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1. DESCRIPCION DE METODO ANALITICO
1.1 Referencias

- Vlees, vis, honing, melk, urine, garnaal en dierlijk materiaal - het screenen, bepalen en
bevestigen van tetracyclines — LC-MS/MS (Determinacién y confirmacion de tetraciclinas
en carne, pescado, miel, leche, orina, camarones y material animal por LC-MS/MS). SOAP-
A-0896, version 10. Laboratorio RIKILT, Wageningen UR, Holanda.

1.2 Introduccién

El contenido de tetraciclinas y sus epimeros en tejidos, se determina por LC-MS/MS. En el
primer andlisis de las muestras (screening) se utiliza como estandar interno metaciclina,
mientras que para el andlisis confirmatorio de muestras detectadas se utiliza un deuterado
de oxitetraciclina. La muestra previamente homogenizada se extrae con un buffer EDTA-
Mcllvain. Se agita y centrifuga para separar las fases, se verifica pH y a continuacién se
pasa por una columna SPE Oasis HLB. Luego, el eluido se lleva a sequedad bajo flujo de
nitrégeno a 50 + 5°C y finalmente se reconstituye con fase movil para ser inyectado en un
equipo LC-MS/MS.

El método ha sido validado para determinar y cuantificar en forma directa el contenido de
tetraciclinas, mientras que el contenido de sus epimeros se cuantifica en forma indirecta.
El método ha sido aplicado para la determinacion del contenido total de tetraciclinas en
musculo de salmon.

1.3 Equipamiento

a) Homogenizador (moulinex o similar)
b) Vértex (Heidolph Multireax)
c) Refrigerador
d) Congelador
e) Micropipetas
f) Centrifuga
g) Cromatégrafo liquido compuesto por:
= UPLC IClass — MS/MS XEVO TQS
= Columna analitica Acquity UPLC HSS T3 de 1,8 um 2,2 mm x 100 mm Waters
h) Equipo para obtener agua: Millipore Synergy
i) Tubos eppendorfde 1 mL
i) Tubos de centrifuga de 50 mL
k) Filtros de lana de vidrio: Whatman 1820-150
[) pHmetro
m) Cintas indicadoras de pH
n) Sonicador
0) Sistema de secado de gas nitrdgeno
p) Jeringa de 10 mL
g) Balanzas analiticas
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r) Balanzas pesaje de muestras
s) Cartuchos de extraccion SPE Oasis HLB 6 mL
t) Dispensador 10 mL

1.4 Reactivos y soluciones

a) Metanol grado HPLC

b) Agua grado HPLC

c) Na:EDTA grado PA

d) Na;HPO,4 grado PA

e) Acido férmico grado PA

f) Acido citrico monohidratado grado PA
g) Formiato de amonio grado PA

Soluciones:
1. Soluciéon Tampon EDTA/Mcllyaine 0,1 M; pH 4,0
- Mezclar 500 mL de la solucidn de &cido citrico 0,1 M con 280 mL de tampdn de fosfato 0,2
M en un matraz volumétrico de 2 litros y afiadir 74,4 gramos de Na;EDTA. Agregue 1 litro

de agua milliQ y revuelva. Agite hasta que el EDTA se disuelva.

- Controle el pH y ajuste el pH a 4,0 con solucion de acido citrico o con tampo6n de fosfato
0,2 M. Llene hasta la marca y mezcle.

- Esta solucién se puede mantener durante 1 mes a temperatura ambiente. Antes del uso,
controle el pHy, si es necesario, ajustelo a pH 4,0 con solucién de &cido citrico 0 con tampén
de fosfato 0,2 M.

2. Acido citrico 0,1 M

- Agregar 21 gramos de acido citrico monohidratado a un matraz de 1 litro y enrasar con
agua milliQ.

3. Buffer fosfato 0,2 M

- Agregar 35,6 gramos de Na:HPO. a un matraz de 1 litro y enrasar con agua milliQ.
Fase Movil:

Fase mévil A: formiato de amonio 0,2 mM + Ac. férmico 0,16% en agua.

- En un matraz de 1 litro, agregar aproximadamente 500 mL de agua HPLC, 0,13 gr de
formiato de amonio y 1,6 mL de &cido formico. Mezclar y enrazar a un litro con agua HPLC.
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Fase moévil B: formiato de amonio 0,2 mM + Ac. férmico 0,16% en metanol.

- En un matraz de 1 litro, agregar aproximadamente 500 mL de metanol HPLC, 0,13 gr de
formiato de amonio y 1,6 mL de acido formico. Mezclar y enrazar a un litro con metanol.

1.5 Estandares
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Procedencia

4-Epi-Tetraciclina HCI (epi-TC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado
4-Epi-Oxitetraciclina (epi-OTC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado
4-Epi-Clortetraciclina (epi-CTC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado
Oxitetraciclina HCI (OTC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado
Clortetraciclina HCI (CTC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado
Tetraciclina (TC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado

Doxiciclina (DXC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado

Metaciclina (MTC), Dr. Ehrenstorfer o similar. Pureza segun certificado (E.l. Screening)
Oxitetraciclina-13C22-15N2 (OTC-13C), Buchem o similar. Pureza segun certificado

(E.l. Confirmacioén).
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Forma de preparacion

- De soluciéon madre (solucién stock), intermedia y solucién para fortificacion, seguir las
instrucciones del IT LF N°150.

1.6 Procedimiento de extraccion

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7

8)
9)

Pesar 2 £ 0,1 gr de muestra en un tubo falcon de 50 mL

Las muestras fortificadas se deben homogenizar con vortex y dejar reposar durante
15 minutos para permitir que las soluciones de fortificacion se mezclen con la matriz
Agregar 25 mL del buffer de extracciéon (EDTA-Mcllvain 0,1 M; pH 4,0). Agitar
manualmente, prestando especial atencion a la disgregacion del muasculo para
asegurar el contacto con el buffer de extraccion

Mezclar con un agitador de tubos durante 15 minutos

Centrifugar durante 10 minutos a 4000 rpm

Filtrar el extracto sobre un filtro de fibra de vidrio (Whatman 1820-150), a un segundo
tubo falcon de 50 mL

Agregar 20 mL de buffer de extraccion al residuo del primer tubo. Agitar
manualmente, prestando especial atencion a la disgregacion del muasculo para
asegurar el contacto con el buffer de extraccion

Mezclar con un agitador de tubos durante 15 minutos

Centrifugar durante 10 minutos a 4000 rpm

10) Filtrar el extracto sobre un filtro de fibra de vidrio (Whatman 1820-150), al segundo

tubo falcon de 50 ml, mezclando con el primer extracto
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11) Enjuagar el filtro de fibra de vidrio con 5 ml de buffer de extraccién y combinar con
los extractos

12) Medir el pH del extracto y ajustar a pH 4,0 con solucién de acido citrico o buffer
fosfato

13) Acondiciona una columna HLB de 6 cc con 4 ml de metanol, 4 ml de agua milliQ y 4
ml de buffer de extraccion

14) Pasar 30 mL del extracto por la columna

15) Enjuagar la columna con 2 mL de buffer de extraccion y dos veces con 2 mL de
agua milliQ

16) Secar la columna durante 15 minutos

17) Poner un tubo de vidrio bajo la columna

18) Agregar 10 mL de metanol a la columna

19) Eluir gota a gota con metanol. Usar vacio suave si es necesario

20) Evaporar el extracto a 50 + 5°C bajo flujo de nitrégeno

21) Agregar 300 uL de solucién de fase mévil (85% FMA — 15% FMB) y agitar 5 minutos
en vortex

22) Sonicar por 5 minutos

23) Trasferir a un vial HPLC

1.7 Analisis instrumental

1.7.1. Condiciones cromatogréficas

e Flujo: 0,4 mL/min
e Temperatura horno columna: 40°C £ 1°C
e Volumen Inyeccion: 10 pl
e Columna analitica Acquity UPLC HSS T3 de 1,8 um 2,1 mm x 100 mm Waters
e Gradiente:
Tiempo A% B%
0 98 2
1,0 98 2
2,0 55 45
3,1 25 75
3,3 98 2
55 98 2
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1.7.2. Condiciones espectrOmetro de masas
¢ Modo positivo
Analito Prn(t?i - dauQ(3Da) DWELL (s) | CONE (V) COLL (Ev)
TC 445,19 410,25 0,002 30 17
445,19 154,12 0,002 30 25
oTC 461,22 426,20 0,002 30 17
461,22 337,19 0,002 30 25
CTC 479,16 154,15 0,002 30 28
479,16 444,17 0,002 30 25
DXC 445,18 428,18 0,002 30 22
445,18 154,12 0,002 30 15
EPI-TC 445,19 410,25 0,002 30 17
445,19 154,12 0,002 30 25
EPI-OTC 461,19 426,30 0,002 30 17
461,19 337,16 0,002 30 17
EPI-CTC 479,16 154,15 0,002 30 25
479,16 444,17 0,002 30 25
MTC 443,17 426,24 0,002 20 15
OTC-C13 485,23 356,22 0,002 30 15
e Parametros Fuente de lonizacion (ES+)
Parametros fuente
Capillary 3 kv
Cone 20V
Source temp 150°C
Desolvation temp 500°C
Cone gas flow 9 L/hr
Desolvation gas flow 900 L/hr
Collision gas flow on
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e Tiempos retencion

Analito Tiempo de Retencién (min)
Tetracilina 2,44 £+ 30 seg
Oxitetraciclina 2,48 £ 30 seg
Clortetraciclina 2,90 + 30 seg
Doxiciclina 3,02 + 30 seg
Epi-Tetraciclina 2,28 + 30 seg
Epi-Oxitetraciclina 2,36 £ 30 seg
Epi-Clortetraciclina 2,68 + 30 seg
Metaciclina 2,92 + 30 seg
OTC-13C 2,49 £ 30 seg

2. Cuantificacion

- La deteccién mediante MS/MS se realiza utilizando 2 iones de transicion para cada analito.
El ion de transicion con la mayor intensidad es utilizado para la cuantificacién, mientras que
el ion de menor intensidad es utilizado con fines de confirmacion.

- Las curvas para la cuantificacibn son construidas a partir de matriz fortificada con
estandares certificados. Se realizaran curvas en cada set de muestras que incluya muestras
sospechosas.

- La cuantificacion de los epimeros se realiza en forma indirecta, utilizando las curvas de la
droga en su forma no epimerizada. La curva de calibracion realizada para OTC es utilizada
para la cuantificacion indirecta de epi-OTC, la curva de calibracion realizada para TC es
utilizada para la cuantificacion indirecta de epi-TC, la curva realizada para CTC es utilizada
para la cuantificacion indirecta de epi-CTC.

2.1. Resultados

Los resultados seran expresados en ng/g (ppb).

3. Criterios de confirmacidén para muestras positivas y controles de calidad interno

Los criterios de confirmacién para un analito detectado por LC MS/MS son los siguientes:

a) Tiempo de Retencion del analito: El tiempo de retencion del analito detectado en una
muestra no debe superar en un * 2,5% del tiempo de retencién del control.
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b) Tiempo de Retencion Relativo: El cuociente entre el tiempo de retencion del analito y
el tiempo de retencién del estandar interno, no debe superar un + 2,5% entre una
muestra positive y el control.

¢) Ratio: Primero se calcula el cuociente entre la transicion minoritaria y la transicion
mayoritaria, expresada en A veces.

Ratio = Area transicién minoritaria
Area transicion mayoritaria

Una vez obtenido el ratio, este se multiplica por 100 para ser expresado como Intensidad
Relativa:

Intensidad Relativa = Ratio x 100%

Obtenida la Intensidad relativa, tanto para las muestras detectadas como para los controles,
la Intensidad relativa del control se compara con la siguiente tabla de Intensidades relativas:

Intensidad relativa Tolerancia maxima
(% del pico de base) permitida
>50% +/-20%
>20%-50% +/-25%
>10%-20% +/-30%
<10% +/-50%

A cada intensidad relativa le corresponde una tolerancia. Tal tolerancia se aplica entonces
al ratio del control, quedando:

Ratio control + Tolerancia

Luego, se compara si el ratio obtenido para una muestra positiva cae dentro del intervalo
de ratio de los controles. Cabe destacar que el ratio es siempre menor o igual a 1.

d) Sefial Ruido: Debe ser igual o mayor a 3 en la transicién minoritaria de una
muestra considerada positiva.

Finalmente, una muestra es considerada positiva si cumple con los 4 criterios de
confirmacion en forma simultanea. El Jefe Técnico o Director Técnico deberan verificar
estos criterios antes de informar una muestra positiva.
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