reglamente (UE) N° 37/2010, Reglamento (CEE) 2377/90 que establece los
limites de la sustancias autorizadas y prohibidas, estas normativas son
reguladas y vigiladas por el Instituto Nacional de Pesca (INP), en su Plan de
Control Nacional [24] y el Plan de Monitoreo de Residuos de los productos de

acuacultura [9].

1.2. Instrumentacion para el analisis de los
Nitroimidazoles

En la actualidad casi el 80% de la técnicas analiticas para la
determinacién de drogas veterinarias y agentes promotores de crecimiento
estan basados en métodos cromatograficos en especial las de tipo de fase
movil liqguida o cromatografia liquida acoplado con detectores de masas (LC-
MS); la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) se define como una
técnica analitica de separacién para detectar o cuantificar compuestos de
interés en una mezcla o matriz que se fundamenta en un gradiente liquido o
fase movil que requiere el uso de elevadas presiones para hacerla recorrer a
través de una columna de silica enlazada con un radical alquilico o fase

estacionaria organica (cromatografia liquida de fase reversa).

La espectrometria de masas es una técnica que permite separar e
identificar iones de acuerdo a su relacion masa a carga (m/z). Hasta hace muy
poco, la técnica deteccibn de masas usada en mayor frecuencia era la
espectrometria de masa de simple cuadrupolo o de una sola etapa. Hoy esto
estd siendo reemplazado por el sistema de espectrometria de masas con la

configuracion del triple cuadrupolo (QqQ-MS) y de trampas de iones (IT-MS").
La espectrometria de masas de una sola etapa es todavia usada para

propésitos de métodos de cribado o screening y para la cuantificacion de

substancias en las cuales se han fijado limites maximos de residuos (MRL).
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El sistema QgQ-MS posee una excelente selectividad basada en su
reaccion de monitoreo, y son usados preferentemente en estudios de analisis
de confirmacion [19] para muestras complejas, como por ejemplo residuos
toxicos (drogas o substancias no permitidas) en fluidos biolégicos, tejido
animal; la deteccion de metabolitos como marcadores de enfermedades
(aminoacidos, acidos grasos) o la deteccion de residuos toxicos en alimentos

(antibidticos o pesticidas) que pueden ser un riesgo para el consumidor.

1.2.1.Espectrometria de Masa Tandem Cuadrupolar

El Quattro Premier™ XE, es un espectrometro de masas tipo cuadrupolo
tandem de alta perfomancia, disefiado para operaciones de rutina de
LC/MS/MS (Figura 4). Que consiste en un sistema que incluye (Figura 5):

a) la zona de la fuente (source);
b) la zona del analizador (analyzer)

c) el detector

Figura 4: Cromatografo liquido acoplado a espectrometro de masas Quatro Premier ™ XE.
Sistema HPLC/MS/MS
Fuente: Waters
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Figura 5: Esquema del Quatro Premier ™ XE
Fuente: Waters

a) La zona de la fuente se encarga de generar los iones y

transportarlos desde la region de presion atmosférica hacia la region de alto
vacio. Los equipos de tandem cuadrupolos estan disefiados para ejecutar
ionizacién a presion atmosférica (API). Esta zona de la fuente contiene las
siguientes partes:

¢ la sonda de ionizacion

e elcono

e el extractor

e lalente de transferencia rf

La generacion de los iones tiene lugar en un aerosol formado al final de
la sonda o capilar de ionizacion, bajo la influencia de un campo eléctrico con
un voltaje de entre 1000 y 3500 Voltios (V), a través de una interface que forma
una celda electroquimica a condiciones de presion atmosférica este es el caso
de la lonizacién por Electrospray (ESI). Los iones en solucion son transferidos
a la fase gaseosa. Una vez que los iones se generan, estos siguen una
trayectoria linear a través de dos angulos consecutivos de 90 grados (Z-
spray™) a través del cono y el extractor (Figura 6). Esta trayectoria de Z-
spray™ permite tener una mejor relacién de senal/ruido ya que la mayor parte
del solvente se desvia del cono a través de la primera vuelta de 90 grados.
Ademas, de esta manera se evita que el cono se contamine y ensucie

rapidamente.
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Figura 6: Esquema del Z-spray " en el Quatro Premier " XE Fuente: Waters [25]

El voltaje aplicado al cono varia de acuerdo a la muestra o analito a
analizar pero es tal que los iones generados son acelerados y transportados a
través del orificio del cono al bloque de ionizacidon hacia el extractor, luego
pasan a través del dispositivo Travelling wave (T-wave™) o llamado también
Lente de transferencia rf que tiene una serie de placas en paralelo con
voltajes alternos de fases opuestas que se aplican a cada par de placas en
forma sucesiva lo que genera una onda que se desplaza y mueve los iones de
un extremo al otro del dispositivo (Figura 7), este voltaje controla los iones en
la celda de una manera rapida y los dirige el ingreso de los iones al primer
cuadrupolo.

Tiemp

Pulso Travelling Wave

Figura 7: Esquema del Travelling-wave (T-wave ™) en modo rf y onda desplazamiento de los
iones. Fuente: Waters [25].

Ademas, la zona de la fuente esta a presién atmosférica en la parte
externa y por bombeo diferencial, en mediano vacio en la parte interna. Esto
también permite la transferencia de iones hacia la zona del analizador que se

encuentra en alto vacio (Figura 8).
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Figura 8: Esquema del trayecto de los iones en la zona de la fuente en el Quattro Premier ™
XE. Fuente: Waters

b) La zona del analizador es el corazon de un espectrometro de
masas, éste lleva a cabo la funcion de separar los iones cargados en funcion
de su relacibn masal/carga (m/z) y determina el rango de las masas, la
exactitud y la sensibilidad. La zona dedel analizador Quattro Premier ™ XE
contiene las siguientes partes:

e el primer cuadrupolo (MS1)
e la celda de colision T- wave™

e el segundo cuadrupolo (MS2)

Los cuadrupolos (MS1 y MS2) son el analizador mas sencillo y de
mayor uso, entre las principales caracteristicas tenemos: actian como filtros de
iones de rango de masa de 2 a 3000 uma, resolucién de 1000 para una masa
de 650 uma, exactitud de 0.1 a 0.2 uma, velocidad maxima de rastreo de 5000

uma.s™.

Cada cuadrupolo consta de cuatro varillas cilindricas, cada pareja de
varillas opuestas estad conectada a dos potenciales eléctricos iguales, aunque
de signo contrario al de la otra pareja: uno es de corriente o voltaje alterna (Vy)
cuya frecuencia queda en la region de la radiofrecuencia (rf), esta desfasado en
180° de una pareja de varilla a la otra; el otro es una corriente continua (V).
La diferencia de potencial oscilante puede ser variada en un rango de

frecuencias, para crear un campo eléctrico oscilante entre las varillas.
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Esto significa que un ion positivo sera repelido por el par de varas de
voltaje positivo, pero atraido al par de varas de voltaje negativo en un momento
determinado. En un siguiente momento (nanosegundos) las polaridades de las
varillas sera intercambiadas y ahora el ion positivo (que se estaba acercando a
las varillas negativas) sentird el efecto repulsivo de las ahora varillas positivas y
se dirigira al otro par de varillas; este proceso de alternacion de las polaridades
continla hasta que el ion sale del cuadrupolo. De esta manera, cada uno de
los iones estable que entran en la region cuadrupolar traza una trayectoria del

tipo onda sinusoidal en su camino hacia el detector.

Ajustando los potenciales aplicados a las varillas, se puede hacer
estables y detectables iones seleccionados, un rango de masas o0 un ion en
concreto. Los iones inestables impactan contra uno de las cuatro varillas,
liberandose del influjo del campo oscilante, y son evacuados por las bombas

del vacio al exterior. (Fig.9).

Conjunto de
iones

(my, my, m3) \

Lente

Cuadrupolo

En este caso hipotético, el cuadrupolo permite que
el ion my tenga una trayectoria estable mientras que my
y ms tienen trayectorias inestables. En este caso, el
cuadrupolo actua como un filtro para ms.

A

Figura 9: Esquema del trayecto de los iones a través del cuadrupolo. Fuente: Water [25]
La celda de colision es un dispositivo de travelling-wave (T-wave'™)
gue permite el ingreso de un gas inerte (argon) para efectuar la fragmentacion
de los iones en caso que opere bajo condiciones de MS/MS. Esta celda de
colision puede desplazar iones de interés en tiempos tan cortos como cinco

milisegundos la celda esta disponible para una segunda separacion de iones.

C) El detector consiste en una serie de dispositivos que transforman
los iones en electrones y luego en fotones. Los fotones son ampliados y

detectados en el fotomultiplicador que registra la sefial. (Figura 10).
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Figura 10: Esquema de un detector tipo fotomultiplicador.
Fuente: Waters [25]
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Metodologia experimental

La Fase experimental de este proyecto se realizé en el Laboratorio de
Andlisis Fisico-Quimico y Microbiologico de Alimentos en el &rea de LC-MS/MS

del Instituto Nacional de Pesca.

Para realizar la evaluacibn de la presencia de residuos de
Nitroimidazoles: Metronidazol, Ipronidazol, Ronidazol, Dimetridazol y su
metabolito 2-Hidroxy dimetridazol; es necesario el desarrollo de la metodologia
analitica tanto en su etapa instrumental como la extracciéon de la matriz de

estudio que es el tejido de camaron.

En este proyecto se detalla las etapas realizadas para el logro de este
objetivo, por lo que fue necesario dividir en tres fases el disefio experimental

que son:

e Fase I: Preliminar.- Esta fase fue una de las mas laboriosas y consta
de: a.- blsqueda bibliografica, b.-de la preparacion de los reactivos y
materiales, c.- puesta a punto del método de analisis tanto en su fase
instrumental como extractiva, d.- seleccion del area de muestreo ,
recoleccion de las muestras y su almacenamiento.

e Fase II: Validacion y analisis de las muestras recolectadas.- Luego
del desarrollo del método de andlisis, se debe comprobar a través del
examen y el aporte de evidencias objetivas, de que el método analitico
cumple con los requisitos particulares para el uso especifico que fue

previsto por medio de la evaluacion sistematica de los factores que
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influyen en el resultado del andlisis [26], para lograr este fin se usaran
herramientas estadisticas que ayuden a medir las cualidades del método
en términos de exactitud.

En esta etapa también se realizan los analisis de las muestras de
tejido de camardn recolectadas de las piscinas camaroneras de la

provincia del Guayas que se han cosechado en un periodo de tiempo.
Fase lll: Evaluacion.- En esta fase se realizan la evaluacion de los
resultados obtenidos tanto en la validacion del método andlisis, como

también las muestras analizadas en tejido de camaron.

Los resultados obtenidos en la Fase Il y Il seran tabulados y

recolectados para su discusion en el apartado de Resultados y Discusion de

este proyecto de investigacion.

2.2. Fase I: Preliminar

2.2.1.Busqueda bibliografica

Durante este periodo se recolectaron varios articulos de revistas como

los de Journal of Chomatography, ARROW@DIT, Reportes técnicos; en cada

uno de ellos se estudié la factibilidad de reproduccion in situ en el laboratorio

de los ensayos de acuerdo a los equipos, materiales y reactivos mencionados

en cada uno de ellos, de los cuales se seleccionaron los siguientes:

FCNM

Extraccion de Nitroimidazoles en leche y huevos usando SupelMIP SPE
y LC-MS-MS. SIGMA-ALDRICH [27]. Para las pruebas experimentales
fue nombrado método Sigma.

Método de confirmacion Rapido multi-cales multi-residuos para
cloranfenicol y once nitroimidazoles en leche y miel por LC-MS-MS [28].
Para las pruebas experimentales fue nombrado método Cloruro de sodio
(NacCl).
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e Desarrollo y validacion de un método confirmatorio rapido multi-clases
multi-residuos para catorce aditivos medicinales prohibidos en cerdo y
alimentos compuesto para aves por LC-MS-MS [29]. Para las pruebas
experimentales fue nombrado método Sulfato de sodio Anhidro (Na;
SOy).

2.2.2.Reactivos y materiales

Los medicamentos de uso veterinarios estudiados en este proyecto son:
Metronidazol (MNZ), Ronidazol (RNZ), Ipronidazol (IPZ), Dimetridazol (DMZ) y
su metabolito hidroxilado 2-Hidroxy Dimetridazol (HMMNI); estos fueron
obtenido en grado estandar con la mas alta pureza encontrado en el mercado,
fueron adquiridos de la marca Dr. Erhenstorfer y Witega, ver Tabla 3 .

Ademas de esas sustancias, también se adquiero un juego de
estandares internos deuterados D3; con los que se trabajé en todo el proceso
de desarrollo del método analiticos: Dimetridazol-D3; Ipronidazol-Ds, y 2
Hidroxy Dimetridazol-D;. En la Tabla 4 se describen las principales

caracteristicas de estos estandares.

Tabla 3: Nomenclatura y propiedades de estandares de NIZs.

Estandar . Estructura Marca/
(Abreviatura) N 91t QLI 60 E Molecular A Pureza
. 2-Methyl-5- nitroimidazole-1- / P{ Dr.
Metr'\c/)lrlljgazol etanol OfN/(_T)\ Cis 171.16 | Ehrenstorfer
CH:CH:0H 995%
. WITEGA
Ronidazol 2-carbamoyloxymethyl-1- o,N/[N M coconm 200.15 99.2%
RNZ methyl-5-nitro-imidazole i '
Dimetridazol N
. . / 3 Dr.
DMz 1’2'D'rr};t%£;%'lgltro'lH' O‘N/CT)\C"’ 141.1 | Ehrenstorfer
CH 99.0%
. . T Dr.
2-Hidroxi . , | -
Dimetridazol 2-H|drc-)xylmethyll-l-methyl-S- P 157 13 Ehrenstorfer
nitro-1H-imidazole ¥ 98.5%
HMMNI
Ipronidazol 1-Methyl-2-(1-methyl)-5-nitro- [';'
. Dr.
Pz 1H imidazole o T)\\/ 169.18 | Ehrenstorfer
99.0%

Tabla 4: Nomenclatura y propiedades de los estandares internos de NIZs.
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Estandar Nombre Quimico Sz PM sl
Molecular Pureza
. . i N
D'mglt\ﬂ”g‘:"ég' Ds | 1 methyl-Ds-2-methyl- AN 1415 | WITEGA
5-nitro-1H-imidazole ’ ED ' 99.0%
2-Hidroxi 2-Hidroxyimethyl-1- N
Dimetridazol-D; | methyl-D5-5-nitro-1H- [)\/OH 160.15 Dr.
o ONT ™y Ehrenstorfer
HMMNI-D3 imidazole )
co, 99.0%
Ipronidazol-Ds 2-Isopropyl-1-methyl- N
- 2.5 _nitro- /N Dr.
IPZ-D3 1D|_3| ifnisdglzt(r)cl’e 02N/<_N/\\( 172.2 Ehrenstorfer
' ¢o, 99.0%

El agua utilizada fue grado tipo | o HPLC; que fue obtenida a partir de un
purificador MILLI-Q suministrado por Millipore (Bedford, Massachusetts, USA),
filtrada a 0.22 um diametro de poro.

Los solventes como acetonitrilo, metanol, hexano, fueron grado HPLC o
de la mas alta pureza ofertada en el mercado y acido férmico (98-100%)
provisto de la marca MERCK (Darmstadt, Alemania). La sales de cloruro de
sodio y sulfato de sodio anhidro son grado reactivo para andlisis, con una

pureza = 99.0% provisto de la marca MERCK (Darmstadt, Alemania).

Para el desarrollo del método experimental Sigma, se utiliza cartuchos
de extraccion en fase solida, Supel MIP Nitroimidazoles SPE, tubos de 50
mg.3mL™ (Cat. No. 52734-U) suministrados por Sigma-Aldrich.

2.2.2.1. Preparacion de los estandares

Se prepar6 una solucién stock de concentracién de 100 mg.kg™ (ppm)
independiente de cada uno de los estandares de nitroimidazoles, fueron
disueltos cada uno en metanol grado HPLC, su preparacion es descrita en la
Tabla 5, a partir de esta solucion stock se preparé una solucion intermedia de
concentracion de 100 pg.kg™ (ppb) de HMMNI, HMMNI-D3 y IPZ-D3 de forma
independiente, y una solucién mix (mezcla) intermedia de 100 pg.kg™ (ppb) de
los estandares de IPZ, RNZ, MNZ y DMZ; cada una de estas soluciones fueron
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diluidas en acetonitrilo grado HPLC, ver la preparacién en la Tabla 6. Para
realizar las fortificaciones en matriz, se prepararon soluciones mix de trabajo de
concentracion de 25 pg.kg-1 de estandares de NIZs internos y externos, ambas
soluciones de trabajo se enrasaron con agua grado HPLC. La preparaciéon se
describe en la Tabla 7.

Tabla 5: Preparacion de los estandares NIZs de 100 mg.kg™ (ppm), almacenamiento

I R - G B e
HMMNI 2.5 mg 25 mL
HMMNI-D3 2.5mg 25 mL
IPZ-D3 2.5mg 25 mL
MNZ 5.0 mg 50 mL Oscuridad, -20°C
RNZ 5.0 mg 50 mL
DMZ 5.0 mg 50 mL
DMZ-D3 5.0 mg 50 mL

Tabla 6: Preparacion de los estandares NIZs de 100 pg.kg™ (ppb), almacenamiento

VEIIE S; Volumen solvente Condiciones
S 100 pg kg (ACN) almacenamiento
(ppm)
HMMNI 100 pL 100 mL Oscuridad, 4 °C
HMMNI-D3 100 pL 100 mL Oscuridad, 4 °C
IPZ 100 pL
RNZ 100 pL 100 mL
Mezcla Oscuridad, 4 °C
DMZ 100 pL
MNZ 100 pL
IPZ-D3 100 pL
t/loé)zg[a_ Oscuridad, 4° C
DMZz-D3 100 pL

Tabla 7: Preparacion de los estandares NIZs de 25 pg.kg'1 (ppb), almacenamiento.

putluGd S} Volumen Condiciones
SRS 100 pg kg solvente (H20) almacenamiento
(ppb)

HMMNI-D3 6.25 mL 12.50 mL Oszuongad,

IPZ-D3/ DMZ-D3 6.25 mL Mezcla
HMMNI 6.25 mL 12.50 mL Oscuridad,
o]
IPZ/ RNZ/ DMZ/ 6.25 mL Mezcla aec
MNZ )
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2.2.3.Instrumentacion y software

Para el analisis cromatogréfica se utilizé un equipo HPLC Alliance 2695,
con desgasificador en linea, automuestreador, horno para columna. Este
cromatografo es acoplado a un detector de masa tandem Quattro Premier™
XE, con fuente de ionizacion por Electro Spray, en mode ESI+, el sistema
intrumental HPLC- MS/MS fue provisto por WATERS (Altrincham, Cheshire,
UK).

El tipo de columna que se utilizé en las pruebas fue para cromatografia
en fase de reversa, de naturaleza hidrofébica por su relleno de cadena alquilica
octadecil (C18), marca Waters (Altrincham, Cheshire, UK):

e SunFire ™ C 18 de 5 pm de tamafio de particula y de dimensiones

de 4.6 x 250 mm
e Symmetry Waters C18, 3.5 um de tamafio de particula y de

dimensiones de 2.1 x 100 mm, con pre-columna Waters C18, 3.5 um.

Para las pruebas de instrumentacion y de extraccién se utilizaron los
siguientes equipos auxiliares: Balanza analitica SHIMADZU Capacidad: 210g
d=0.001 g , licuadora Osterizer clasica de 3 velocidades, agitador vortex
Heidolph, centrifuga refrigerada de 10 posiciones Hettich, bafio de ultrasonido
J. P. Selecta, bomba de vacio y presién, 20 Lts x min., Laboport, evaporador de
muestras con flujo de nitrdgeno, con capacidad de 18 tubos a la vez, sistema
para filtracion de fases moviles Millipore con membranas de filtracion, tipo
PVDF, tamafio de poro 0.22 um, 47 mm diametro, micropipetas de volumen
variable marca Brand de 100-1000 pL, Micropipeta Hamilton 1000 pL, pipeta

automatica Fisherbrand de 1-5 mL.

Entre los materiales descartables utilizados para desarrollo de los ensayos
fueron: viales de alta recuperacion de 200 puL de capacidad para HPLC con
tapas, tubos de centrifuga de polipropileno de 15 y 50 mL, filtros jeringa con

membrana de PVDF de 0.22 um de poro marca Millex
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La cualificacion y cuantificaciéon de los analitos de interés se usd un
espectrofotometro de Masas con un sistema cuadruplo tandem Quattro Premier
XE [30].

El Sistema HPLC-MS/MS, fue controlado por el software Masslynx
version 4.1 y el proceso de cuantificacion y registro de los resultados se
efectuara con el médulo Quanlynx. Estos softwares fueron desarrollados por la
empresa WATERS. EIl programa utilizado para el tratamiento estadistico fue el
software Microsoft EXCEL 2010.

2.2.4.Puesta a punto del método analitico

2.2.4.1. Optimizacion de las condiciones de
espectrometria (MS Tune)

Los nitroimidazoles son sustancias incluidas en el Anexo IV del
Reglamento (CEE) 2377/90, que corresponde a la lista de sustancias
farmacoldgicamente activas para las que no puede establecerse limite maximo
alguno [20]; es por este motivo que es necesario realizar un método de analisis
confirmatorio, por lo que requiere un minimo de 4 puntos de identificacion que
se obtuvieron por el monitoreo de un ion precursor (1.0 punto de identificacion)

y dos iones de segunda generacion (1.5 punto de identificacion por ion). [7]

Se procedié a optimizar las condiciones del espectrometro de masas
para alcanzar los requisitos minimos de identificacion que otorga la
especificidad para cada analito que estd presente en el estudio de este

proyecto de investigacion.

Se realizé la prueba para caracterizar mediante el uso de espectrometro
de cada uno de los analitos de nitroimidazoles (DMZ, MNZ, IPZ, RNZ, HMMNI)
y de sus estandares internos (DMZ-D3, IPZ-D3, HMMNI-D3), preparando para
ello una solucién de 10 mL de 50 pg.kg® de cada uno de los estandares en

MeOH, ademas se adiciono 100 pL de &cido férmico para favorecer la
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ionizacion, el espectrometro fue operado en el modo de ionizacion de electro

spray positivo (ESI*), con un flujo directo de la bomba de jeringa de 20 pL.min™.

Nitrégeno de alta pureza fue utilizado como gas de solvatacion y gas de
nebulizacion en la fuente de ionizacion y el cono de muestra, a un flujo de 800
L.h y de 70 L.h* respectivamente; la temperatura de la fuente del bloque
ionico fue de 120 °C y de la de solvatacion fue de 350 °C. El voltaje del capilar
fue seteado a 4 kV. Se registr6 primero un espectro de barrido completo
operado en MS Scam de 0.3 min, para seleccionar el voltaje del cono, y asi
obtener el valor méas 6ptimo para cada ion precursor mas abundante, [M+H]",

de los analitos de nitroimidazoles (Figura 11y Figura 12).
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Figura 11: Pagina Tune y Espectro de barrido MS Scam del estandar de DMZ-D3.
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Figura 12: Pagina Tune y Espectro de barrido MS Scam del estdndar de DMZ.

Una vez selecionadas las energias de voltaje del cono de cada analito,
trabajando en modo MS/MS, se sometieron a estudios las energias de colision
para fragmentar el ion precursor y asi obtener e identificar los iones producto
en el caso de los estdndares de nitroimidazoles se seleccionaron dos
transiciones una de ion de cuantificacion (Q) y de otra de confirmacién (c),
como criterio de seleccidn, se procedio a escoger aquellos iones producto con
mayor masa carga m/z (selectividad) y mayor intensidad (sensibilidad); en los
estandares internos se selecciond un i6n producto. Para el registro de los
espectros de los analitos se realiz6 un barrido en MS Daugthers Scam (Figura
13).
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Figura 13: Espectro de barrido Daughters Scam del estandar de DMZ

Al haber obtenido las condiciones de monitoreo, se procedié a crear el
“‘MS Method” para ello el instrumento fue operado en monitoreo de reaccion
multiple (MRM), los valores seleccionados para los diferentes nitroimidazoles,
se encuentra descritos en la Tabla 8.

Tabla 8: Condiciones de monitoreo de reaccion multiple (MRM) para los NIZs

lones de Monitoreo Voltaje Energia
Cono (V) Colision
NIZs lon Precursor lon Producto(Da) (V) Dwell (s)
(Da)
Q 95.90 30 15 0.50
DMz 141.80
c 81.00 30 22 0.50
Q 127.9 20 15 0.50
MNZ 171.80
c 81.90 20 25 0.50
Q 139.90 20 14 0.50
RNz 200.85
c 55.00 20 25 0.50
Q 123.90 35 18 0.50
IPZ 169.90
c 108.90 35 25 0.50
Q 139.90 25 12 0.50
HMMNI 157.85
c 93.90 25 24 0.50
DMZ-D3 144.85 Q 98.95 31 15 0.50
IPZ-D3 172.90 Q 127.00 34 20 0.50
HMMNI-D3 160.85 Q 142.95 25 12 0.50

*Transiciones de cuantificacion (Q) y confirmacién (c)

2.2.4.2. Optimizacion de las condiciones
cromatograficas
Una vez seleccionados los parametros espectrométricos iniciales, se

inyecto un vial con una mezcla de estandares de los cinco nitroimidazoles y de

los tres estandares internos de concentracion de 1.0 pg.kg®, en el
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cromatografo liquido, probando condiciones iniciales cromatogréficas descritas
en la referencias bibliograficas [31] con una columna SunFire ™ C18 de 5 um
de tamafio de particula y de dimensiones de 4.6 x 250 mm; de fase mévil A
compuesta por agua con &cido férmico al 0.1%(v/v) y Fase movil B de MeOH
con &cido férmico al 0.1%(v/v) con un flujo de trabajo de 0.30 mL.min™ ,
temperatura de columna de 25 °C vy volumen de inyeccién de 20 ul, el

gradiente utilizado en esta prueba esta descrita en la Tabla 9.

Tabla 9: Gradiente cromatografico de 23 min descrito Journal de Chromatography [31]

Tiempo(min) A B Flujo(mL.min™) Curva
0,0 94 6 0.3 1
10,0 94 6 0.3 6
20,0 70 30 0.3 6
23,0 70 30 0.3 6
23,1 94 6 0.3 6

A partir de este gradiente se obtuvieron tiempo de retencion de 15.37 a
16.20 minutos, con sefales bajas, en especial con las transiciones del analito
de Ronidazol (Figura 14), ademas al inyectar en otra ocasioén el vial se lograron
cromatogramas con tiempo de retencion diferentes, lo que demostraba que no
habia repetitividad entre corridas cromatogréficas, y que el tiempo de transicion
y estabilizacion de la columna no era el suficiente, lo que originaba en un
aumento en el tiempo de corrida del gradiente seleccionado, llegando inclusive
a los 40 minutos de tiempo. Uno de los motivos de este retardo de
estabilizacion puede ser ocasionado por la longitud de la columna de 250 mm

y, por lo que se probd en posteriores pruebas con una columna de menor

longitud.
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Figura 14: Cromatograma de 25 min, de estandares en solucion de Niz s de 5 ug.kg'l,
gradiente de Journal de Chromatography [31]

Para mejorar las condiciones cromatogréaficas, se utiliz6 un gradiente
con un menor tiempo de corrida por lo que se seleccioné como punto de partida
el gradiente descrito en la referencia bibliografica [27] y en la Tabla 10 se
describe el gradiente que se utilizd, como fase movil A una solucion de &cido
férmico al 0,1% en agua grado HPLC, y como fase B se requirié acetonitrilo
acificado al 0,1% de &cido férmico , y una columna Symmetry ™ C 18 de 5 um

de tamafo de particula y de dimensiones de 3.9 x 150 mm.

Tabla 10: Gradiente Cromatografico 18 min descrito Technical Report SIGMA-ALDRICH [27].

Tiempo(min) A% B% Flujo(mL.min™) Curva
0.0 95 5 0.3 1
1.0 95 5 0.3 6
8.0 0 100 0.3 6
12.0 0 100 0.3 6
13.0 95 5 0.3 6
18.0 95 5 0.3 6

Al realizar estas corridas se pudo observar una mejor resolucion de los
picos y un aumento de sefal para cada uno de los analitos (Figura 15), con
tiempo de retencion entre 8.40 a 8.80 min. Al obtener mejores resultados con
esta columna se procedid a desarrollar pruebas para disminuir el tiempo de
corrida y asi optimizar tiempo y volumen de fases moviles utilizada. Como
principales variables para realizar los cambios en el tiempo de corrida fue el

flujo y la gradiente de trabajo, lo que origind alteraciones en los tiempos de
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retencion de los analitos de Nizs, ademas hay que recordar que se esta
trabajando con cinco nitroimidazoles y tres estandares internos, con lo que se
debia asegurar que la resolucion y la forma de los picos en su anchura y altura
sea la ideal para realizar una buena integracion de sus areas de cada uno de

los analitos.
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Figura 15: Cromatograma de 18 min, de estandares en solucion de Niz s de 5 ug.kg™,
gradiente de Technical Report SIGMA-ALDRICH [27]

El tiempo de corrida a que se queria llegar es el de maximo 15 minutos,
y en este tiempo se debe verificar que la columna se acondicione, resuelva y
eluya cada uno de los analitos y finalice con un lavado que permite eliminar la
mayoria de los interferentes o demas constituyentes que no son de interés y
gue puede poseer la matriz de camarén; después de varios intentos se pudo

disminuir el tiempo de corrida de 18 a 10 minutos.
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Unas de los gradientes cromatograficos en que se realiz6 pruebas fue la
descrita en la Tabla 11 denominado como Opcion A, con la que se obtuvo
picos de los analitos de MNZ, RNZ, HMMNI, HMMNI-D3 que tienen tiempo de
retencion muy semejantes que pueden ir desde de 7.05 a 7.20 minutos, esto se
debe a que estas moléculas poseen en su estructura grupos funcionales
oxigenados, que aumenta la polaridad del analito; el DMZ-D3 y DMZ con
tiempo de elucién de 7.40 minutos; el IPZ-D3 y IPZ con 8.05 minutos, estos
analito son los ultimos en eluir por tener en su estructura un radical isopropilico
que aumenta su caracter hidrofébico en la molécula; ademéas que en los
cromatogramas de HMMNI y HMMNI-D3 muestran una linea base irregular que
aumenta el ruido del cromatograma, lo que ocasiona diferencias en los tiempos
de retencibn y que no se pueden diferenciar el inicio o fin los picos
especialmente en la transicion del ion de confirmacién del HMMNI.

Tabla 11: Gradiente cromatografico de 10 min opcion A

Tiempo(min) A% B% Flujo(mL/min) Curva
0,0 95 5 0.4 1
0.5 95 5 0.4 6
4.0 0 100 0.4 6
6.0 0 100 0.4 6
7.0 95 5 0.4 6
7.5 95 5 0.4 6
8.0 95 5 0.8 6
9.5 95 5 0.8 6
10.0 95 5 0.4 6

A pesar de que se obtuvo un gradiente cromatografico de 10 minutos,
esto no es solo necesario, por las dificultades de elucion que disminuye la
resolucion de los analitos y el aumento del ruido, es por esto que se realizaron
nuevas pruebas para lograr obtener un cromatograma aceptable para todos los

analitos de NIZs.

Con las resultados obtenidos del gradiente de la opcion A, se realizaron
cambios que ayuden a mejorar la elucion de los analitos de MMNZ, RNZ,
HMMNI, HMMNI-D3 por lo que a partir de los 5.30 a 7.00 minutos de la corrida
se disminuira el flujo de fase moévil para asi aumentar la permanencia de los
analitos en la columna y permitir que haya una mayor interaccion entre la fase

estacionaria y los analitos, a partir de los 7.00 a 7.50 minutos se aumentara el
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flujo para tratar de eluir e un menor tiempo al IPZ y IPZ-D3; después en el
gradiente se incremento el flujo para permitir un mejor lavado de la columna y
asi eluir los componentes de la matriz que no son de interés en el analisis. Y
para finalizar el gradiente con el restablecimiento de las condiciones iniciales
de acondicionamiento. El gradiente completo se encuentra detallado en la
Tabla 12.

Tabla 12: Gradiente cromatografico de 10 min opcién B

Tiempo (min) A% B% Flujo (mL/min) Curva Fase del Gradiente
0.0 95 5 0.4 1
g = = De 8 Acondicionamiento
4.0 0 100 0.6 6
5.2 0 100 0.6 6
5.3 0 100 0.3 6
ol Y it 0 9 Elucién de los analitos
7.0 95 5 0.3 6
7.5 95 5 0.6 6
8.0 95 5 0.8 6 Lavado
9.5 95 5 0.8 6
10.0 95 5 0.4 6 Acondicionamiento

Los cromatogramas obtenidos se puede evidenciar que se mejor6 la
separacion de los analitos de MNZ, RNZ, HMMNI y su estandar interno con
tiempos de retencién de 5.60-5.8-5.70 minutos respectivamente, en el caso del
DMZ con tiempo de elucién de 6.00 y del IPZ que eluye a los 7.25 minutos; en
la transiciones de los iones de cuantificacion y de confirmacion del HNNMI y
HMMNI-D3 se obtuvo una linea base mas uniforme que permite una mejor
simetria de los picos de los analitos aumentando la intensidad de la sefial que
producen estos (Figura 16), y por estos motivos que se selecciond este
método cromatografico (Tabla 12) para el desarrollo de este proyecto de

investigacion .
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Figura 16: Cromatograma de 10 min, de estandares en solucién de Nizs de 1.0 ug.kg™,
gradiente de 10 min opcién B

Al estudiar los cromatogramas obtenidos con el gradiente y el método de
monitoreo de reaccién multiple (MRM) escogido, se puede apreciar que los
picos cromatograficos obtenidos no guardan simetria y algunos de ellos
presentan deformidades que se alejan de la forma de curva gaussiana
(campana) que se requiere para tener una mejor calidad de cromatogramas, es
por esto que se decide realizar modificaciones al MRM del MS Method, para
disminuir la banda cromatograficas de los picos. Las pruebas realizadas son
tratadas en el capitulo 3 de RESULTADOS Y DISCUSION.

2.2.4.3. Optimizacion del método de extraccion en
matriz.

Al poseer unas las mejores técnicas de deteccion con el sistema LC-
MS/MS, es necesario desarrollar una técnica extractiva que permita aumentar

la eficiencia de este método analitico.

Las matrices de alimentos son altamente complejas por su composicion
qguimica, posee carbohidratos, lipidos y proteinas como macronutrientes y
diferentes micronutrientes como son vitaminas y minerales, ademas de
enzimas, pigmentos demas sustancias quimicas que son producidos

naturalmente y que son caracteristicos de cada alimento, son estos atributos lo
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que le otorgan el color, aroma y sabor a cada tipo de alimento [32]. El tejido del
musculo, que es la parte comestible del camaron, es la matriz utilizada para el

desarrollo del método extractivo.

El término extraccidbn se refiere a la transferencia del compuesto
organico de interés (analito) de una fase acuosa a un solvente orgéanico, el
método mas utilizado se basa en el uso de disolventes y se refiere a una
extraccion liquido-liquido (L-L), esto es que existe una distribuciéon de los
analitos entre disolventes inmiscibles en que el analito y la matriz tienen
solubilidades diferentes, es durante este proceso que el analito se reparte entre
ambos liquidos hasta alcanzar un equilibrio. Se puede referir en términos
analogos a la extraccion sélido- liquido (S-L), ya que se pone en contacto una
cantidad de muestra solida (matriz), con un disolvente orgénico que tenga
afinidad con el analito.

Otra forma de extraccion que se esta utilizando actualmente y que es
por medio de cartuchos o pequefias columna rellenas de una fase estacionario
alquilica o de compuestos quimicos como grupos hidroxilos, aminos u
oxigenados que permiten una mayor interaccion con el analito , es la
denominada extraccion en fase sdlida (SPE), esta se basa en una afinidad de
alta especificidad que tiene el analito por una fase solida estacionaria que se
encuentra empaquetada en un cartucho de vidrio o polietileno, ya que al
recorrer la muestra a través de una fase sélida que ha sido acondicionada
anteriormente con un disolvente de propiedades similares a la muestra, al
pasar los componentes de la muestra incluido los analito de interés por la fase
estacionaria estos quedaran retenidos en ella, y los componentes que no

tienen afinidad pasaran facilmente sin ser alterados.

Los analitos de interés que quedaron retenidos, seran eluidos con un
volumen de disolvente después de una etapa de lavado, que ayude a eliminar o
disminuir las sustancias interferentes que son propias de la matriz (tejido de

camaron). La Figura 17 describe las etapas para la extraccién en fase solida.
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De acuerdo a seleccion bibliogréfica descrita en el apartado 2.2.1, se

reprodujeron

en el laboratorio la extracciéon en la matriz descritos en las

fuentes bibliogréaficas: [27], [28] y [29], pero estas pruebas se realizaron en

tejido de camarén que es la matriz de estudio de este proyecto, en la Tabla 13

se describe de forma resumida el proceso extractivo de cada una de las

metodologias que fueron utilizados en este proyecto.

Tabla 13: Etapas de extraccién en matriz de los 3 métodos analiticos seleccionados en la
revision bibliogréafica

Método

Etapas
Peso Matriz
Camaron

Solvente
extraccion

Efecto Salino

Separacion
fase organica

Tratamiento
lavado y
extracciones
adicionales

Reconstitucion
del extracto

FCNM

SIGMA [27]

10 g matriz

10 mL ACN mezclar vy
centrifugar 10min

Adicionar 2g de NaCl
mezclado con el
supernadante, centrifugar

Extraer la fase organica y
evaporar a sequedad

Reconstituir 2mL de agua y
sénicar x 3min

Extracciones SPE, especificas
para los NIZs:
Acondicionamiento, Lavado y
Elucién de los analito ver
Tabla 17.

Se recolecta la fraccién eluida
de la SPE y es evaparada a 50
ML y es reconstituido a 500 pL
con 0.1% Acido Férmico en
agua vy filtrada a través de
filtro de jeringa de 0.22 um

Nacl [28]

1 g matriz

2 mL ACN vortear

Adicionar 0,5g NaCl,
agitar 30 s y
centrifugar 4350 rpm x
10 min

Transferir  la  fase
organica a un vial vy
evaporar a sequedad

Reconstituir con 200
pL en Agua:ACN (95:5)
y filtrar a través de
filtro de jeringa de 0.22
um PVDF
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Na, 504 [29]

2 g matriz

12 mL ACN, vortear

Adicionar 3.5 g SO4Na,
anhidro, agitar y
centrifugar por 5100 rpm
x 20 min

Separar la fase organica y
evaporar a hasta mas o
menos 6 mL

Adicionar 5 mL de
Hexano, vortear y
centrifugar a 3750 x 20
min

La capa de hexano es
descartada, y el extracto
es evaporado a sequedad

El extracto es
reconstituido y vorteado
con 800 pL Agua:ACN
(85:15), ultra centrifugar a
13750 rpm x 30 min,

200 pL de la porcion de la
capa inferior mas clara es
trasferida y filtrada a
través de filtro de jeringa
de 0.22 um PVDF
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1. Acondicionamiento de la Columna

*1mL tolueno
*1mLACN
*1mL 10mM acetato de amonio, pH 6.5

Acondicionamiento Cargadela Elucién de Elucion de los
‘ del sorbente muestra interferencias analitos
1 22 3 4
2. Carga de la Muestra &’ @ O O
o g g P g P
*2ml extracto acuoso || |
| | ,‘ i 1
b ! e
- kA ] 2
Y u e Ve
©0.5-1 mL Agua ultra pura, remover humedad y secar A ;:\,

el cartucho con la ayuda de presion al vacio » «
*2 x 1 mL Hexano \ / ‘ [

*1 mL Heptano: Tolueno 3:1 (v/v) ...[.:::.:.,

-gluir con 2 x 1 mL ACN:Agua 60:40 (v/v) con 0.5%
Acido Acetico. Aplicar vacio entre cada volumen de
elucion.

Figura 17: Procedimiento de extraccion en SPE SupelMIP. Fuente: [27]

En el desarrollo del método extractivo de Sigma-Aldrich [27], se utilizé un
proceso de extraccion en fase sélida (SPE), con cartuchos de SupelMIP SPE-
Nitroimidazoles, de 50 mg/3mL (Cat. No. 52734-U), la fase estacionaria son
nuevas moléculas de polimeros impresas (MIPs), que fueron desarrolladas
para la extracciobn especifica de nitroimidazoles (DMZ, MNZ, IPZ, RNZ,
HMMNI).

La moléculas MIPs son una clase de moléculas reticulares de
reconocimiento molecular a base polimeros diseflados para enlazar un
compuesto objetivo relacionado estructuralmente con alta selectividad. Este
atributo se introdujo durante la sintesis de MIP en la que una molécula plantilla,
parecida estructuralmente al analito, guia la formacién de cavidades
especificas o impresiones que son estearica y quimicamente al analito (s)
objetivo [33], el esquema de este proceso se resume en la Figura 18.

Para evaporar los extractos o fases organicas de cada uno de los
métodos extractivos desarrollados, se utiliz6 un evaporador automatico de 18
canales, con flujo de Nitrdgeno a una temperatura controlada de 45 a 50°C.
Cada extracto evaporado es reconstituido y filtrado a través de través de filtro
de jeringa de tamario de poro de 0.22 um de PVDF.
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Los resultados obtenidos en cada una de las pruebas realizadas para la
optimizacién del método de extraccidbn en matriz se presentan en el capitulo 4
de RESULTADOS Y DISCUSION.

Polimerizacién Remueve la
alrededor de la molécula
molécula plantilla plantilla —_

Interaccion
Selectiva ’ Introduccién
de la muestra

4

—%

Plantilla

Figura 18: Formacién de las MIP  Fuente: Sigma-Aldrich

2.3. Fase II; Validacion

Antes de iniciar con el proceso de validacion se debe establecer un
método estandarizado de medicién, es por eso que la etapa de validacion se
realiz6 después de la puesta a punto de la metodologia de ensayo descrita
anteriormente, y esto se efectu6 con el fin de que las mediciones que se

llevaron a cabo en la validacion se realicen de la misma manera.

De acuerdo al Codex Alimentarius se establece tres categorias de
meétodos analiticos para ser usados en un programa de control de residuos,
como el método desarrollado en este proyecto de tesis, se encuentra dentro de
la categoria del Nivel I, el cual esta dirigido a identificar y cuantificar un analito
[34], ademas al ser este método analitico utilizado para el andlisis de las
muestras oficiales, recolectadas en el Plan de Monitoreo de Residuos (PMR)
[9], este debe de cumplir con los criterios comunes de interpretacion de los
resultados analiticos descritos en la decision de la comision europea
2002/657/EC [7] el cual clasifica a este método de ensayo como un método
cuantitativo confirmatorio, ya que proporciona informacion total que permite

identificar y cuantificar de manera inequivoca la sustancia al nivel de interés.
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La validacién de un método no solo comprende la determinacion de la
veracidad o sesgo y la precision de un método analitico, sino ademas estimar
los posibles errores que pueden suceder durante el ensayo, que pueden ser

expresados por la incertidumbre de la medicion asociada con los resultados.

2.3.1.Diseno experimental

Para asegurar la correcta aplicacibn del método de ensayo de
nitroimidazoles se establecio la necesidad de un proceso de validacion integral
interlaboratorio (single-laboratory) que permita evaluar los criterios de
desempefio de acuerdo a las directrices bibliografias establecidas por el
CODEX, IUPAC [35], ISO, 2002/657/EC, AOAC [36], en la Tabla 14 se
describe de forma resumida el disefio experimental que se llevé a cabo en este
proyecto de investigacion; la evaluacion de los datos obtenidos en la validacion
y el cumplimiento de los objetivos permite establecer que el método es apto
para el propoésito que se desea aplicar, por lo que fue preciso demostrar
mediante estudios sus caracteristicas de funcionamiento, que puede incluir:

e Selectividad/Especificidad,
e Linealidad/Funcion respuesta
» Efecto Matriz,
e Estabilidad de los analitos en solucién y matriz,
e Robustez,
e Exactitud
» Veracidad/Recuperacion,
» Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad),
e Concentraciones o limites criticos
» Limite de decisién (CCa),
» Limite de deteccién (CCp),
Estimacion de la incertidumbre de la medida.

Tabla 14: Disefio experimental para la validacion de Nitroimidazoles en tejido de camarén.

Caracteristica de Concentracién
Muestras de la Validacion NIZs

(ug-kg™)

funcionamiento

blancos matriz n=20 .
Estandares Internos a

Blancos matriz fortificados con interferentes 3.00
quimicos

Selectividad/Especificidad

Blancos de matriz fortificados en el rango de
trabajo para obtener por lo menos 5 curvas de
calibracion en matriz

Linealidad/
Funcién respuesta

BI-0.50-1.50-3.00-4.50-
7.00
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Robustez Blancos de matriz fortificados a nivel del MRPL 3.00
. Solucién de estandares externos e internos 3.00
Estabilidad
Blancos matriz fortificados a nivel del MRPL 3.00

MRC Valor Asignado en el

Veracidad/ Certificado
Recuperacion Blan90§ matriz fqrtlflcados en 3 nlvele_s, con 6 0.50-3.00-7.00
repeticiones por nivel por 2 analistas. n=36
Repetibilidad Blanc_o_s matriz fo_rtlflcad_os en 3 niveles, con 6 0.50-3.00-7.00
repeticiones por nivel. n=18
- Blancos matriz fortificados en 3 niveles, con 6
Reproducibilidad e . '
intra-laboratorio repetlcmngs por nll/el. 0.50-3.00-7.00
Por 2 analistas. n=36
Limite de decision (CCa)  Blancos fortificados en el rango de trabajo 0.50-3.00-7.00
Capauda(dc((j:ep;jeteccmn Blancos fortificados en el rango de trabajo 0.50-3.00-7.00

2.3.1.1. Selectividad / Especificidad

Es necesario identificar el poder de distincion entre el analito y
sustancias afines como isdbmeros, metabolitos, productos de degradacion,
sustancias enddgenas, y constituyente de la matriz. Para evaluar la
selectividad y especificad se seleccionaron una gama de compuestos
guimicamente relacionados u otras sustancias interferentes que potencialmente
puedan encontrarse en las muestras y se analizaron muestras blanco de matriz
pertinente para detectar posibles interferencias y para valorar sus efectos, por

lo realizé los siguientes ensayos:

1. Andlisis de muestras blancos de tejido de camarén (n>20) en que se
efectu6 el método de extraccibn y luego se procedié al analisis
instrumental en que se verifico las posibles interferencias (sefial de pico,
indicios de iones) en la region de interés en la que cabe esperar la
elucién del analito de interés en las transiciones de los iones de

cuantificacion y confirmacion de los analitos de nitroimidazoles [7].

2. Se realizara prueba con interferentes quimicos que son sustancias
guimicamente relacionados a los nitroimidazoles y se procedera a
enriquecer con ellas muestras blancos y matrices fortificadas de 3.0

ng.kg™® de NIZs en tejido de camarén a concentraciones adecuadas de
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los interferentes que puedan obstaculizar la identificacion o

cuantificacion de los analitos [7].

2.3.1.2. Funcion de respuesta/ Linealidad.

En un método analitico de cuantificacion es prioritario determinar el
intervalo de concentraciones del analito o los valores de la propiedad
relacionada, sobre los cuales el método puede aplicarse. En el extremo inferior
del intervalo de trabajo estd dado por los valores del limite de deteccion o
cuantificacion; mientras que el extremo superior del intervalo de concentracion
estara impuesto por varios efectos que depende del sistema de respuesta del

instrumento y la aplicabilidad a la que se quiere llegar con el método analitico.

En los métodos analiticos instrumentales, dentro del intervalo de trabajo debe
existir un intervalo de respuesta lineal que es la capacidad de un método de
andlisis, dentro de un determinado intervalo, de dar una respuesta instrumental
que sea proporcional a la cantidad de analito que habra de determinarse en la
muestra. Esta proporcionalidad se expresa por una expresion matematica que
caracterice a la curva de calibrado que puede contener minimo cinco
concentraciones mas un blanco, y deberia cubrir todo el intervalo del interés
analitico. Comunmente se desea una respuesta lineal y la curva se expresa
estadisticamente en funcion de la correlacion lineal. La extension de este
intervalo lineal puede establecerse durante la evaluacién del intervalo de

trabajo.

En el ensayo para la determinacion del intervalo de trabajo y linealidad
utilizada en este proyecto se definié el mismo intervalo tanto para el trabajo
como el lineal, los cuales fueron realizado en blanco matriz de tejido de
camaron, ademas en la preparacion de la curva de calibracion se realizo bajo el

método del estandar interno.

Por este método una concentracién fija de la sustancia pura (estandar
interno), se afiade a las muestras, como a la matriz blanco utilizado para la

preparacion de la curva de calibracion. El estandar interno debe ser una
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sustancia de naturaleza similar a la del analito, con una sefial facilmente
medible y que no interfiera con la respuesta del analito.

Los métodos basados en la adicion de un estandar interno se utilizan
cuando uno o algunos de los componentes y el método de analisis es
susceptible a errores tanto sistematicos como al azar es por esto que tanto el
analito como el estandar interno responden proporcionalmente a las
fluctuaciones del método extraccion y del instrumental empleado, entonces la
razon de estas sefales es independiente de tales fluctuaciones. De esta
forma el método del estdndar interno compensa por errores provenientes de la

manipulacion de la muestra por analizar [37].

La Directiva EC 657/2002 recomienda en cuanto a curvas de calibrado:
emplear al menos cinco niveles (incluyendo el cero) en la construccion de la
curva; describir la formula matematica de la curva, la bondad del ajuste de los
datos a la curva; y describir los margenes de aceptabilidad de los parametros
de la curva [7]. En la Tabla 15 se describe la preparacion la curva de
calibracion que fue utilizada en este ensayo, el rango de trabajo sera de 0.5 a
7.0 ug.kg™ y cada nivel de concentracion tienen una concentracion de estandar
interno que fue de 3.0 pg.kg™ (MRPL).

Tabla 15: Preparacion de la curva de calibracién en matriz de tejido de camarén.

VOLUMEN
MEZCLA FORTIFICAR CONC.
ESTANDARES MATRIZ FINAL matriz FORTIFICACIONES EN MATRIZ
NIZ'S ug.kg™
St. Int Nizs 25 ppb 0.600 mL 3.00 Matrices bIanco., estandares y
muestras: 5 g c/u
0.100 mL 0.50 5 g matriz tejido camarén
0.300 mL 1.50 5 g matriz tejido camarén
St. Nizs 25 ppb 0.600 mL 3.00 5 g matriz tejido camarén
0.900 mL 4.50 5 g matriz tejido camarén
1.400 mL 7.00 5 g matriz tejido camaroén

2.3.1.2.1. Efecto Matriz:

La matriz es todo lo que hay en la muestra de andlisis, que no sea el
analito de interés y muchas veces estos componentes de la matriz pueden

dar sefial analitica que pueden afectar por exceso o disminucion la respuesta

FCNM CAPITULO 2 - pdg. 39 ESPOL



Evaluacion de la presencia de Residuos de Nitroimidazoles en Camarén por Manejo Integral de
Cromatografia Liquida Acoplada con Espectrometria de Masas Tadndem Laboratorios de Desarrollo

instrumental del analito, a esta variacion se denomina efecto matriz y esto
puede afectar los resultados de un analisis quimico, debido a este efecto que
puede presentar en matrices complejas como el de alimentos es necesario
determinar si se requiere la utilizacion de métodos de calibracion que ayuden a

minimizar este efecto [38].

Para determinar el efecto matriz es necesario realizar curvas de
calibracion en solvente y en matriz, deberan estar constituidas por lo menos en
cinco niveles de concentracion. Y evaluar si hay diferencia significativa entre

ambas curvas, [39], [40].

2.3.1.3. Estabilidad

Para conocer si la inestabilidad de los estandares o de las sustancias de
interés pueden dar origen a desviaciones significativas del resultado del
andlisis durante el almacenamiento o el ensayo de los analitos que se
encuentra en la matriz, es necesario evaluar la estabilidad de los estandares

utilizados en el método de andlisis tanto en solucién como en matriz (camaron).

Ademas el control de las condiciones de almacenamiento y tiempo de
estabilidad de los estdndares debe forma parte del sistema gestion de calidad
habitual del laboratorio. Para conocer estas caracteristicas se procedié a

realizar las siguientes pruebas de ensayos:

2.3.1.3.1. Estabilidad en solucién

Se prepard soluciones madre de los estandares y su diluciones
siguiendo las instrucciones descritas en el item 2.2.2.1 Preparacion de
estandares, hasta obtener los estandares de NIZs de concentracion de 25
ug.kg™, a partir de estos tomar el nimero suficiente de alicuotas de volumen de
2 mL, estos fueron vertidos en tubos de 15 mL de polipropileno etiqguetados y
almacenados el tiempo de 1, 2, 3 y 4 semanas 0 mas si es necesario a las

siguientes condiciones ambientales descritas en la Tabla 16:
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Tabla 16: Condiciones de almacenamiento para la determinacion de la estabilidad del analito

en solucion
Condiciéon -20°C +4°C + 20 °C
Oscuridad 10 alicuotas 10 alicuotas 10 alicuotas
Luz 10 alicuotas

Fuente: Decision de la Comision europea 2002/657/EC.

Cada semana se tomo de los tubos almacenados en las condiciones
descritas una alicuota de 0.600 mL de la solucién de estandares y se lo vertio
en un tubo de vidrio de 30 mL, luego se procedié adicionar 0.600 mL de la
solucién de 25 pg.kg™ de los estandares internos de NIZs recién preparada, a
esta mezcla se realiz6 una evaporacion por secado con nitrdgeno a una
temperatura de 50 °C , al finalizar el secado se reconstituyo con 0.500 mL de
H,O:ACN (95:5) para obtener una concentracion final de 3.00 ug.kg* de los
analitos de NIZs, que es el limite minimo de funcionamiento exigido (MRPL),

luego se procedio a la lectura en el LC-MS/MS.

Ademas para realizar una comparacion mas real y a las condiciones de
cada semana del equipo LC-MS/MS se prepard un tubo con solucién fresca de
los estandares de NIZs a la concentracién de 3.0 pg.kg™; el ensayo de
estabilidad se realizara hasta que se observaron los primeros fenémenos de

degradacion durante la identificacion o cuantificacion de los analitos.

Se debera calcular la concentracion del analito en cada alicuota
tomando como valor 100% la solucién del analito recién preparado en el

momento del analisis:

fresco

Resto del analito (%) = Ci X100/C

Ci
Cfresco

concentracién en el momento
concentracién de la solucién recién preparada
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2.3.1.3.2. Estabilidad del analito en la matriz

Homogenizar 100.0 £ 5.0 g de matriz blanco de tejido de camarén a
partir de esta masa se dividira en alicuotas de 5.0 £ 0.50 g en tubos de
polipropileno de 50 mL, a cada tubo se fortifico con 0.600 mL de la solucion de
estandares de NIZs de concentracion de 25.0 pg.kg® para obtener una
concentracion final de 3.00 pg.kg™” de los analitos de NIZs y se los almacenara
a la oscuridad a una temperatura de — 20 °C. Cada semana se tomo un tubo
con la matriz fortificada y se procedié a realizar la extraccion con el método
seleccionado. A la par se pesara en un tubo de polipropileno 5.0 + 0.50 g de
matriz de tejido de camaron y se fortificar4 con solucion de estandares fresca a
la misma concentracion que servira de referencia para comparar con el tubo de

matriz almacenada.

La prueba de estabilidad del analito en la matriz durara el tiempo
necesario hasta que se observaron los primeros fendmenos de degradacién

durante la identificaciéon o cuantificacion.

2.3.1.4. Robustez

La robustez de un método analitico es una medida de resistencia al
cambio o capacidad de permanecer inalterado por variaciones pequefas pero
deliberadas en los parametros del método y proporciona una indicacion de su
confiabilidad durante su uso normal [41] y su efectividad de desempefio aun

inclusive sin una implementacion perfecta.

El ensayo de robustez nos permite identificar las variables que tiene el
efecto mas significativo y en base a ello, controlarlas cuidadosamente cuando
se aplica el método en el trabajo de rutina. Ademas nos permite reconocer las
mejoras que se pueden realizar sobre aquellas etapas del método analitico que

se saben, que son criticas.

En las prueba de ensayo de robustez se utilizd la introduccion

deliberada por el laboratorio de variaciones menores razonables e importantes
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y la observacion de sus consecuencias; para la realizacion de este ensayo se
efectuaron variaciones en dos aspectos del método de ensayo de los analitos
de NIZs:

2.3.1.4.1. Método Cromatografico:

> Efecto del cambio de columna

» Efecto del cambio de flujo

2.3.1.4.2. Método de extraccion

» Extraccioén liquido —liquido vs. extraccion en fase sélida (SPE)

e Efecto de la temperatura de evaporacion o concentracion de las
muestras: a matriz blanco de tejido de camarén se fortifico con
estandares de NIZs para obtener una concentraciéon de 3.00 pug.kg?; y
se procedio a la extraccion con el método seleccionado; y en la etapa de
concentracion por medio de evaporacion con flujo de nitrégeno a una
temperatura de 50 °C y 70 °C.

e Efecto de la disminucion de sales de sodio: a matriz blanco fortificado
con 3.00 ug.kg™ de nitroimidazoles, en que se procedié a realizar la
extraccion disminuyendo la cantidad de sales de sodio.

En los ensayos para robustez algunas de las pruebas fueron
identificadas y realizadas como parte del desarrollo del método, como las
sefialadas con las vifietas de 2, y su ejecucion se efectlio de acuerdo a lo
descrito en los apartados: 2.2.4.2 Optimizacibn de las condiciones
cromatograficas y el item 2.2.4.3 Optimizacién del método de extraccion en
matriz. En el resto de las pruebas se realizaron durante el proceso de

validacion del método.
Luego de realizados los ensayos se procedera a determinar si estos
factores influyen significativamente en los resultados de la medicion por medio

del estudio del tiempo de retencion, area de los picos, cuantificacion de los
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analitos de NIZs y la comparacion con matrices fortificadas a las condiciones
normales y estandarizadas del método analitico de NIZs desarrolladas a la par

con las pruebas de ensayo modificadas.

2.3.1.5. Exactitud

Se puede definir a la exactitud como la cercania o concordancia de un
resultado de un ensayo analitico al valor verdadero o de referencia aceptado
[42]. De acuerdo a este criterio la validacion de un método permite determinar
cuantitativamente la exactitud de los resultados evaluando los efectos
sistematicos como los aleatorios, es por esto que se realiza el estudio en dos

de sus componentes que son: La Veracidad y la Precision.

Ademas de la veracidad y la precision, adicionalmente se realizara el
estudio de la incertidumbre de la medida, que de acuerdo al VIM (Vocabulario
Internacional de términos basicos y Generales en Metrologia) “es un parametro
asociado con el resultado de una medicidon, que permite caracterizar la
dispersibn de los valores que podria ser atribuidos razonablemente al

mesurando” [43].

2.3.1.5.1. Veracidad/Recuperacion

La Veracidad en un método de ensayo es el grado de concordancia que
puede existir entre la media de un conjunto de resultados respecto al valor real.
Puede ser expresada en términos de sesgo que es “la diferencia entre el

resultado del ensayo esperado y un valor de referencia aceptado”. [42]

Para determinar de forma practica este componente de la exactitud es
necesario de material de referencia certificado (MRC), al que se le ha
determinado o asignado una concentracidbn de analito especificado, este

material debe ser lo mas cercana a la matriz y a la concentracion de interés.
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Si en la practica no se dispone de MRC, se acepta como método
alternativo una valoracion de la veracidad por medio de la recuperacion que
consiste en la adicion de patrones de referencia o estandares a muestras

blancos de matriz.

Para el estudio de veracidad en este proyecto de investigacion, se
utilizara un material de referencia certificado (MRC), ERM-BB124, este
material fue provistro por Materiales de Referencia Europeos (ERM) (Bélgica),
de acuerdo al certificado de analisis este material posee los analitos de RNZ,
MNZ, HMMNI, el nivel de contracion se encuentran detallados en la Tabla 17.

Tabla 17: Valor certificado de la concentraciéon de los analitos de NIZs en el MRC ERM-BB124

NIZs en el material Valor Certificado Incertidumbre k=2
reconstituido pg.kg™ Hg.kg™
Ronidazoles (RNZ) 2.09 0.25
Metronidazol (MNZ) 1.93 0.15
2-Hidroxi metronidazol (HMMNI) 0.69 0.09

Al no estar presentes todos los analitos de nitroimidazoles de interés es
necesario recurrir al meétodo alternativo de Recuperacién, para poder
determinar este componente de exactitud, es necesario que la prueba abarque
a todo el rango de trabajo o gfuncion respuesta, por este motivo se realizara
pruebas de recuperacion en por lo menos en tres niveles de concentracion a
0.50 - 3.00 - 7.00 pg.kg™ (alto, medio y bajo); en cada nivel se enriquecieron
seis réplicas de matrices blanco a la concentracion de interés. Esta prueba

sera realizada por dos analistas. [7].
Se determinard la veracidad o recuperacion en términos de la desviacion
en porcentaje entre la fraccibn de masa medida, determinada

experimentalmente, y el valor asignado o enriquecido en el nivel de interés.

Contenido medido

%Veracidad o Recuperacion = 100 x Valor asignado o enriquecido
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2.3.1.1. Precision: Repetibilidad/Reproducibilidad

A la precision se define como “grado de concordancia entre los
resultados de ensayo independientes obtenidos en condiciones estipuladas
(predeterminadas). La precision suele expresarse como impresion y calcularse
como desviacion estandar de los resultados de ensayo. Cuanto mayor es la

desviacion menor es la precision” [42].

La precision puede expresarse en términos de Repetibilidad que es la
precision en condiciones de Repetibilidad, esto quiere decir que son resultados
de andlisis independientes que se obtienen de un mismo método que se
ejecuta por un solo analista, en items de ensayo idénticos, en el mismo
laboratorio utilizando el mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de
tiempo, un ejemplo tipico de este tipo de variabilidad que es la que se espera

al analizar por duplicado una muestra. [44]

Otro término en que puede expresarse la precision es en condiciones de
Reproducibilidad (intra-laboratorio), o precisién intermedia, en que los
resultados de los andlisis se obtienen con el mismo método de ensayo,
idénticas muestras, en el mismo laboratorio con operadores o analistas

diferentes.

Para este proyecto de investigacion se determinara la precision del
meétodo de ensayo por medio de blancos de muestras fortificadas en al menos
tres niveles de concentracién a 0.50-3.00-7.00 pg.kg™ de los analitos de NIZs,
en cada nivel se realiz0 seis mediciones bajos condiciones de Repetibilidad y
Reproducibilidad intermedia por medio de dos analistas. En cada nivel se
calculara la concentracion de cada muestra, y los estadisticos de concentraciéon
media, desviacién estandar y coeficiente de variacion en porcentaje (%CV)

para cada nivel en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad [7].

Ademas del coeficiente de variabilidad se determinara la precision por
medio de una Analisis de Varianza o Estudio de ANOVA que permite medir el
efecto cuantitativo de las variables de influencia sobre los resultados de un
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método de ensayo, este estudio consiste en el andlisis simple de varianza de

las desviaciones estandar para cada nivel de ensayo, en condiciones de
normalidad y homogeneidad de las varianza. [44], [45], [46], [47], [48].

FCNM

2.3.1.2. Concentraciones Criticas

2.3.1.2.1. Limite de decision (CCy)

El limite de decision de acuerdo a la decisién 2002/657/CE [7]
establece “que es el limite en el cual y a partir del cual se puede concluir
con una probabilidad de error a que una muestra no es conforme, siendo
el error a la probabilidad de que la muestra analizada sea realmente
conforme, aunque se haya obtenido una medicion no conforme”. El CC,
es usado como un umbral para poder estimar la sospecha, en especial

para las sustancias en que estan prohibidos su uso.

En un método analitico que es confirmatorio es necesario
determinar el valor de CC, como el valor contra el cual se debe
confrontar el resultado de una medicién para decidir si se detecta la
presencia de un analito en una muestra, con un determinado nivel de
confianza [49]. Si la sustancia detectada en la muestra esta por encima
del CC, del método de ensayo, esta debe ser declarada no conforme, y
para realizar esta declaracion se debe cumplir con la condicién de que el
analito sospechoso cumpla con los criterios de identificacion
establecidos en la decision 2002/657/CE [7].

2.3.1.2.2. Capacidad de detecciéon (CCB)

La capacidad de deteccion de acuerdo a la decision 2002/657/CE
[7] establece “que es el contenido minimo de la sustancia que puede
ser detectado, identificado o cuantificado en una muestra, con error (3;
siendo el error B la probabilidad de que la muestra analizada sea
realmente no conforme, aunque se haya obtenido una medicidon

conforme”.
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Estos limites criticos deberan establecerse segun los requisitos de
identificacion mas cuantificacion [7], mediante el procedimiento de curva de
calibracion, de conformidad con la norma ISO 11843 [50], [51].

Para realizar la determinacion de los limites criticos CCq y CCp se
utilizara material blanco enriquecido hasta el limite de funcionamiento minimo
exigido (MRPL), en el caso de los nitroimidazoles es de 3.00 pg.kg™, y ademas
se fortificaran en niveles por encima y por debajo del MRPL, en incrementos
equidistantes. Se analizaran las matrices fortificadas y se delimitaran la sefial
frente a la concentracion afadida. El limite de decision serd igual a la
concentracion correspondiente a la ordenada en el origen mas 2.33 veces la
desviacion estandar de la reproducibilidad intra-laboratorio de la ordenada en
origen. Esto sélo se aplica a analisis cuantitativos (a = 1 %), y la capacidad de
deteccion seréa igual a la concentracion correspondiente al limite de decision
mas 1.64 veces la desviacion estandar de la reproducibilidad intra-laboratorio
(B = 5 %), del contenido medido en el limite de decision. Las formulas
estadisticas que permiten calcular estos limites criticos se describen en la

norma ISO 11843 son las siguientes:

A 52
CCa =t(a, 1 —2)-2.\/i+i+x—
b |K

Inyeccidén por muestra = K
Inyeccién por nivel = J
Niveles de calibracion = I
Muestras por nivel = J
t"de Student = t(a, 13 —2)
Pendiente = b
Residual SD f. regresion = o

CCg a partir del CCq = 0

2.3.1.3. Estimacion de la Incertidumbre de Medida
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La palabra incertidumbre tiene como significado “duda”, lo que en
nuestro caso, en las mediciones analiticas significa “la duda acerca de la

validez del resultado de medida, asi como la exactitud del resultado” [52].

La definicion otorgada por el VIM [43] a la incertidumbre e: “Un
pardmetro asociado con el resultado de una medicién, que caracteriza la
dispersion de los valores que podrian ser atribuidos razonablemente al
mesurando”. Lo que significa que la incertidumbre de un método de ensayo, es
un intervalo de valores en que se cree que puede estar atribuido en forma
razonable al mesurando, este pardmetro nos ayuda a evaluar la calidad de los

resultados, con una confiabilidad de un 95% aproximadamente [53].

Los laboratorios que tienen métodos validados deben de estimar la
incertidumbre, por medio de la identificacion de los componentes o fuentes que
estan presentes durante la medicion y estos pueden ser evaluados por dos
tipos de métodos o clases de fuentes:

e Incertidumbre tipo A: Evaluacion de una fuente por un analisis
estadistico de una serie de mediciones u observaciones. Como por
ejemplo desviaciones estandar de repetibilidad y reproducibilidad,

célculos de la curva de calibracion.

e Incertidumbre de tipo B: Evaluaciéon de una fuente de incertidumbre
realizada por otros medios distintos a los del tipo A. Puede basarse a la
evaluacion de las informaciones obtenidas de certificados de calibracion,

bibliografia, datos del fabricante de equipos u otro medio [44].

La estimacion de la incertidumbre de medida se basa en cuatro pasos
(Figura 19), el primero es la determinacion de la fuentes (tipo A o B), el
segundo paso es expresarla como una desviacion estandar que se conoce
como incertidumbre estandar(u), luego el tercer paso es combinar las
desviaciones en una incertidumbre total, a la que se denomina incertidumbre

estandar combinada, no es otra cosa que la raiz cuadrado de la varianza total
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que se obtienes de cada varianza que se aplica la ley de propagacion vy el
cuarto paso es el célculo de la incertidumbre expandida (U), que se obtiene
multiplicando por un factor de cobertura k con un nivel de confianza de
aproximadamente el 95%, esta incertidumbre expandida establece un intervalo
entorno al resultado de la medicion en el cual se cree que esta el valor del
mesurando [52], [54].

Paso 2:

Paso 1: Convertir Paso 3: Pasec 4:
Determinar chp‘:'!'ldenfe; =n Determinar Determinar
Fuentes ncefl’ L;m re inceridumbre incerfidumbre
de incertidumbre estan c". combinada expandida

Figura 19: Proceso de estimacion de la Incertidumbre de medida.
Fuente: [44]

2.3.2.Muestreo y andlisis de Muestras Reales
2.3.2.1. Seleccion del area de muestreo

En el Ecuador la produccién de camardén de acuacultura, se concentra
principalmente en la regién costera del pais (89%), esta produccion se
encuentra distribuida en las provincias de El Oro con 40.7%, Guayas con
40,1% y Manabi con el 85%. En estos sectores en que se promueve
basicamente el valor agregado bruto (VAB) del sector camaronero, esta se ve
beneficiado porque estas zonas productivas presentan un clima tropical sub-
hdamedo, con estacion seca desde los meses de mayo a noviembre, y también
una estacion lluviosa de diciembre a abril, estas condiciones climaticas son las

ideales para el cultivo de camaron [55].
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El &rea de estudio seleccionado para este proyecto de investigacion fue
la Provincia del Guayas debido a las facilidades de logistica que presentaban
durante el tiempo en que se desarrollé este proyecto. Su capital es el ciudad de
Guayaquil, el mayor centro financiero y comercial de la Republica del Ecuador,
asi como el mayor centro industrial; con sus 3.5 millones de habitantes, Guayas

es la provincia mas poblada del pais.

El sector acuicultor en Guayas se encuentra distribuido en la zona
costera, Golfo de Guayaquil y la zona cercana al manglar y esteros de la
provincia; conformada por el sector de laboratorios de maduracion, piscinas

camaroneras, y empacadoras de camaroén.

GUAYA

OCEANO PACIFICO

Figura 20: Sector camaronero de la Provincia del Guayas.
Fuente: Google Maps, Elaborado por el autor

2.3.2.2. Recoleccién de las muestras y
almacenamiento

El muestreo fue realizado por el personal del departamento de
Verificacion del INP, y de acuerdo al Plan de Monitoreo de Residuos [9] desde
el mes de mayo de afio 2012 a abril de 2013. Las muestras fueron
recolectadas de la misma forma que las muestras oficiales, en fundas plasticas
selladas, identificadas con el nombre de la empresa, las misma fueron
almacenadas en congeladores del area de frio del INP a una temperatura
aproximada de -20 °C.
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De cada muestra de camaron cultivado recolectada, se tomaran
alrededor de 250 g, a esta porcion de muestra se le descartara el
exoesqueleto del camardon, y se seleccionara la porcion comestible del
musculo del abdomen del camaron el cual se procesard en una licuadora
Osterizer hasta formar una masa homogénea, y esta masa se almacenara en
fundas plasticas herméticas que contienen el nombre del sector de la
provincia del cual provienen, el codigo de recepcion de muestra emitida por el
INP y la fecha de ingreso en el laboratorio, si la muestra homogenizada no es
analizada al momento, esta debera ser almacenada a temperatura de - 20 °C, a

la oscuridad.
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CAPITULO 1lI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Puesta a punto del Método analitico.

El objetivo principal de este proyecto de investigacion es evaluar la
presencia de residuos de nitroimidazoles en muestras de camardon por un
método analitico validado de cromatografia liquida acoplado con
espectrometria de masas tandem. Para llevar a cabo este objetivo es
necesario desarrollar un método de andlisis eficiente, confiable y que cumpla
con los requisitos particulares de acuerdo a normativas internacionales y para

el uso previsto que requiere el Instituto Nacional de Pesca.

En este capitulo trataremos las pruebas que se ejecutaron para poder
obtener y seleccionar el método analitico que se usara para el andlisis de las
muestras recolectadas de camaron y ademas de los resultados obtenidos en la

validacion del mismo.

3.1.1.0Optimizaciéon de las condiciones de espectrometria

Las primeras pruebas de caracterizacion espectrométrica de los analitos
de nitroimidazoles fueron tratadas en el capitulo anterior, y valores obtenidos

fueron resumidos en la Tabla 8.

El primer cambio que se decidio realizar fue el de disminuir el tiempo del
Dwell de 0.50 s a 0.20 s. EIl Dwell es un parametro del espectrometro de
masas que sirve para medir la cantidad de tiempo, en segundos en que el
analizador va estar adquiriendo informacién de monitoreo de un determinado

ion [30] y asi obtener el niumero suficientes de puntos de adquisicion de
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informacion para la formacion de la sefial del para formar los picos

cromatograficos.

Con los cambios efectuados, se procedié a inyectar un vial con las
mezcla de estdndares externos e internos de NIZs de concentracion de 1.00
ng.kg™, al revisar los cromatogramas se observé una mayor simetria de los
picos y que estos guardaban una mayor similitud a la forma gaussiana y que
los valores de areas de los picos cromatograficos eran similares entre los Dwell
de 0.50 y 0.20 s seleccionados en las pruebas (Figura 21) pero al revisar la
altura que presentaban los picos cromatograficos, se observo un incremento

considerable en especial en los analitos de DMZ, HMMNI y IPZ (Figura 22).

Este aumento de la sefial en la altura serd de beneficio para la
integraciones futuras de los cromatogramas y la obtencion de limites de
deteccidbn mas bajos, ya que esto permite incrementar la sefial/ruido de los
analitos y que tiene mucho interés en las concentraciones menores y en
especial si se requiere priorizar el factor de sensibilidad instrumental en los
nitroimidazoles que son antibiéticos prohibidos.

Optimizacion del Dwell del AREA NIZs

HMMNI-D3
IPZ-D3
DMZ-D3
HMMNI-C
HMMNI-Q
IPZ-C
IPZ-Q
RNz-C
RNZ-Q
MNZz-C
MNZ-Q
DMZz-C
DMZ-Q

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
E AREA dwell 0,5 B AREA dwell 0,2

Figura 21: Comparacion de las areas de los picos cromatogréaficos de NIZs al optimizar el valor
del Dwell.
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Optimizacion del Dwell Altura

HMMNI-D3
IPZ-D3
DMZ-D3
HMMNI-C
HMMNI-Q
IPZ-C
IPZ-Q
RNz-C
RNZ-Q
MNZz-C
MNZ-Q
DMz-C
DMZ-Q

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
M Altura dwell 0,5 M@ Altura dwell 0,2

Figura 22: Comparacion de la altura de los picos cromatograficos de NIZs al optimizar el valor
del Dwell.

El Dwell es un factor analitico que interviene en la sensitividad
instrumental de los analitos y este factor depende ademas de la cantidad de
iones que el espectrémetro de masas monitorea de forma simultdnea, es por
este motivo que se decidi6 realizar un cambio mas que fue de trabajar en cinco
canales de monitoreo de reaccién multiple (MRM) en vez de uno y en tiempos
diferentes de acuerdo al tiempo de retencion de cada analito de NIZs; para que
asi el analizador monitoree de forma selectiva un menor nimero de iones por

canal.

Al evaluar los cromatogramas con respecto a las areas y alturas de los
picos de NIZs se detectd un incremento considerable en ambas caracteristicas
y especialmente en la altura de los picos cromatograficos, todos los analitos de
NIZs demostraron una mejora en la relacién sefal/ruido, es especial al DMZ e
IPZ que poseen tiempos de monitoreo de rango de 5.25-6.25 miny 6.90-8.00
min respectivamente y por estos beneficios se decidié cambiar el monitoreo de
un canal a cinco canales (Figura 23 y Figura 24). En la Tabla 18 se detalla las
condiciones del MRM y de Dwell que fue seleccionado finalmente y con que se

trabajo en este proyecto.
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HMMNI-D3

IPZ-D3
DMZ-D3

HMMNI-C
HMMNI-Q

IPZ-C
IPZ-Q
RNZ-C
RNZ-Q
MNZz-C
MNZ-Q
DMZz-C
DMZ-Q

HMMNI-D3
IPZ-D3
DMZ-D3
HMMNI-C
HMMNI-Q
IPZ-C
IPZ-Q
RNz-C
RNZ-Q
MNZz-C
MNZ-Q
DMz-C
DMZ-Q
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M AREA 1canal
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M Altura 1canal

AREA DE NIZs
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W AREA 5 canales

15000

ALTURA DE NIZ s

20000 25000 30000

W Altura 5 canales

Manejo Integral de
Laboratorios de Desarrollo

4000

Figura 23: Comparacion del &rea de NIZs con MRM de uno y cinco canales.

35000

Figura 24: Comparacién de la altura de los picos cromatogréaficos de Niz s con MRM de uno y
cinco canales.

Tabla 18: Monitoreo de reaccion mdultiple (MRM) de 5 canales

Prnt Dau Dwell | Cono | Colisién Tiempo monitoreo :
NIZs - tr (min
Ca) | 0a) | () | ) | (V) (min) (min)
Canal 1: MRM de 2 pares de masas
MNZ 171.80 | 81.90 | 0.200 | 20.00 25.00 554
171.80 | 127.90 | 0.200 | 20.00 15.00 '
Canal 2: MRM de 3 pares de masas
157.85 | 93.90 | 0.200 | 25.00 24.00
HMMNI
157.85 | 139.90 | 0.200 | 25.00 12.00 5.66
ANV | 160.85 | 142.95 | 0.200 | 25.00 | 12.00
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Canal 3: MRM de 2 pares de masas

Nz | 20085 | 55.00 [ 0200 ] 20.00 [ 2500 5.60 5 76
200.85 | 139.90 | 0.200 | 20.00 | 14.00 6.60 :

Canal 4: MRM de 3 pares de masas

141.80 | 81.00 | 0.200 | 30.00 22.00

DMZ 180 [ 95.90 | 0.200 | 30.00 | 15.00 . 576

6.80
DMZ-D3 | 144.85 | 98.95 | 0.200 | 31.00 | 15.00

Canal 5: MRM de 3 pares de masas

169.90 | 108.90 | 0.200 | 35.00 25.00

14
169.90 | 123.90 | 0.200 | 35.00 | 18.00 690 | g

8.00
IPZ-D3 | 172.90 | 127.00 | 0.200 | 34.00 20.00

Al no realizar mas cambios a las condiciones de espectrometria, y al
trabajar en el modo de MRM donde se monitora dos iones de transicion por
cada analito de nitroimidazol fue necesario establecer el ion ratio o la relacion
entre las respuestas de los iones producto de cuantificacion (Q) y confirmacion
(c), y de a acuerdo a la Decision 2002/6576/CE para el caso de las sustancias
en el grupo A se debera medir como minimo un ion ratio y este debe estar
dentro las tolerancias maximas permitidas descritas en el cuadro 4 de dicha
Decision [7] (Tabla 19). Este ion ratio y sus tolerancias son seteados en el
software Masslynx version 4.1, y sera un criterio para aceptar la identificacion

del analito de interés.

Tabla 19: lon ratio de los analitos de NIZs, sus porcentajes de tolerancia y rangos minimos y
maximos seteados en el equipo del espectrémetro de masas

NIZs DMz MNZ RNz HMMNI IPZ
Promedio n=20 5.47 1.64 3.43 7.64 1.05
%Tolerancia 30 20 25 30 20

Min. 3.83 1.31 2.57 5.35 0.84

Max. 7.11 1.96 4.28 9.93 1.26

3.1.2.0ptimizaciéon del método de extraccion en matriz

Las primeras pruebas que fueron realizadas para seleccionar el método
extractivo en matriz de tejido de camarén fue el de reproducir in situ la
extraccion descritas en las fuentes bibliograficas y que para este estudio se

denominaron a estos métodos como Sigma [27], NaCl [28] y Na,SO, [29], el
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resumen de estas metodologias de extraccion son mencionadas en el capitulo

anterior en la Tabla 13.

La matriz blanco seleccionada para estas pruebas de extraccion fue
camarén silvestre de mar, matriz que no contiene residuos de ninguno de los
antibioticos en estudio, ademéas de que es la matriz blanco utilizado en el
laboratorio para otras técnicas de analisis de residuos y para la realizacion de
la curva de calibracion fortificadas [10]. Se procedié a homogenizar a través de
una licuadora alrededor de un kilogramo de tejido de camarén, que es
almacenado a temperaturas inferiores a -10°C.

Con el tejido de camardn homogenizado se seleccioné la cantidad de
matriz para cada método de extraccion de acuerdo al peso que requeria cada
técnica, y se procedi6 a fortificar partir de una solucién de 25.0 pg.kg” de
estandar interno de Dimetridazol-D3; Ipronidazol-D3, y 2-Hidroxy Dimetridazol-
D3, <« Obtuvo en cada matriz una concentracion de 3.00 pg.kg'1 de los
nitroimidazoles deuterados. Ademas para evaluar las recuperaciones y la
eficiencia extractiva también se fortifico con los estandares de 25.0 ug.kg™” de
Metronidazol, Ronidazol, Ipronidazol, Dimetridazol y su metabolito hidroxilado
2-Hidroxy Dimetridazol, para obtener una concentracion final en matriz de 3.0

ng.kg™ de los NIZs en estudio.

En los métodos seleccionados tuvieron en comun la primera extraccion
con un disolvente organico polar que fue el acetonitrilo (ACN), que tiene
afinidad con los analitos de interés (NIZs). Ademas de la caracteristica de
afinidad el disolvente que fue utilizado debe ser inmiscible con la fase acuosa
y que sea facilmente volatil para asi facilitar su eliminacion o separaciéon por
un proceso de evaporacion, extraccion acelerado, Soxhlet u otro medio que

ayude a concentrar y separar el analito del disolvente.
En el método Sigma ademas de la extraccion L/L, también se desarroll6

una extraccion en fase sélida con cartuchos de SupelMIP SPE, especializados

para nitroimidazoles.
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Los extractos de cada método de extraccion fueron analizados a través
del equipo de HPLC-MS/MS, y se evaluaron las areas y la altura de los picos
cromatograficos de cada nitroimidazol tanto en su ion de cuantificacion como

de confirmacion.

Al comparar los resultados de los tres métodos de extraccion, con igual
concentracion de NIZs en el tejido en todos los casos, se pudd determinar que
el método donde se obtuvo mayor area (Figura 25) y altura (Figura 26) es el
método de NaCl de la fuente bibliografica “Rapid multi-class multi-residue
method for the confirmation of chloramphenicol and eleven nitroimidazoles in

milk and honey by liquid chromatography tandem mass spectrometry” [28].

Métodos de extraccion en matriz: Area Nizs

20000
15000
10000

5000

M AREA Sigma M AREA CINa AREA SO4Na2

Figura 25: Comparacion de las area de los picos cromatogréficos de NIZs de los métodos de
extraccion en matriz Sigma, NaCl y Na,SO,4

Métodos de extraccion en matriz: Altura Nizs

200000
150000
100000

50000

M Altura Sigma M Altura CINa Altura SO4Na2

Figura 26: Comparacion de la altura de los picos cromatogréaficos de NIZ s de los métodos de
extraccion en matriz Sigma, NaCl y Na, SO,,

Se evidencio que para todos los analitos de nitroimidazoles presentaban

una altura mayor en este método extractivo, lo que beneficio satisfactoriamente
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la forma gaussiana de los picos cromatograficos, esto ayudara en el proceso de
integracion, ademas se observo elevados valores de sefial instrumental de area
y altura especialmente en el Dimetridazol, Ipronidazol de composicion

molecular normal y deuterada.

Los resultados adquiridos mostraron que de los tres métodos
extractivos, el de Sigma con los cartuchos SPE especializados para NIZs, a
pesar de que se obtuvo extractos mas limpios y claros resultaron con
recuperaciones menores con areas de los analitos de NIZs de menor tamafio, a
diferencia de los extractos del método de NaCl, que presentaban una ligera
turbidez, pero con valores de area y altura mayores; esto evidencié que a
mayor numero de etapas de extraccion aumenta la perdida de los analitos
durante el proceso en especial en los pasos de lavado de la SPE y perdidas
por deficiencia en la etapa de elucion de los analitos.

Al método preseleccionado de NaCl, se procedié a optimizarlo y para
ello se realizaron modificaciones al método original, como aumentar el peso de
la muestra de un gramo a cinco gramos, y al aumentar la carga de muestra
también se incrementé el volumen de acetonitrilo de dos a ocho mililitros. Este
meétodo estd basado principalmente en la extraccion L/L con acetonitrilo en un
solo paso extractivo, para ayudar en la interaccion del solvente con el tejido de
camarén, se hidraté la muestra previamente con un mililitro de agua, luego se
adiciond el solvente, se agit6 vigorosamente y se incrementd el tiempo de

contacto del solvente con la matriz a diez minutos.

Al tener estas modificaciones se realizaron pruebas extractivas para
optimizar la extraccion que permitan incrementar el efecto salino para una
mejor separacion de los analitos de Nitroimidazoles de la matriz de tejido de
camaron por medio de dos pruebas una de ellas utilizar una combinacion de
sales de cloruro de sodio (NacCl) y sulfato de sodio (Na,SO4) anhidro en una
proporcion de 50:50 w/w, y la otra prueba es la de cambiar la sal de método de

cloruro de sodio a solo sulfato de sodio anhidro.
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Se procedi6 a fortificar matriz blanco a una concentracién de 3.0 pg.kg™
de estandar externo y deuterados de nitroimidazoles y se realizo las pruebas
de extraccion con las modificaciones detalladas anteriormente del método
preseleccionado de NaCl, se obtuvieron las fases organicas de acetonitrilo que
fueron evaporados con flujo de nitrégeno a una temperatura controlada de 45
a 50°C, vy se reconstituy6 el residuo con 500 ul de agua: acetonitrilo 95:5, si
este extracto reconstituido presentaba turbidez se hizo necesario realizar una
micro centrifugacion a 15.000 rpm por 10 minutos, y se tomod la porcidon mas
clara y se procedié se pasar el reconstituido a través de un micro filtro de
0.22 um de PVDF. El siguiente paso fue el analisis instrumental, por medio de
la lectura en el HPLC-MS/MS por inyeccion de un volumen de 20 puL. Para
poder realizar una comparacion efectiva a la vez se corri6 muestras blanco

fortificadas con el método original de NaCl.

El comportamiento bajo estas condiciones de extraccion fue diferente
para los analitos de nitroimidazoles esto se evidencié en la Figura 27 , por
ejemplo, en el caso del Dimetridazol, que es uno de los analitos que
presentan mayor respuesta instrumental, se observé que entre ambos métodos
el de extraccion original y de la modificacion de la extraccion con el cambio
de la sal de NaCl a Na,SO, anhidro no presentaron una diferencia significativa
entre las recuperaciones y las é&reas de este analito, a diferencia del
Ipronidazol, que evidencio que en el método extractivo con Na,SO,4 anhidro, se
incrementd aln mas la respuesta, obteniendo mayores valores de area tanto

en el IPZ normal como el deuterado.

Modificacion al método extractivo NaCl: AREA

m AREA NaCl  AREA NaCl -Na2504-H20 m AREA Na2S04-H20

Figura 27: Evaluacion de las areas de NIZs obtenidas del método original y
modificado de NaCl.
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Se reviso las area de los analitos de los nitroimidazoles que presentan
una menor respuesta analitica como el Metronidazol, Ronidazol y 2-Hidroxi
Dimetridazol (Figura 28), se pudo evidenciar que existi0 una mayor respuesta
en las area de estos analitos con el método modificado de la combinacion de
sales de NaCl y Na;SO, anhidro en una proporcion de 50:50 w/w,
obteniéndose en estos analitos una mayor recuperacion por poseer una area
superior a la de los otros métodos probados. Al realizar la extraccion se
comprobd que el efecto salino por la combinacién de las dos sales de sodio,
incrementd la migracion de los analitos de nitroimidazoles mas polares (MNZ,
RNZ y HMMNI) al solvente organico de acetonitrilo, ademas se observé que la
diferencia de la fases acuosa y organica fue mas notoria, lo que permitié una

mejor separacion resultando ser mas eficiente al método extractivo.

Modificacién al método extractivo NaCl Area: MNZ, RNZ,
HMMNI, HMMNI-D3

5000
4000
3000
2000
1000

£ L O v o”)
é\/ ®§\/ Qé\, Qé\’ é\e\ ®$ QA

m AREA NaCl AREA NaCl -Na2504-H20 m AREA Na2504-H20

Figura 28: Evaluacion de las areas de MNZ, RNZ, HMMNI, HMMNI-D3, entre el método
original de NaCl, y los modificados de NaCl - Na,SO4y Na,SO,,

Al revaluar los datos obtenidos y realizar el analisis del costo beneficio
para determinar el método de extraccion que se ajuste mas a las necesidades
de un método de cuantificacién confirmatorio para la determinacion de residuos
de antibioticos, se decidid dar prioridad a los analitos de nitroimidazoles que
poseen menor sefial de respuesta analitica como son: MNZ, RNZ y HMMNI, es
por este motivo que el método modificado con la combinacion de sales de
cloruro de sodio y sulfato de sodio anhidro (50:50 w/w) fue el método
seleccionado. En la se esquematiza el proceso extraccion utilizado en este

proyecto de investigacion.
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Tabla 20: Etapas del método de extraccién en matriz del método optimizado

Etapas Método Extraccién optimizado
] i 5g matriz + 1 mL de agua grado HPLC, vortear para
Peso Matriz Camarén )
disgregar la muestra
Solvente extraccion 8 LI ACN vortear x 10 min
4 g de una mezcla 50:50 W/W de NaCl y Na,SO, a cada una

de las muestras, mezclar vigorosamente y vortear

Efecto Salino
Separacion fase organica ~ Centrifugar a 5000 rpm por 10 minutos y transferir la fase
organica a un vial y

o Evaporar a sequedad con flujo de N, y Temperatura de 40-
Concentracion

50 °C
Reconstitucién del Reconstituir el residuo con 500 ul de agua: acetonitrilo 95:5 y
extracto agitar para disolver todo residuo
Limpieza del Extracto Micro centrifugar a 15.000 rpm por 10 minutos.

} i . Pasar el extracto acuoso mas claro con ayuda de una jeringa
Micro filtracion i i _ i
y filtrar a través de un micro filtro de 0.22 um PVDF

3.2 Validacion

Al finalizar la puesta a punto del método instrumental de HPLC-MS/MS,
y el método de extraccion en matriz, es necesario poner a prueba el
funcionamiento del método analitico y asi confirmar si son aptos para los fines
previstos especialmente los especificados en la decision de la comision
europea 2002/657/EC [7].

El objetivo de la validacion de un método analitico es asegurar que los
valores obtenidas de las mediciones futuras que se van a realizar de forma
rutinaria sean lo suficientemente cercana al valor verdadero del analito

contenido en la muestra [56].

3.2.1.Disefio experimental

De acuerdo a las directrices de normas internaciones como el CODEX,
IUPAC, ISO, 2002/657/EC, se procedi6o a seleccionar los pardmetros para
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evaluar el desempefio del método analitico desarrollado en el proyecto de
investigacion, en la Tabla 21 se detalla los objetivos minimos que deben
cumplir los parametros o caracteristicas de funcionamiento del método analitico
de acuerdo a las normas y directivas internacionales que permitiran evaluar el
desempefio de este método cuantitativo confirmatorio para residuos de
antibidticos.

Tabla 21: Objetivos de validacion y criterios establecidos para residuos de medicamentos de
uso veterinarios

Parametro de

. s Objetivo Criterio/Directiva/Normativa
Validacién
Linealidad/Funcién
respuesta r2 =20.98 2002/657/EC
Veracidad/ -50% a +20% (<1.00 pg.kg™) 2002/657/EC
Recuperacion -30% a +10% (>1.00 pg.kg™)
Repetibilidad <30 %CV Codex CX/RVDF 03/10
Reproducibilidad intra-
laboratorio <30 %CV Codex CX/RVDF 03/10
Limite de decisién 3.00 ot 2002/657/EC
< 3. kg~ MRPL
(CCa) HOKC SANCO/2004/2726-rev 4
Limite ?géjg)tecmon <300 “g_kg.l MRPL 2002/657/EC
SANCO/2004/2726-rev 4
Incertidumbre <50 % Codex CAC/GL 59-2006

3.2.2.Selectividad / Especificidad

Para determinar esta caracteristica de desempefio del método analitico

se realizaron dos pruebas:

e Se analizaron 20 blancos matriz de tejido de camardn, en la
evaluacion de los cromatogramas se evidencid que no existe
interferencias de la matriz en la region de interés de elucion de los
analitos de nitroimidazoles en sus transiciones de cuantificacion y

confirmacién. Figura 29.

DMZ-D3 DMz DMZ
F4:MRM of 3 channels ES+ F4:MRM of 3 channels ES+ F4:MRM of 3 channels ES+
14485 =99 558 142 > 96.05 142.0=81.1

100 DMZ-D3 1.3182+006 100 3.828e+003 10 5285 1.5862+003

595 \
609
\ [
"\ Fan
% A / \ B.45

164424.30
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Figura 29: Cromatograma de blanco matriz de Niz s con estandar interno d 3ug.kg™ de
DMZ-D3, HMMNI-D3, IPZ-D3

nitrofuranos

furazolidona,

furaltadona,

Se escogié como interferentes quimicos a los metabolitos de

nitrofurantoina, vy

nitrofurazona por ser compuestos quimicamente relacionados a los

nitroimidazoles ya que ambos antibioticos poseen en su estructura

guimica un anillo imidazdlico y se procedié a enriquecer con ellas

muestras blancos y matrices fortificadas de 3.00 pg.kg™ de NIZs en

tejido de camardn a concentraciones adecuadas de los interferentes

gue puedan obstaculizar la identificacion o cuantificacion de los

analitos [7],se evalud los cromatogramas Yy se determiné que la

presencia de los metabolitos de nitrofuranos no afectan la ionizacion

y cuantificacion de los analitos de nitroimidazoles, los valores

FCNM

CAPITULO 3 - pdg. 65

ESPOL



Evaluacion de la presencia de Residuos de Nitroimidazoles en Camarén por
Cromatografia Liquida Acoplada con Espectrometria de Masas Tadndem

Manejo Integral de
Laboratorios de Desarrollo

obtuvieron en concentracién fueron de 3.00 pg.kg™ + 20%, valores de

concentracion de NIZs que se encuentran dentro del margen de

aceptabilidad (Figura 30).

DMZ-D3 bmz DMZ
F4:MRM of 3 channels ES+ F4:MRM of 2 channels, ES+ F4:MRM of 3 channels ES+
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F2:MRM of 3 channels ES+ F5:MRM of 3 channels,ES+ F5:MRM of 3 channels ES+
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4619.30 32712878 224607.73
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Figura 30: Cromatograma de matriz fortificada de NIZs con estandar interno de 3.0 pg.kg™ de
DMZ-D3, HMMNI-D3, IPZ-D3 e interferentes de Nitrofuranos a 1.0 pg.kg™.

3.2.3.Funcion de respuesta/ Linealidad.

La curva de calibracion que fue utilizada es de 5 niveles de
concentracion de los analitos de NIZs mas un blanco matriz de camarén (BL-
0.50-1.50-3.00-4.50-7.00 pg.kg™?) [7] y todos los niveles contenian una
concentracion de estandar interno que fue de 3.00 pg.kg™® (MRPL).
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Para los estandares internos de DMZ-D3, HMMNI-D3 y IPZ-D3, el tipo
de respuesta fue la de estandar externo (External Std) calculado a bases de

sus areas. Eltipo de curva fue RF, es decir en base al factor de respuesta.

Para los estandares de DMZ, MNZ, HMMNI, IPZ, el tipo de respuesta
fue relacionado con el estandar interno correspondiente para cada analito y fue
calculada en base a la siguiente formula “Internal Std ( St Int )= Area * (IS
Conc../ IS Area)”. En el caso de RNZ, y al no poseer estandar interno
correspondiente se calculd como estandar externo de acuerdo a la sefal o
respuesta de su area, para todos los analitos la curva fue de tipo linear, con

origen excluido, ponderada 1/X.

La funcion de respuesta del instrumento fue obtenida por regresion lineal
ponderada 1/x de la respuesta instrumental versus la concentracion de cada
nivel de NIZs. El calculo del grado de ajuste fue realizado a través del
coeficiente de regresién (r%), la pendiente, punto de corte, intercepto,
residuales, estos datos estadisticos fue realizado por medio del software
Masslynx versién 4.1 través de su médulo Quanlynx.

Ademas de la regresion lineal se debié determinar los méargenes de
aceptabilidad de los parametros de la curva como son pendiente (m) e
intercepto (a), por medio de la desviacion estandar de cada una de ellas (Sp y
S.),ademas se determind el error tipo de la curva (Syx), James Miller en su
libro “Estadistica y Quimiometria para Quimica Analitica [57]" detalla de forma
clara las formulas estadisticas necesarias y utilizadas en el proyecto, ademas
se utilizo el software Excel version 2010 para realizar los célculos estadisticos
correspondientes. Los valores de S, y Sy fueron utilizados para estimar los
limites de confianza, para la pendiente fue estimado por b * t,.2*Sy, y en el
caso del intercepto por a * tn.*Sa, estos fueron relacionados con valores de
distribucion de t que se obtuvieron con un nivel de probabilidad de 0.05 y de los

grados de libertad (n-2).
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Durante el periodo de estudio se seleccionaron diez curvas de

calibracion y se calcularon los parametros de la curva (Tabla 22 y Figura 31)

como el coeficiente de regresion lineal (r?), error de la curva (Syix), y los limites

de confianza de la pendiente e intercepto.

Tabla 22: Parametros de las curvas de calibracién y margenes de aceptabilidad de pendiente e

intercepto
2 . " " " %CV Sy

NiZs r Sy/x Pendiente (b) Intercepto (a) b-t3*Sh a-t3*Sb b+te*Shb  a+tg-Sb
bmz 0.9994 0.0631 0.9984 0.0991 0.892 -0.1317 1.213 0.4487 6.3
MNZ 0.9905 0.0365 0.1587 0.0084 0.096 -0.2403 0.233 0.1832 23.0
RNZ 0.9940 2059.3 11498.6 -124.4 5093 -6669.8 17692.5 7406.2 17.9
HMMNI 0.99886 0.08487 0.98977 0.0993 0.789 -0.2331 1.213 0.6708 8.6
IPZ 0.9993 0.0455 0.7135 0.0890 0.567 -0.1090 0.981 0.4154 6.4
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Curva de Calibracion IPZ y = 0,7116x + 0,0958
8.00
6.00
4.00

2.00
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Figura 31: Curvas de calibracion de los NIZs y sus margenes de aceptabilidad.

Se evaluaron las curvas de calibracion y se evidencido que para los
analitos de MNZ y RNZ presentaron un mayor coeficiente de variacion de la
pendiente (23,0 % y 17,9 %) con proporcion a los errores aleatorios o error tipo
de la curva con respecto a la variable y, (S yx), y esto se debe que en el caso
de MNZ se decidio utilizar como estandar interno a DMZ-D3, por poseer una
estructura quimica similar, pero que no es igual, como es el caso del DMZ y su
estandar interno DMZ-D3; al poseer estas diferencias el estandar interno no
logr6 compensar las fluctuaciones de forma total que los errores que se
produjeron durante el proceso de extraccion e instrumental del método de

analisis fueron mayores.

Esto ocurre de forma parecida con el RNZ, que al poseer una estructura
diferente se decidid que no se va relacionar con ningunos de los estandares
internos utilizados en el método de andlisis, y al no poseer un estandar interno
que ayude compensar los errores del proceso analitico, se produjeron de forma
normal por la caracteristica del analisis un porcentaje de dispersion mayor con
respecto a los analitos que si trabajan de forma conjunta con sus estandares
internos como son DMZ, HMMNI, IPZ que tuvieron coeficientes de variacion

menores al 10%.

3.2.3.1. Efecto Matriz:

Se estimé el efecto matriz que tuvo el tejido de camarén en el método de
ensayo y se pudo determinar que existi6 una diferencia en la respuesta

instrumental del analito al realizar las curvas de calibracion en solucién y en
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matriz. Se detectd, que el comportamiento fue diferente en los analitos de
nitroimidazoles, en el caso del RNZ en que el tipo de respuesta fue por
estandar externo, se determiné que hay diferencia significativa en la pendientes
de la curvas de calibracion, y ademas existi6 un aumento en la sensibilidad en

la curva que fue hecha en matriz blanco (Figura 32).

100000
y =9313.8x + 3115.2 y =12707x - 3055.30

R?=0.9874 R?=0.9764

< 60000
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©
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20000 y R? =0.9984 e R2=0.9979

o Bo———e—O0 T © o | &2 - o | o
0.0 2.0 4.0 0 8.0
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Figura 32: Curvas de calibracion en solucion y en matriz del MNZ y RNZ.

En la Figura 33 se resume los factores de respuesta analitica que
poseian los estandares internos de nitroimidazoles en solucion y en matriz, con
lo que se concluyé que la respuesta en matriz fue mucho mayor que en el

analito en solucion.
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50000.0 .\’/\./_* '/_‘—‘/‘
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Figura 33: Factor respuesta de los estandares internos DMZ-D3, HMMNI-D3, IPZ-D3, en
solucién y en matriz.
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Este efecto matriz  se presentd especialmente en los compuestos
organicos polares en los que se aplicaron calor para ionizar o inyectar la
muestra para el ingreso al espectrdmetro de masas, en nuestro caso la zona
de la fuente es ejecutada por una ionizacién bajo la influencia de un campo
eléctrico y de temperatura, este proceso produjo varios sitios activos que se
encontraron en la superficies metalicas que fueron atribuidos a impurezas de
metales presentes en el puerto de inyeccion o la fuente de ionizacion y
ademas estos sitios activos también pudieron estar presentes en los grupos
silanol libres en la superficie de la columna cromatogréficos; estos sitios fueron
responsables de la adsorcion y/o descomposicion catalitica de los analitos
[39], [58].

Este fendbmeno de mejora de la respuesta instrumental inducida por la
matriz se debid ya que al inyectar los analitos junto a los componentes de la
matriz se produjeron un proceso de competencia por los sitios activos
presentes dejando libres una mayor cantidad de moléculas de analitos que
ingresaron al sistema produciendo una mayor respuesta instrumental, proceso

que no ocurrié al inyectar los analito en solucién Figura 34.

Analitos de interés,

Esténdar Estandar’

T LR mDiferentes
sk componentes de la
Le matriz, donde C
corresponde a la
concentraciéon del

analito y X vy Y
corresponde al nimero
de moléculas que se
adsorben  (C-X<C-Y)".
Fuente bibliogréafica
[39].

o Transferencia

columna

Figura 34: “Adsorcién de compuesto en el vaporizador del inyector del espectro de
masas.

El uso del estdndar interno adecuado en la calibracibn ayud6 a
disminuir o eliminar , el efecto matriz, ya que compenso los errores aleatorios y
sistematicas producidos por las interferencias no espectrales de los

componentes de la matriz , ademas de los errores provenientes del método
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extractivo e instrumental, esta compensacion fue reflejada en la rectas de
calibracion de DMZ, HMMNI, IPZ (Figura 35), que presentaron curvas que no
poseian diferencias significativas entre las que se realizaron en solvente y en
matriz, también se evidencié en los valores de pendiente que son muy

parecidas en ambos casos.

3.00 DMZ 3.00 HNNMI

2.50 | y=0.339x +0.0603 2.50 y =0.2902x + 0.0463

2 _ 2 _

2.00 R?=0.9996 500 R%=0.9982
S s
£1.50 £1.50
[} [0}
o o
g1.00 y =0.3272x + 0.0232 gL.00 y = 0.3348x + 0.0375
= 2_ < 2 _

0.50 R*=0.9994 0.50 R*=0.9907

0.00 0.00

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 0.00 2.00 4.00 6.00 8.00
Conc (ug/kg) Conc (ug/kg)
O Area Relativa Sol. O Area relativa Matriz O Area Relativa Sol. O Area relativa Matriz

IPZ

y =0.2457x + 0.0316
R?=0.9992

=
wn
o

o

y =0.2381x + 0.0365
R?=0.9997

A@a Relalgva

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00
Conc (ug/kg)
O Area Relativa Sol. O Area relativa Matriz

Figura 35: Curvas de calibracion con estandar interno en solucién y en matriz del DMZ,
HMMNI, IPZ.

3.2.4.Estabilidad

3.2.4.1. Estabilidad en solucién

Para poder evaluar este parametro se procedid a leer en el equipo
HPLC-MS/MS, soluciones estandar de los analitos de nitroimidazoles de

acuerdo a lo descrito el apartado 2.3.1.3.1 para obtener una concentracién de
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25.00 pg.kg™ de los analitos de NIZs externos y a partir de este estandar se
tomé una alicuota para obtener una concentracién de 3.00 ug.kg™ , que es el
limite minimo de funcionamiento exigido (MRPL), las condiciones de

almacenamiento fueron:

e Temperatura de 4 °C (refrigeradora) : 4 °C
e Temperatura ambiente a la luz: TAL
e Temperatura ambiente a la oscuridad: TAO

e Temperatura de -20 °C (congelador): - 20 °C.

Las pruebas de estabilidad en solucion de los estandares de NIZs se
realizaron de forma consecutiva por cuatro semanas, y al evaluar los datos se
evidenciéo que no existen cambios significativos en el porcentaje de resto de
analito, ya que para todos los analitos de nitroimidazoles bajo las diferentes
condiciones de estudio de almacenamiento presentaron porcentajes mayores al
95% con respecto a la concentracion del analito en solucion de estdndar fresca

gue se utiliza como control.

Al evidenciar que no existen cambios significativos, se procedi6o a
continuar con la prueba por mayor tiempo, extendiéndolo a hasta diez
semanas, en que se observaron los primeros fenomenos de degradacion
durante la cuantificacion de los analitos. La condicion de almacenamientos
mas desfavorable para los NIZs fue la temperatura ambiente a la luz y el analito

que sufri6 mayor degradacion fue el MNZ.

Tabla 23: %Resto de analito en solucién de DMZ, HMMNI, IPZ a diferentes condiciones de
almacenamiento

NI DMZ HMMNI IPZ
S
%Resto Analito %Resto Analito %Resto Analito
' o TA TA -20 4 TA TA -20 4 TA TA -20
Tiempo 4 °C

L @) °C °C L @) °C °C L 0] °C
1 SEM 92 103 99 98 95 104 96 94 97 102 96 96
2 SEM 97 92 101 94 97 101 100 96 97 97 97 96
3 SEM 95 96 99 97 96 101 102 96 97 99 100 97
4SEM | 103 101 102 97 104 105 102 96 103 98 | 100 98
6SEM 102 100 122 101 100 111 122 100 99 116 121 95
10SEM | 79 63 91 95 85 84 101 94 83 67 90 82
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Tabla 24: %Resto de analito en solucién de MNZ y RNZ a diferentes condiciones de
almacenamiento.

- %Resto Analito %Resto Analito

Tiempo 4°C TAL TAO -20°C 4°C TAL TAO -20°C
1 SEM 104 108 106 110 97 99 103 103
2 SEM 93 92 93 94 97 95 99 95
3 SEM 63 72 84 85 89 96 100 98
4 SEM 96 105 108 113 105 103 102 99
6 SEM 92 93 105 90 100 127 113 100
10 SEM 57 62 77 79 94 86 100 71

3.2.4.2. Estabilidad del analito en la matriz

De acuerdo a los datos que se obtuvieron durante estas pruebas (Tabla
25), se evidencié que los nitroimidazoles son compuestos organicos que
persisten en la matriz de estudio durante un tiempo prolongado sin que sufran
fenébmenos de degradacion, siempre que el almacenamiento se realice a
temperaturas de -20 °C, que fue la temperatura normal de congelacion en que
se almacenaron las muestra de forma rutinaria en el laboratorio durante el

periodo del proyecto.

El tiempo de estudio en que se realiz6 esta prueba fue de 12 semanas e
inclusive en este tiempo se obtuvieron porcentajes de resto de analito mayores
al 90% con respecto a la concentracion de muestra control en matriz preparada
al momento, esto nos ayudé a determinar que las muestras pueden ser
almacenadas por periodos de tiempo de 3 a 4 meses antes de su analisis sin

ninguna preocupacion por la degradacion de sus analitos.

Tabla 25: %Resto de analito en matriz de los NIZ s almacenadas a T < -20°C

TIEMPO DMz MNZ RNZ HMMNI IPZ
INICAL 100 100 100 100 100
1 SEM 89 68 110 73 88
2 SEM 99 92 76 92 98
3 SEM 90 96 101 91 92
4 SEM 94 33 97 96 98
6 SEM 99 102 101 100 96
12 SEM 97 93 104 90 87
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3.2.5.Robustez

En cualquier método de ensayo habra ciertas etapas las cuales, si no se
lleva al cabo con suficiente cuidado, tendran un efecto severo sobre el
desempeiio del método y pueden dar como resultado que definitivamente, el
método no funcione. De esta manera es posible identificar las variables que
tiene el efecto mas significativo y en base a ello, controlarlas cuidadosamente
cuando aplica el método. Cuando se requiere mejorar el método las mejoras
se pueden realizar sobre aquellas partes que se sabe, son criticas. La

robustez por lo general se evalla durante el desarrollo del método.

Para poner a prueba la robustez del método desarrollado, se probaron
ligeras modificaciones o variaciones que pueden darse lugar en el trabajo
rutinario y que fue necesario determinar qué consecuencias pueden resultar de
ellas para tener una idea de la confiabilidad a los cambios que puede alterar el

meétodo analitico y que pueden dar como resultado que el método no funcione.

Durante este proceso se realizaron dos modificaciones al método de

extraccion:

e FEfecto de la temperatura de evaporacion o concentracion de las

muestras: temperatura de 50 °C y 70 °C.

Se comparé las areas de los analitos de NIZs con el método de
extraccién normal a 50 °C y el método extractivo modificado a 70 °C, se
evidencio que los analitos de nitroimidazoles sufrieron de degradacion
térmica en especial el DMZ y el IPZ se obtuvieron en algunos casos
pérdidas del analito hasta un 90% de sus areas, las perdidos por
degradacion de todos los analitos pueden ser observadas en la Figura
36 , por lo que es necesario que durante los analisis de rutina se

controle que la temperatura de evaporacion no sobrepase los 50°C .

FCNM CAPITULO 3 - pdg. 75 ESPOL



Evaluacion de la presencia de Residuos de Nitroimidazoles en Camarén por Manejo Integral de
Cromatografia Liquida Acoplada con Espectrometria de Masas Tadndem Laboratorios de Desarrollo

Efecto de la temperatura de evaporacion

HMMNI-D3 [
IPz-D3 |S== -
DMz-D3 | )
HMMNI-Q [,
Ipz-q [ )
RNZQ ===,
MNz-Q [E——
pMzq === .

0 50000 100000 150000 200000 250000

EAREA T70°C O AREA T50°C

Figura 36: Efecto en el area de NIZ s por el cambio de temperatura de evaporacion de
50°Ca70°C.

e Efecto de la disminucion de sales de sodio: Extraccibncon1g y4g

de Mezcla de cloruro de sodio y sulfato de sodio anhidro en una
proporcién de 50:50 w/w

Efecto de la disminucion de sales en la
extraccion

RNZ F .
vz | — )
HMMNI-D3 |
Ipz-p3 | L )
pmzp3 | )

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00

M Conc pg/kg MENOS SALES [ Conc pg/kg CON SALES

Figura 37: Efecto de la concentracion de los NIZs al disminuir las sales de 4g a 1g

Una disminucion de los sales de cloruro de sodio y sulfato de sodio
anhidro, afectd de forma considerable la recuperacion de todos los analitos de
NIZs, en especial para RNZ, MNZ, HMMNI, y esto se debié a pérdidas durante
la extraccion ya que al disminuir la sales, decrece de forma proporcional el
efecto salino, y este resultado evitd la migracion de las moléculas de Nizs
trasladarse del tejido de la matriz que fue altamente acuoso al solvente de
acetonitrilo ya que la solubilidad de los compuestos organicos en disoluciones
acuosas saturadas con electrolitos fuerte es mucho menor que en agua y
ademas de que complica la separacion de la emulsion de fase acuosa y

organica. (Figura 37).
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3.2.6.Exactitud

3.2.6.1. Veracidad/Recuperacién

Para determinar de forma practica este componente de la exactitud se
utilizé un material de referencia certificado (MRC), ERM-BB124, en matriz
liofilizado de musculo de cerdo, este material provino de Materiales de
referencia europeos (ERM), y es lo m&s parecido a la matriz en que trabajamos
en este proyecto. Otra dificultad que tuvo este material es que ademas de su

dificil adquisicién, no tienen todos los nitroimidazoles de interés.

Al analizar este MRC se detectaron y cuantificaron tres nitroimidazoles
gue son RNZ, MNZ, HMMNI, se obtuvieron valores de veracidad de 75% y 81
%, valor que se encontraron dentro del margen de aceptabilidad de acuerdo a
la Decision 2002/657/EC.

Al no estar presentes todos los analitos de nitroimidazoles de interés, fue
necesario recurrir al método alternativo de recuperacion, en que se escogid
porciones de matriz blanco de camaron en que se fortificaron en tres niveles de
concentracion de 0.50-3.00-7.00 ug.kg-1; valores que abarcaron todo el rango
de trabajo y ademas estaban proximos al limite minimo de funcionamiento
exigido de 3.00 pg.kg™® (MRPL); en cada nivel se realiz6 seis réplicas y fueron
realizadas por dos analistas. Los valores obtenidos de recuperacion a partir de
estas muestras fortificadas fueron del 91-105%. El resumen de los datos
obtenidos de promedio, porcentajes de veracidad y recuperacion son

detallados en la Tabla 26.

Tabla 26: Valores de veracidad y recuperacién obtenidos durante la validacién

Nivel 0.50 ug.kg™ 3.00 ug.kg™® 7.00 ug.kg™® MRC ERM-BB124

Nizs Pz)grlquio o REELPE, Pz)grlzt_ilio Re(:/ljpe. Pﬁ)gr.r:(zt_ilio Re(:{‘: pe. as\i/; rl]c;rdo Pfgr.r:(‘:;qio gl =aaila
DMZ 0.51 98 3.08 101 7.27 102

MNZ 0.51 102 2.73 91 7.23 103 1.93 1.57 81
RNZ 0.53 105 3.04 101 7.15 102 2.09 1.53 75
HMMNI 0.51 103 3.02 101 7.15 102 0.69 0.56 81
IPZ 0.49 98 3.04 101 7.33 105
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3.2.6.2. Precision: Repetibilidad/Reproducibilidad

La precision fue evaluada en términos de repetibilidad y reproducibilidad
intra-laboratorio, para esto se enriquecieron muestra blanco en tres niveles de
concentracion de 0.50-3.00-7.00 pg.kg™, cada nivel se realizaron seis réplicas y
para el estudio de reproducibilidad se repitié los mismos niveles pero con otro

analista.

Las muestras fortificadas fueron analizadas de acuerdo al método
analitico seleccionado, y con los datos de concentracion se obtuvieron se
realizaron un estudio estadistico de la precision en términos de reproducibilidad
y repetibilidad: promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion en
porcentaje (%CV), Andlisis de Varianza (ANOVA), limites de repetibilidad y
reproducibilidad para duplicados.

Los datos por cada nivel se resumieron en la Tabla 27 y Tabla 28, los
coeficientes de variacion para todos los nitroimidazoles tanto de repetibilidad
como reproducibilidad son inferiores al 5 % con respecto a cada nivel de
concentracion, ademas del célculo de este estadistico, también se determiné
los limites de repetibilidad y reproducibilidad, que es la diferencia maxima
entres dos resultados de pruebas de una misma muestras en condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad, el cual se espera con un nivel de confianza del
95% [59], [60], estos limites serviran posteriormente para evaluar la precision
de duplicados en el trabajo de rutina.

Tabla 27: Estadisticos de precision de repetibilidad y reproducibilidad obtenidos en los niveles
de 0.50 y 3.00 pg.kg™ de la validacion

0.50 pg.kg™ 3.00 ug.kg™
. Lim. CVr Lim. Lim. CVR Lim.
Niz s Sr CVi% r SR % R Sr CVr% . SR % R

DMZ 0.016 3.18 0.04 0.017 345 0.05 0.065 210 0.18 0.076 247 0.21
MNZ  0.013 251 0.04 0.014 270 0.04 0.131 4.78 036 0.137 499 0.38
RNZ 0.017 321 0.05 0.020 3.76 0.05 0.119 390 0.33 0.124 4.09 0.34
HMMNI 0.014 270 0.04 0.015 282 0.04 0.065 215 0.18 0.069 227 0.19
IPZ 0.018 364 005 0.019 381 005 0058 192 016 0.073 238 0.20
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Tabla 28: Estadisticos de precision de repetibilidad y reproducibilidad obtenidos en el nivel de
7.00 pg.kg™ de la validacion

7.00 pg.kg™
NIZs Sr CVr% Lim.r SR CVR% Lim. R
DMZ 0.13 1.78 0.36 0.16 2.24 0.45
MNZ 0.09 1.29 0.26 0.10 1.38 0.28
RNZ 0.25 3.44 0.68 0.25 3.48 0.69
HMMNI 0.11 1.58 0.31 0.13 1.87 0.37
IPZ 0.10 1.37 0.28 0.10 1.42 0.29

3.2.7.Concentraciones Criticas

El limite de decisidén (CC,) es limite por encima del cual se pude concluir
con un probabilidad de error a de que la muestra que contiene el analito, y
para el caso de los nitroimidazoles que son antibiéticos prohibidos este es de
una probabilidad de error del 1%. Una muestra puede solamente ser declarada

no conforme cuando su resultado analitico supere este limite.

La capacidad de deteccion (CCg) es el contenido minimo de la sustancia
gue se puede detectar, identificar y cuantificar en una muestra con una certeza
estadistica de 1-f3, donde B es igual al 5%.Los limites criticos fueron calculados
de acuerdo a lo descrito en la normativa 1ISO 11843 [50], [51], en la cual se
establece las férmulas para poder determinar los valores de las
concentraciones criticas, los errores de CCa y CCg fueron determinados a partir
del factor de t'Student con una probabilidad de error de 0.01 y 0.05

respectivamente.

Los valores que se obtuvieron de CCq y CCg para los nitroimidazoles
estan declarados en la Tabla 29, los resultados de CCa no superaron la
concentracion de 0.50 pg.kg™?, y en caso de CCg, los valores estan por debajo
del 0.80 pg.kg™?, siendo el NMZ el analito que posee los valores mas altos entre
los NIZs seguido del RNZ, esto se debi6 a que estos analitos presentaron
una menor sefal respuesta, lo que ocasiono que concentraciones menores a
0.50 pg.kg™ se dificultara su identificacién y cuantificacion, permitiendo méas
dispersién en los datos en torno al intercepto de la curva de calibracién vy el
error de la curva (Syx) aumente. De acuerdo a lo establecido en los objetivos
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de validacion los valores de los limites criticos son menores al MRPL que es de
3.00 pg.kg™

3.2.8.Estimacion de la Incertidumbre de Medida

Al validar un método es necesario estimar la incertidumbre de medida y
asi conocer la dispersion de los valores que podrian ser atribuidos al

mesurando, esto nos permite evaluar la calidad de los resultados.

Para poder realizar una estimacion de la incertidumbre fue necesario
determinar las posibles fuentes, que pudieron afectar en todo el proceso del
ensayo, para poder detectar las fuentes se realizd un estudio con el diagrama
de causa-efecto o de la espina de pescado (Figura 38) que es un método
grafico en que se detecta y analiza la relacion entre un efecto y sus posibles
causas o fuentes de incertidumbre del método de ensayo [61] y establecimos
si estos son de tipo A o0 B, y las expresamos en forma de desviacion estandar
y luego las convertimos en varianzas relativas para poder combinarlas y asi se
cuantifico la incertidumbre total ; para obtener un nivel de confianza de 95%,
se multiplicé esta incertidumbre por un factor de cobertura de k=2; a esta se la

denomin6 como incertidumbre expandida.

Equipo
Pean Preparacion
Pureza Estandares
St.
- = Volumen
Resolucién
< Calibracion
Error curva
(Sv/x) ,
> Método NIZs
Reproducibilidad ——> «  Peso N\T—
(Balanza) Metodo_(,ie
Extraccion
Precision del Método Muestra F. Recuperacion

Figura 38: Diagrama causa-efecto para la identificacion de las fuentes de incertidumbre para el
método analitico de NIZs.
Fuente: Autor
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Las principales fuentes de incertidumbre que se detectaron fueron:

e Equipo: dentro de esta fuente obtuvimos otras mas como son las
provenientes de la curva de calibracion en donde se involucré el proceso
de la preparacion de los estdndares externos e internos, y el error de la
curva de calibrado (Syyx).

e Muestra: El mayor factor fue el proceso de pesada de 5g.

e Meétodo de extraccion que se produjo por las posibles pérdidas del
analito en el proceso extractivo. y esta se caracterizO como la
recuperacion y en caso de los analitos que se haya evaluado con MRC
fue la veracidad.

e Presion del método: Esta representd la dispersion de las mediciones
durante todo el proceso analitico, y en condiciones de reproducibilidad y
reproducibilidad, para caracterizar esta fuente se seleccioné la
desviacion estandar de reproducibilidad por ser la mayor y asi se

abarcaba la dispersion por repetibilidad.

Al realizar la cuantificacion de las fuentes de incertidumbres detectadas
del método se pudo determinar que las contribuciones principales provinieron

del equipo y la precision del método (Figura 39).

Fuentes de incertidumbre DMZ ug/ke Fuentes de incertidumbre MNZ
ue/ke 800E-04
800E-04
600E-04
600E-04
400E-04 400E-04
200E-04 200E-04
0,000E+00 0,000E+00
3.00 7.00 He/kg 3.00 7.00 pg/kg
W Equipo Factor recuperacion B Equipo Factor Eecupc’sraaon
B Muestra (peso) = Precisién Método (SR ) B Muestra (peso) B Precision Método (SR )
Fuentes de incertidumbre RNZ Fuentes de incertidumbre HMMNI
ng/keg ng/keg
800E-04 8.00E-02
600E-04 6.00E-02
400E-04 4.00E-02
200E-04 2.00E-02
0,000E+00 0.00E+00
0.50 3.00 7.00 ne/keg 0.5 3.00 7.00 pg/kg
B Equipo Factqr'r,ecuptleracién MRC H Equipo Factor recuperacion
B Muestra (peso) = Precision Método (SR ) B Muestra (peso) B Precision Método (SR )
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Fuentes de incertidumbre IPZ

ng/kg
6.00E-02
5.00E-02
4.00E-02
3.00E-02
2.00E-02
1.00E-02 -I
0.00E+00
_ 0.50 3.00 7.00 pg/kg
m Equipo Factor recuperacion
B Muestra (peso) Precisiéon Método (SR )

Figura 39: Cuantificacién y contribucion de las fuentes de incertidumbre de los NIZs

En la Tabla 29 se detallaron las incertidumbres expandidas con sus
respectivos porcentajes con respecto al nivel de concentracion, y estas no
superaron el 20% para todos los analitos de NIZ.

Tabla 29: Valores de limites criticos e incertidumbre expandida y sus porcentajes calculados
durante la validacion de NIZs

Nivel Limites criticos pg.kg® 0.50 pug.kg®  3.00 pg.kg®  7.00 pg.kg™

NIZs CCq CCg Uk=2 U% U k=2 U% U k=2 U%
DMZ 0.23 0.39 0.07 1433 0.40 13.29 0.92 13.11
MNZ 0.46 0.79 0.09 17.09 0.56 18.61 1.14 16.24
RNZ 0.39 0.66 0.08 16.93 0.50 16.70 1.09 15.55
HMMNI 0.20 0.35 0.09 1798 043 14.24  0.95 13.61
IPZ 0.19 0.32 0.06 1293 035 1152 0.84 12.03

3.2.9.Discusion de los resultados de la validacion

El método desarrollado fue puesto a prueba para evaluar su desempefio
y eficacia, a travées de una validacion de acuerdo principalmente a las
directrices europeas y del Codex Alimentarius, los datos obtenidos

demostraron:

e El método de ensayo es selectivo y especifico para los analitos de
nitroimidazoles, se determiné que los interferentes de la matriz del tejido
de camaron y otros interferentes quimicos no afectan la sefal
instrumental en el tiempo de retencion de los NIZs y que no se ha

alterado la cuantificacion de los analitos de interés.
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La linealidad e intervalo de trabajo en el método la asumimos como
iguales, ya que la curva de calibracion fue realizada en matriz blanco, en
un rango de 0.50 a 7.00 pg.kg™?, en el caso del DMZ, MNZ, HMMNI, IPZ
se aplic6 el método de calibracibn con estandar interno a una
concentracion de 3.00 pg.kg?, y para el analito de RNZ su curva es tipo
de estandar externo, se obtuvieron para todos los analitos coeficientes
de determinacién r* = 0.99. Gracias al uso de estandares internos se
pudo disminuir los errores por el proceso extractivo y del efecto matriz
gue se produjeron durante la ionizacion.

En las prueba de estabilidad de los estandares en solucion (Agua: ACN
50:50) se logré demostrar que los NIZs son altamente estables en el
tiempo de dos meses; las mejores condiciones de almacenamiento fue a
temperatura ambiente o en refrigeracion a 4 °C a oscuridad. En el caso
de su estabilidad en matriz fue aun mayor al ser almacenadas a
temperaturas < -20 °C, llegando inclusive a permanecer por un tiempo
mayor a tres meses.

En los método de ensayo hay ciertas etapas las cuales, si no se llevan a
cabo con suficiente cuidado, tendran un efecto severo sobre el
desempefio del método, durante la prueba de robustez se determiné que
el efecto de temperatura de evaporacion fue critico y se debié realizar
en un rango de 40 ° C a 50 °C, ya que en temperaturas mayores los
analitos de NIZs sufren de degradacion. Y otro etapa importante fue la
cantidad de sales necesaria para sobresaturar el acetonitrilo (efecto
salino) para la extraccion fue de 4 gramos.

Al determinar la exactitud del método se evalu6é la veracidad y la
precision, el primer componente se determiné con MRC, se obtuvieron
valores de 75 % para RNZ, y 81% para MNZ, HMMNI de veracidad, y
para los otros analitos se determiné por la fortificacion de blanco matriz
se obtuvieron valores de 91-105% de recuperacién. En cuanto a la
precision alcanzaron % CV de repetibilidad y reproducibilidad < 5.0%
para todos los analitos de NIZs, en los tres niveles de ejecucion (0.50-
3.00-7.00 pg.kg™).
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Este método de ensayo fue aplicable para la determinacion de trazas o
residuos en donde la legislacidn requiere la ausencia del analito o donde
no se ha establecido un limite residual (LMR) permitido, fue por este
motivo que el limite de deteccion debid estimarse de forma rigurosa y su
calculo contempla la totalidad del proceso analitico y ademas se debe
considerar las probabilidades de error a y  de tomar decisiones falsas.
Para cumplir con estos requisitos se estimo los valores criticos de CCq
(0.19 a 0.46 ug.kg™h) y CCg (0.32 a 0.79 ug.kg™y en todos los casos en
los limites criticos no sobrepasaron el MRPL sugerido de 3.00 pg.kg™.

Se pudo determinar que los principales fuentes de incertidumbre son el
equipo, recuperacién y la precision del método, que sumadas dan una
incertidumbre expandida que no sobrepasan el 20% con respecto al
nivel de concentracion de cada nivel de NIZs, valores que estan dentro

de los rangos aceptables.

El método de ensayo de nitroimidazoles se puede dar declarado como

validado ya que los resultados que se obtuvieron de este estudio demuestran

que se cumplen los objetivos de validacion propuestos en el disefio

experimental (Tabla 21).

3.3. Analisis de muestras reales

Las muestras de camardn provenientes de piscinas, laboratorios de

larvas, camaroneras de la provincia del Guayas, fueron recolectadas en el

periodo de 11 meses, donde se obtuvieron de forma aleatoria 110 muestras

para los andlisis de residuos de nitroimidazoles. En la Figura 40, se describe

el numero de muestras tomadas y las zonas en que se realizé el muestreo por

el personal técnico del Instituto Nacional de Pesca y en la Figura 41 se

resume el porcentaje de las muestras tomadas por zonas de la provincia del

Guayas. Las principales zonas de muestreo fueron:

FCNM

e Las islas que conforman el Golfo de Guayaquil como la Mondragén,
Puna, Sabana Grande, Escalante, Matorrillo, entre otros.
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e Manglares y esteros que tienen grandes efluentes de agua salada:
Naranjal, Balao, Tenguel

e Costera representada especialmente por Playas, Posorja, Puerto
Morro. Zonas que actualmente estan implementando infraestructura
para el desarrollo del sector acuicola.

e Rural y cercanas a la ciudad de Guayaquil, con algunos puntos de

muestreo en Via a la Costa, Duran, Daule, Chongon.

Figura 40: Zonas y numeros de muestras de camardn tomadas en la Prov. Del Guayas.
Fuente: Mapa Ruta del Pescador Elaborado: Por el autor

Las muestras recolectadas fueron analizadas, durante 6 meses, e
intercaladas con los andlisis de muestras para la validacion del método
analitico y de acuerdo a la disponibilidad de tiempo en el laboratorio de HPLC
del INP.
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Muestras de camaron analizadas
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ISLAS GOLFO MANGLAR'Y COSTERA RURALY
DE GYE ESTERO CERCANAS
GYE

Zonas de la Prov. del Guayas

Figura 41: Porcentaje de muestras analizadas de acuerda a las zonas de muestreo

Las muestras recolectadas y homogenizadas fueron sometidas al
proceso de extraccion y andlisis por el sistema HPLC-MS/MS, y se
monitorearon los 5 nitroimidazoles de estudio: DMZ, MNZ; RNZ, HMMNI, IPZ.
Ademas de las muestras se realiz6 en cada dia de analisis una curva de
calibracion, un blanco, y un fortificado de 3.00 ug.kg-1, todos estos controles de

calidad fueron realizados en matriz de camaron.

Se obtuvieron los cromatogramas, y estos fueron estudiados, en el caso
de las muestras, todas presentaron recuperaciones de los estandares internos
de DMZ-D3, HMMNI D3, e IPZ-D3 dentro de margen de aceptacion de 80-
120%, no se detectaron picos cromatograficos en los tiempos de elusion por
cada analito de NIZs, en sus iones de cuantificacion y confirmacion. Para
poder aceptar estos resultados se analizaron también los resultados de los
controles de calidad efectuados en cada corrida, obteniéndose coeficientes de
regresion (r) 20.98 en las curvas de calibracién, en el caso de los blanco de
matriz valores <CCa de NIZs, y en los fortificados se obtuvieron recuperaciones
de 80-120 %.

A partir de los datos adquiridos por las muestras y la aceptacion de los
controles de calidad, se pudo determinar que los resultados obtenidos de las
muestras analizadas, en los 110 casos no superaron el valor del limite de
decision (CC,) para todos los analitos de nitroimidazoles y por lo tanto las
muestras de camarén analizadas en el periodo del proyecto fueron declaradas
conforme o dentro de la especificacion de acuerdo a lo descrito en la Decision
2002/657/CE [7]; estos valores criticos pueden ser revisados en la Tabla 29 y
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en Tabla 30 se encuentran resumidas los resultados obtenidos por dia de

analisis en cuento a las muestras y los controles de calidad realizados.

Tabla 30: Resultados de NIZs de las muestras y de los controles de calidad

20121120 2 <CCa
20121221 2 <CCa
20130117 3 <CCa
20130124 17 <CCa
20130215 11 <CCa
20130219 18 <CCa r 20.98 <CCa 80-120 %
20130302 23 <CCa
20130316 2 <CCa
20130319 2 <CCa
20130408 16 <CCa
20130503 14 <CCa
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.
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Conclusiones

Al finalizar este proyecto de investigacion se lograron los siguientes

resultados:

Se seleccion6 como metodo de referencia bibliografica al
denominado como NaCl, este fue la base para desarrollar el

meétodo de ensayo utilizado en el proyecto.

Se desarrolld y optimizo el método de NaCl, para asi obtener un
ensayo de andlisis instrumental confirmatorio, para la
determinacion de cuatro residuos de nitroimidazoles (DMZ, MNZ,
RNZ, IPZ) y un metabolito hidroxilado del Dimetridazol (HMMNI),
para ello se trabajo con el detector del espectro de masas tandem
en modo de ionizacion positiva (ESI*), se monitorearon un ion
precursor (ion padre) y dos iones de segunda generacion (ion de
cuantificacion y confirmacion), para cada uno de los analitos de
estudio, ademas se logré obtener un método cromatografico con
un tiempo de corrida de diez minutos y un método extractivo en
la matriz de camardn que permite desarrollarse en corto tiempo
por medio de una extraccion con solvente organico como el
acetonitrilo y un método de separacion saturando con sales de
cloruro de sodio y sulfato de sodio anhidro que permite optimizar
el efecto salino para la extraccion de los analitos de la matriz, en
conjunto el método instrumental y extractivo es rapido y eficiente
ya permite ejecutar varias muestras a la vez y en corto tiempo a

un costo razonable, ya que los reactivos utilizados son de facil
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4.2.

adquisicién y su fase extractiva es relativamente sencilla, sin la
necesidad de pasos o etapas multiples o el uso de extraccion en
fase sélida (SPE).

Para determinar la confiabilidad y el buen funcionamiento del
meétodo analitico se desarrollaron pruebas de implementacion a
través de un disefio experimental y se establecieron objetivos de
desempefio de andlisis como: exactitud (veracidad y precision);
linealidad, estabilidad, robustez, concentraciones criticas, Yy

estimacion de la incertidumbre.

Se evaluaron los resultados obtenidos del proceso de validacion
por medio de métodos y herramientas estadisticas. Se establecio
que el método analitico desarrollado es apto para el propdsito que
se desea aplicar como método de ensayo confirmatorio y pudo
ser declarado como validado ya que los resultados que se
obtuvieron de este estudio demostraron que se cumplieron los

objetivos de validacion propuestos en el disefio experimental.

El objetivo principal de este proyecto de investigacion es evaluar
la presencia de residuos de NIZs, durante el periodo de estudio
se pudo recolectar y analizar 110 muestras de camaron de las
diferentes zonas camaroneras de provincia del Guayas, en todos
los casos de las muestras recolectadas se obtuvieron como
resultado valores que fueron inferiores al limite de decision
(CCy), con lo que se pudo declarar a cada muestra conforme o
dentro de especificacion, esto nos sugiere que los productores
camarones no estan utilizando estas drogas prohibidas durante el

proceso de cultivo del camarén.

Recomendaciones

Al término de este proyecto de investigacion son necesarias plantear las

siguientes recomendaciones:

FCNM
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El método cromatografico no debera ser modificado, ya que
pequefias modificaciones pueden producir grandes cambios en
los tiempos de retencion de los analitos.

Si en una muestra se detectan concentraciones superiores al 7.00
ng.kg® se recomienda realizar una dilucién en la dltima etapa de
extraccion al reconstituir el extracto, y adicionar en esta etapa el
estandar interno, en un volumen que permita mantener la
concentracion de 3.00 pg.kg™

Se recomienda el uso de estandares internos para el caso del
RNZ, MNZ, que sean mas especificos para estos analitos, para
asi disminuir errores de extraccion y efecto matriz.

Al demostrar la estabilidad de los estandares de NIZs de
concentracion 3.00 pg.kg™, es posible extrapolar la estabilidad de
soluciones de mayor concentracion y disueltas en solventes
organicos, que pueden tener una estabilidad de un afio, ya que
las soluciones en solventes organicos son mas estables, si son
almacenados a la oscuridad y a 4 °C.

En este proyecto se determin0 los valores CCqy y CCg, en el
calculo se utilizaron tres niveles de concentracion, se recomienda
gue si se requeriré obtener mejores resultados es nhecesario
aumentar los numeros de niveles, y que estos estén en
concentraciones mas proximos a los valores del limite inferior del
intervalo o rango de trabajo de la curva de calibracién (0.50
ug.kg™).

El método desarrollado en este proyecto puede ser utilizado para
determinar NIZs en otras matrices de tejido animal, como en
ganado vacuno, aviar, porcino entre otras, ya que se pudo
evidenciar que al analizar el MRC, en musculo de cerdo se
obtuvieron recuperaciones superiores al 70 %.

Al analizar las muestras reales en un periodo de tiempo cercano
de un afo, del sector camaronero, se evidencio que estas drogas
veterinarias no son usadas de forma rutinaria, por lo que se

puede sugerir que en el Plan de monitoreo de Residuos del INP,
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se pueden disminuir el nimero de muestras seleccionadas para el
control de estos residuos y tomar mayor interés en aquellas
drogas de uso veterinario en las cuales se han presentado alertas
sanitarias.
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ANEXO A: Diagrama de Flujo del proyecto de investigacion

Fase I: Preliminar

No

A )

Fasell: Validacion

FCNM

Inicio

Bisqueda

Bibliografica

l

Muestreo
(camaron)

R

Bibliografia (Journal, revistas
cromatograficas / informacion
Técnica/antecedentes teoricos.

Muestreo por verificadores oficiales
del INP, en las granjas camaroneras
ubicadas en la provincia del Guayas

Desarrollo y
puesta a punto
del método de

analisis

Evaluacion
Método
analitico

Ensayos en
matriz blanco de
camaron

Analisis

estadistico de la >
calidad

(validacion)
|

l

Desarrollo y optimizacion
instrumental necesarios para la
deteccion, y cuantificacion de los
nitroimidazoles (MNZ, DMZ, RNZ,
IPZ, HMMNI).

Desarrollo y optimizacion del método
de extraccion y limpieza de las
muestras de tejido animal (camaron)

Senal / Ruido =3

Estudio area picos
cromatograficos

Curvas de calibracion r2= 0.98

I

Protocolo de validacion; desarrollo de
analisis en muestras para su limpieza e
inyeccion de las mismas en el sistema
HPLC-MS/MS

Estudio de estabilidad, especificidad,
selectividad, veracidad/ recuperacion
(fortificaciones), precision estudio ANOVA
(Repetibilidad y Reproducibilidad),
rangos de trabajo (curva de calibracién),
limites criticos (CCq y CCp)
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L Fase III: Evaluacion

Evaluar la presencia de los
Nitroimidazoles por la identificacion y
cuantificacion en las muestras de
camaron de la Prov. Del Guayas.
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20130318

20130317
20130318
20130124
20130319

20130408

20130115
20130124

20130219

20130316

CAMARON

ANEXO B:

Manejo Integral de
Laboratorios de Desarrollo

0,9999 | 0,0287 | 0,9492 | 0,0780 | 0,9314 | 0,0065 | 0,9670 0,1495
1,0000 | 0,0135| 0,9002 | 0,1402|0,8918 | 0,1066 | 0,9085 0,1738
0,9993 | 0,0629 | 1,1570 | 0,0976 | 1,1011 | 0,0828 | 1,2130 0,2780
0,9998 | 0,0417 | 0,9273 | 0,0630 | 0,9014 | 0,0411 | 0,9532 0,1671
0,9999 | 0,0287 | 0,9492 | 0,0780 | 0,9314 | 0,0065 | 0,9670 0,1495
0,9984 | 0,1144 | 0,9734 | 0,1635|0,9025 | 0,1216 | 1,0444 0,4487
0,9988 | 0,1064 | 1,0213 | 0,0505|0,9716 | 0,1317 | 1,0709 0,2327

FCNM

4.000
conc (ug/kg)
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ANEXO C: EJEMPLO DE UNO DE LOS ANALITOS DE NIZs DE LOS CALCULOS PARA DETERMINACION DE LA PRECISION, RECUPERACION
Y ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DEL DMZ

FCNM

Analito DMZ
Matriz: Camaron
NIVEL: 0,50 ug/kg
Analisis de varianza de un factor
N Analista 1 Analista 2 RESUMEN
1 0,48 0,50 Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
2 0,47 0,50 Analista 1 6 2,994 0,499 0,0003312
3 0,51 0,53 Analista 2 6 3,074 0,512333 0,0001847
4 0,52 0,52
5 0,51 0,53
6 0,51 0,50 ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las cuadrados de de los F Probabilidad | critico
Total variaciones libertad | cuadrados para F
Promedio 0,50 0,51 0,506 Entre grupos | 0,000533333 1 0,000533 2,07 0,181 4,96
Dentro de
S.D. 0,018 0,014 0,017 los grupos 0,002579333 10 0,000258
C.V. 3,65 2,65 3,33
%Recovery 99,80 102,47 101,13 Total | 0,003112667 11
Sr 0,016 CVr 3,18
s2L 0,0000459 CVR 3,45
SR 0,017
Analito DMZ
Matriz: Camaron
NIVEL: 3,00 ppb
Analisis de varianza de un factor
N Analista 1 Analista 2 RESUMEN
1 2,998 3,05 Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
2 3,017 3,12 Analista 1 6 18,278 3,046333 0,0033239
3 3,070 3,14 Analista 2 6 18,685 3,114167 0,005067
4 3,069 3,13
5 2,985 3,02
6 3,139 3,22 ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las de de los F Probabilidad | critico
Total variaciones CLLECTEC R libertad | cuadrados para F
Promedio 3,05 3,11 3,080 Entre grupos | 0,013804083 1 0,013804 3,29 0,100 4,96
S.D. 0,058 0,071 0,071 Dentrode | 0,041954167 10 0,004195
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| los grupos | | | |
C.V. 1,89 2,29 2,31
%Recovery 101,54 103,81 102,68 | Total [ 0,05575825 | 11 ]
Sr 0,065 CVr 2,10
S2L 0,0016014 CV R 2,47
SR 0,076
Analito DMZ
Matriz: Camarodn
NIVEL: 7,00 ppb
| Analisis de varianza de un factor
N Analista 1 Analista 2 RESUMEN
1 7,28 7,27 Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
2 7,26 7,54 Analista 1 6 43,129 7,188167 0,0043934
3 7,16 7,26 Analista 2 6 44,073 7,3455 0,0292451
4 7,12 7,54
5 7,14 7,10
6 7,16 7,38 ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las de de los F Probabilidad | critico
Total variaciones GLECTEr L libertad | cuadrados para F
Promedio 7,19 7,35 7,267 Entre grupos | 0,074261333 1 0,074261 4,42 0,062 4,96
Dentro de
S.D. 0,066 0,171 0,148 los grupos 0,168192333 10 0,016819
C.V. 0,92 2,33 2,04
%Recovery 102,69 104,94 103,81 | Total [ 0,242453667 [ 11 |
Sr 0,130 CVr 1,78
S2L 0,0095737 CVR 2,24
SR 0,162
RESUMEN DMZ
Matriz: Camaron
Nivel Valor Promedio Sr CV.% ReLp::]tlitbeiI?dead SR CVRr% ReproLlec!itgilidad Recuperacion
Nivel | 0,50 0,51 0,016 3,18 0,04 0,017 3,45 0,05 101,13%
Nivel Il 3,00 3,08 0,0648 2,10 0,18 0,0761 2,47 0,21 102,68%
Nivel Il 7,00 7,27 0,1297 1,78 0,36 0,1625 2,24 0,45 103,81%
Limite por duplicado 1,96 * raiz(2= 2,8
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PRESUPUESTO DE INCERTIDUMBRE W
_ 2 2
u(W)_\/ucaleq +ureseq

2

u regr.lineal

2 2
caleg :\/ U" calpat.bmz + U calpatabmd3 + U

Presupuesto de la incertidumbre asociada a la preparacion de los estandares DMZ y DMZ- D3

Pa.V, .V, V
P =[patronST]- = * “2+ % 8
V V VS I:’matriz

e R A AR AR R AL

DMZy DMZ-D3 25,0 ppb

FACTORES DE
INFLUENCIA FACTOR VALORES /  FORMULA Uj u i2
l 2
Pureza 9 /
1,Pureza patrén UIV 2“/5
P 99
rrormax ,92E- ,50E-
E 4 1 2,92E-03 8,50E-06
1
P cal — K
pat
2,Peso Patron (u Aatj U balanza 0,14 5 cal
cal km‘
Peso del patrén 5 Ppat 1,40E-02 1,96E-04
3.-Volumen final uVv \/U fmx + u .imp + u f,rec.sim
(matraz 50ml) V1 4,50E-02 50 9,03E-04 8,16E-07
4-Volumen del W 2 .
ST(pipeta 100 ul) ?
2,95E+00 100 2,95E-02 8,68E-04
5.-Volumen final w % \/u i e
(matraz 100ml) 3
6,74E-02 100 6,74E-04 4,54E-07
6-Volumen del W % \/u,fmX e
ST(pipeta 12500ul
(pip ) 4 3,25E+01 12500 2,60E-03 6,78E-06
7-Volumen final w % \/u ] émp + u immm
(matraz 50 ml) 5
4,52E-02 50 9,03E-04 8,16E-07
total 1,08E-03| RAIZ] 3,20E-02
Vial DMZ/ 3
DMZD3 ppb
FACTORES DE >
INFLUENCIA FACTOR VALORES /  FORMULA u; u;
Volumen del ST V% ’\/uezmx + Uggnp +Uesor + Uprason
(pipeta 600ul) 6 3,07E+00 600 5,11E-03 2,61E-05
u S Ucal
P cal k
2,Peso Matriz (U mat% U balanza (mg), k=2 0,14 o cal
Pmatriz S k
cal
Peso de la matriz (mg) 5000 Ppat 1,40E-05 1,96E-10
total 1,11E:03| raiz 3,33E:02
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Presupuesto de la incertidumbre asociada a 1a calibracion del equipo LC/MS-MS

2 2 2 2
Uy e T \/ U " calpatbmz + U " calpatbmzb 3 + uregr.lineal + U "

FACTORES DE >
INFLUENCIA VALORES FORMULA u;j Uj
2 Cal pat DMZ u(con)® = u(calpat)® *W (ug/1)?
3,33E-02 1,11E-03
2
n° Calpat DMZ | (con)? = u(calpat)? *W (ug/1)?
D3 3,33E-02 1,11E-03
. Syx
n2Regr. Lineal S DTaE0T
m
9,73E-01 3,92E-02 1,53E-03
JRes e resolucion
H q V3 1,00E-03 5,77E-04 3,33E-07
total 3,75E-03
raiz 6,12E-02

PRESUPUESTO DE INCETIDUMBRE COMBINADA

UDMZ :Jququipo U5 +UPm +u” Pr ecisionsR

Incertidumbre Total (%)

. Valor . Factor Muestra Precision .
0
Nivel ug/kg ) Equipo e (50 Método (SR) uc uc(x).X U U% Urelativa
0,50 0,51 6,1E-02 1,31E-02 1,40E-05 3,5E-02 0,0717 0,0358 0,07 14,3 0,1433
3,00 3,08 6,1E-02 5,15E-03 1,40E-05 2,5E-02 0,0665 0,1994 0,40 1&3 0,1329
7,00 7,27 6,1E-02 3,14E-03 1,40E-05 2,3E-02 0,0655 0,4588 0,92 13,1 0,1311
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ANEXO C: DETERMINACION DE LOS LIMITES CRITICOS

1 0.500 0.483 9.1023
2 0.500 0.470 9.1809
3 0.500 0.506 8.9640
4 0.500 0.516 8.9043
5 0.500 0.510 8.9401
6 0.500 0.509 8.9461
1 3.000 2.998 0.2520
: 2 3.000 3.017 0.2333
§ 3 3.000 3.070 0.1849
g 4 3.000 3.069 0.1858
< 5 3.000 2.985 0.2652
6 3.000 3.139 0.1303
1 7.000 7.282 14.3035
2 7.000 7.260 14.1376
3 7.000 7.163 13.4176
4 7.000 7.124 13.1334
5 7.000 7.137 13.2278
6 7.000 7.163 13.4176
0.500 0.502 8.9880
0.500 0.501 8.9940
0.500 0.525 8.8506
0.500 0.519 8.8864
0.500 0.529 8.8268 1.040781008 | -0.025150194
0.500 0.498 9.0120 0.005911872 | 0.026050276
3.000 3.054 0.1989 0.998904193 | 0.094958718
3.000 3.117 0.1467 30993.36541 34
3.000 3.142 0.1282 279.4720774 | 0.306583377
3.000 3.129 0.1376
3.000 3.020 0.2304
3.000 3.223 0.0767
7.000 7.269 14.2054
7.000 7.535 16.2812
7.000 7.256 14.1075
7.000 7.536 16.2893
7.000 7.102 12.9744
7.000 7.375 15.0156
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ANEXO D: INFORMES DE VALIDACION DE LOS NITROIMIDAZOLES

INFORME DE VALIDACION

DIMETRIDAZOL

CUANTITATIVO X
CUALITATIVO O

An

alito:

DMZ

Unidades: pg.kg™(ppb)

DE IDENTIFICACION [ Matriz: Tejido de camaro6n
FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL RANGOS DE ACEPTACION OBSERVACIONES
r? >0.99
m (b) 0.892 a 1.213 Ver céalculos en
Lo (a) -0.1317 a 0.4487 hoja excell
%CV 'S <10.0
Concentracion Repetibilidad Reproducibilidad
(ugkg™) % - K=o % U
. . Sr o Limiter Sr o Limite R orecuperacion T( -1
Nivel Media %6CVy (g kg™ %CVR (1 kg™ (Mg.kg™)
Nivel | 050 | 0.51 | 0.016 3.2 0.04 0.017 3.4 0.05 98.1 0.07 14.3
Nivel Il 3.00 | 3.08 | 0.065 2.1 0.18 0.076 2.47 0.21 101.4 0.40 13.3
Nivel 1117.00 | 7.27 | 0.130 1,8 0.36 0.162 2.2 0.45 102.2 0.92 13.1
cc kg™t CCpukg™
Limite Criticos o (hg-kg ) pikg’)
0.23 0.39

INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:

0.50 - 7.00 pg.kg™(ppb)

Selectividad/
Especificidad

El método analitico, no presenta interferencia con los constituyentes de la matriz,
compuestos guimicamente relacionados u otras sustancias

Robustez

El método es robusto a ligeros cambios.
Temperatura evaporacion:40-50 °C
Cantidad de sal (efecto salino): 4 g (NaCl: Na2S04).

Sin cambios en el gradiente cromatografico y monitoreo reaccién multiple.

Solucion

Las soluciones de estandares de trabajo utilizadas en la fortificacion de las matrices
tienen una duracién de 2 meses, almacenadas en la oscuridad y a 4 °C.

Estabilidad
Matriz

El tejido de camardn almacenado a temperaturas inferiores a -20 ° Cy a la oscuridad
tiene un tiempo de estabilidad de 3 meses.

%CV Precision

<30 %CV

%Recuperacion

-50% a +20% (<1.00 pg/kg)
-30% a +10% (>1.00 pg/kg)

Limites CCa

<3.00 pg.kg” MRPL

Criticos CCg

<3.00 pg.kg” MRPL

Los resultados obtenidos cumplen con los
objetivos de validacion

El presente método queda validado para uso en el laboratorio, por las personas cualificadas para

Responsable de la actividad:

FCNM

ello.

Guayagquil, 15 diciembre del 2015.
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METRONIDAZOL

INFORME DE VALIDACION

CUANTITATIVO X Analito:  MNZ
CUALITATIVO 0 Unidades: pg.kg™(ppb)
DE IDENTIFICACION [J Matriz: Tejido de camardn
FUNCION DE RESPUESTA <
INSTRUMENTAL RANGOS DE ACEPTACION OBSERVACIONES
r? >0.99
0.096 0.233 .
m (b) Ver calculos en
Lo (a) -0.2403 0.1832 hoja Excel
%CV S ,x <25.0
Concentracion o L
(ug.kgﬁ) Repetibilidad Reproducibilidad ., ) kU2 %L
) . Sr 0 Limite r Sr 0 Limite R orecuperacion T( 1
Nivel Media 00CV, (ugkg?) %CVR (ug.kg™) (Mg-kg™)
Nivel I 050 | 0.51 | 0.013 2.5 0.04 0.014 2.7 0.04 102.4 0.09 171
Nivel Il 3.00 | 2.73 | 0.131 4.8 0.36 0.137 5.0 0.38 91.1 0.56 18.6
Nivel 1117.00 | 7.23 | 0.093 1.3 0.26 0.099 1.4 0.28 103.3 1.14 16.2
CCa (ug kg™ CCg kg™
Limite Criticos (ug-kg") pHkg7)
0.46 0.79

INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:

0.50 - 7.00 pg.kg™(ppb)

Selectividad/
Especificidad

El método analitico, no presenta interferencia con los constituyentes de la matriz,
compuestos guimicamente relacionados u otras sustancias

Robustez

El método es robusto a ligeros cambios.
Temperatura evaporacion:40-50 °C

Cantidad de sal (efecto salino): 4 g (NaCl: Na2S04).
Sin cambios en el gradiente cromatografico y monitoreo reaccidon multiple.

Solucion
Estabilidad

Las soluciones de estandares de trabajo utilizadas en la fortificacion de las matrices
tienen una duracién de 2 meses, almacenadas en la oscuridad y a 4 °C.

Matriz

El tejido de camardn almacenado a temperaturas inferiores a -20 ° C y a la oscuridad
tiene un tiempo de estabilidad de 3 meses.

%CV Precision

<30 %CV

%Recuperacion

-50% a +20% (<1.00 pg/kg)
-30% a +10% (>1.00 pg/kg)

- o CCa
Limites Criticos

<3.00 pg.kg MRPL

CCp

<3.00 pg.kg” MRPL

Los resultados obtenidos cumplen con los
objetivos de validaciéon

El presente método queda validado para uso en el laboratorio, por las personas cualificadas para

ello.

Guayaquil, 15 diciembre del 2015.

Responsable de la actividad:

FCNM
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INFORME DE VALIDACION

RONIDAZOL
CUANTITATIVO X Analito: RNZ
CUALITATIVO 0 Unidades: pg.kg™(ppb)
DE IDENTIFICACION [J Matriz: Tejido de camardn
FUNCION DE RESPUESTA <
INSTRUMENTAL RANGOS DE ACEPTACION OBSERVACIONES
r? >0.99
m (b) 5093 a 17692.5 Ver célculos en
Lo (a) -6669.8 a 7406.2 hoja Excel
%CV S ,x <25.0
Concentracion I L
(ug.kgﬁ) Repetibilidad Reproducibilidad ., ) kU2 %L
) . Sr 0 Limite r Sr 0 Limite R orecuperacion T( 1
Nivel Media %CV, (ugkg?) %CVR (ug.kg™) (Mg-kg™)
Nivel I 0.50 | 0.53 | 0.017 3.2 0.05 0.020 3.8 0.05 105.3 0.08 16.9
Nivel Il 3.00 | 3,04 | 0.119 3.9 0.33 0.124 4.09 0.34 101.4 0.50 16.7
Nivel 1l 7.00 | 7.15 | 0.246 3.4 0.68 0.249 3.5 0.69 102.1 1.09 15.5
CCa (ug.kg™ CCg kg™
Limite Criticos (ug-kg") pHkg7)
0.39 0.66

INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:

0.50 - 7.00 pg.kg™(ppb)

Selectividad/ El método analitico, no presenta interferencia con los constituyentes de la matriz,
Especificidad compuestos quimicamente relacionados u otras sustancias
El método es robusto a ligeros cambios.
Temperatura evaporacion:40-50 °C
Robustez Cantidad de sal (efecto salino): 4 g (NaCl: Na2S04).
Sin cambios en el gradiente cromatografico y monitoreo reaccidon multiple.
Solucion Las soluciones de estandares de trabajo utilizadas en la fortificacion de las matrices tienen
- una duracién de 2 meses, almacenadas en la oscuridad y a 4 °C.
Estabilidad = 7 - - s - -
Matriz El tepdo de camarop.almacenado a temperaturas inferiores a -20 ° Cy a la oscuridad tiene
un tiempo de estabilidad de 3 meses.
%CV Precision <30 %CV

%Recuperacion

-50% a +20% (<1.00 pg/kg)
-30% a +10% (>1.00 pg/kg)

- o CCa
Limites Criticos

<3.00 pg.kg MRPL

CCp

<3.00 pg.kg” MRPL

Los resultados obtenidos cumplen con los

objetivos de validacion

El presente método queda validado para uso en el laboratorio, por las personas cualificadas para

Responsable de la actividad:

FCNM

ello.

Guayagquil, 15 diciembre del 2015.
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Evaluacién de la presencia de Residuos de Nitroimidazoles en Camaron por

Manejo Integral de
Cromatografia Liquida Acoplada con Espectrometria de Masas Tandem

Laboratorios de Desarrollo

INFORME DE VALIDACION

HIDROXIDIMETRIDAZOL

CUANTITATIVO X Analito:  HMMNI

CUALITATIVO 0 Unidades: pg.kg™(ppb)
DE IDENTIFICACION [J Matriz:

Tejido de camardn

FUNCION DE RESPUESTA

INSTRUMENTAL RANGOS DE ACEPTACION OBSERVACIONES
r >0.99
0.789 1.213 .
m () @ Ver calculos en
Lo (a) -0.2331 a 0.6708 hoja Excel
%CV S y/x <10.0
Concentracion - -
(ug.kg%) Repetibilidad Reproducibilidad ; ) kU2 .
, , Sr 0 Limite r Sk 0 Limite R | “orecuperacion PR
Nivel Media %CV, (ugkg?) %CVR (ug.kg™) (Mg-kg™)
Nivel | 0.50 | 0.51 | 0.014 2.7 0.04 0.015 2.8 0.04 103.0 0.09 18.0
Nivel Il 3.00 | 3.02 0.0651 2.2 0.18 0.0686 23 0.19 100.8 0.43 14.2
Nivel lI7.00 | 7.15 | 0.113 1.577 0.31 0.134 1.9 0.37 102.1 0.95 13.6
CCa (ug kg™ cC kat
Limite Criticos (hg-kg™) s(ugkg)
0.20 0.35

INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO: 0.50 - 7.00 pg.kg™(ppb)

Selectividad/ El método analitico, no presenta interferencia con los constituyentes de la matriz,
Especificidad compuestos quimicamente relacionados u otras sustancias
El método es robusto a ligeros cambios.
Temperatura evaporacion:40-50 °C
Robustez Cantidad de sal (efecto salino): 4 g (NaCl: Na2S04).
Sin cambios en el gradiente cromatografico y monitoreo reaccidon multiple.
Solucion Las soluciones de estandares de trabajo utilizadas en la fortificacion de las matrices tienen
Estabilidad una f:luracién de 2 meses, almacenadas en la oscur'idad'y a4°C. ' '
Matriz El te;ido de camaro_n.almacenado a temperaturas inferiores a -20 ° Cy a la oscuridad tiene
un tiempo de estabilidad de 3 meses.
%CV Precision <30 %CV y Los resultados obtenidos cumplen con los
o .. -50% a +20% (<1.00 pg/kg) P 4o
%Recuperacion -30% a +10% (>1.00 pg/kg) objetivos de validacion
L. . CCa <3.00 ug.kg’1 MRPL
Limites Criticos =)
CCg <3.00 pg.kg” MRPL

El presente método queda validado para uso en el laboratorio, por las personas cualificadas para
ello.

Guayagquil, 15 diciembre del 2015.

Responsable de la actividad: Q.F. Jully Sadenz Serrano
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Evaluacién de la presencia de Residuos de Nitroimidazoles en Camaron por

Cromatografia Liquida Acoplada con Espectrometria de Masas Tandem

Manejo Integral de
Laboratorios de Desarrollo

INFORME DE VALIDACION

IPRONIDAZOL
CUANTITATIVO X Analito: IPZ
CUALITATIVO 0 Unidades: pg.kg™(ppb)
DE IDENTIFICACION [J Matriz: Tejido de camardn
FUNCION DE RESPUESTA <
INSTRUMENTAL RANGOS DE ACEPTACION OBSERVACIONES
r >0.99
0.567 0.981 .
m (b) Ver calculos en
Lo (a) -0.1090 0.4154 hoja Excel
%CV S <10.0
Concentracion o o
(ug.kgﬁ) Repetibilidad Reproducibilidad ., ) kU2 % U
. . Sr Limite r Sr Limite R | “°recuperacion Tl
.k
Nivel Media %CV, (ugkg?) %CVr (ug.kg™) (Mg-kg™)
Nivel I 0.50 | 0.49 | 0.018 3.6 0.05 0.019 3.8 0.05 98.1 0.06 12.9
Nivel Il 3.00 | 3.04 | 0.058 1.9 0.16 0.073 2.38 0.20 101.4 0.35 11.5
Nivel 1 7.00 | 7,16 | 0.232 3.2 0.64 0.232 3.2 0.64 102.2 0.19 0.32
CCa (ug.kg™ CCg (ug kg™
Limite Criticos (Hg.-kg™) g (Ug.kg™)
0.19 0.32

INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:

0.50 - 7.00 pg.kg™(ppb)

Selectividad/
Especificidad

El método analitico, no presenta interferencia con los constituyentes de la matriz,
compuestos quimicamente relacionados u otras sustancias

Robustez

El método es robusto a ligeros cambios.
Temperatura evaporacion:40-50 °C

Cantidad de sal (efecto salino): 4 g (NaCl: Na2S04).
Sin cambios en el gradiente cromatografico y monitoreo reaccidon multiple.

Estabilidad

Solucion

Las soluciones de estandares de trabajo utilizadas en la fortificacién de las matrices tienen
una duracién de 2 meses, almacenadas en la oscuridad y a 4 °C.

Matriz

un tiempo de estabilidad de 3

meses.

El tejido de camardn almacenado a temperaturas inferiores a -20 ° Cy a la oscuridad tiene

%CV Precision

<30 %CV

%Recuperacion

-30% a +10% (>1.00 ug/|

-50% a +20% (<1.00 pg/kg)

kg)

Limites Criticos

CCa

<3.00 pg.kg" MRPL

CCp

<3.00 pg.kg” MRPL

Los resultados obtenidos cumplen con los
objetivos de validaciéon

El presente método queda validado para uso en e

FCNM

ello

| laboratorio, por las personas cualificadas para

Guayagquil, 15 diciembre del 2015.

Responsable de la actividad;
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ANEXO E: CERTIFICADO DE ANALISIS DEL MATERIAL DE REFERENCIA ERM-BB124

th Mecsurements

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®-BB124 . 50

PORK MUSCLE

Mass fraction ]g

Nitroimidazoles in the reconstituted material Bt e Uncertainty ® |

[ug/kg] [ug/kg]

Ronidazole (RNZ) ? 2.09 0.25

Metronidazole (MNZ) ? 1.93 0.15 ’

2-hydroxymethyi-1-methyl-5-nitroimidazole (HMMNI) ? 0.69 0.09 i

Hydroxymetronidazole (MNZOH) 2 6.2 0.9 |
Hydroxyipronidazole (IPZOH) ? 1.67 0.12

1) Values are applicable to the material when reconstituted according to the specified procedure (page 3).

2) The measurand is defined by quantification with liquid chromatography-isotope dilution mass spectrometry. Different sample
preparation procedures (extraction and clean-up) were applied.

3) The certified values are the unweighted mean of 11 - 12 accepted set of results, independently obtained in 10 - 11 Iaboratones
using the calibration solution provided. The vaiues are traceable to the International System of Units (SI).

4) Expanded uncertainty with a coverage factor k = 2 corresponding to a level of confidence of about 95 % estimated in |
accordance with the Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM), ISO, 1995.

S ) » ; k. Mass fraction
Nitroimidazole in the reconstituted material Certified value ? _ |
[ug/kg] ;
Dimetridazole (DMZ) ? <0.25 t

1) Values are appiicable to the material when reconstituted according to the specified procedure (page 3).
2) The measurand is defined by quantification with liquid chromatography-isotope dilution mass spectrometry.

3) This value corresponds to the limit of quantification (LOQ) of the most sensitive method in the characterisation study. With a ,
probability of 85% the certified value is below 0.25 ug/kg. The value is traceable to the Intemnational System of Units (Si). #

This certificate is valid for one year after purchase.

Salesdate: 16 JAN 2012

The minimum amount of sample to be used is 5 g reconstituted material (prepared using 1.25 g of powder).
Accepted as an ERM®, Geel, October 2008

g Ry

Signed: __FE

Prof. Dr. Hendrik Emons
Unit for Reference Materials
EC-JRC-IRMM

Retieseweg 111

2440 Geel, Belgium
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