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ANALYTICAL METHODS FOR DETERMINATION OF MACROCYCLIC LACTONES IN DIFFERENT TYPES OF MATRICES.
A REVIEW. The macrocyclic lactones (ML) are drugs widely used to combat endo- and ectoparasites in livestock, pets, crops, etc.

Since marketing of ivermectin, the number of available ML increased considerably and, consequently, a wide variety of analytical
methodologies for determination of MLs in multiple types of matrices have been published. Most of these methodologies have already
been reviewed before so this paper is about those most recent and/or those have not been previously considered. In this review the

focus is on biological, alimentary, and environmental matrices emphasizing on the most important techniques employed on sample
preparation. Also, the liquid chromatography with of fluorescence and mass spectrometry detectors is discussed as the most used
instrumental techniques for identification of MLs. Finally, a brief review is made on the importance of method validation and some

strategies for its implementation.
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INTRODUCCION

Las lactonas macrociclicas (LM) son una familia de farmacos
empleados en la medicina humana y veterinaria para el tratamiento
contra endo- y ectopardsitos.! Son muy utilizadas por su actividad de
amplio espectro contra nematodos y artrépodos; las LM se pueden
encontrar en diversas formulaciones y son ficiles de administrar.
Ademds, son efectivas contra cepas resistentes a otros farmacos.?
Se clasifican en avermectinas y milbemicinas. Ambas se producen
directa o indirectamente a partir de la fermentacion natural de algunas
especies de estreptomicetos del suelo.?

La ivermectina fue la primera LM en desarrollarse en la década
de 1970 e inicialmente se aplicé en medicina veterinaria y en la
agricultura. En 1981 se comercializé para su uso en ganaderia y afios
después se aplicé en la medicina humana.* Su exitosa comercializacion
condujo a enfocar la investigacion en la modificacién de la estructura
quimica de las avermectinas y milbemicinas para obtener moléculas
diferentes con igual o mejor nivel de eficacia que la ivermectina.’
Esto resultd en el desarrollo de varias LM, de las cuales se utilizan
principalmente seis avermectinas: ivermectina (IVM), abamectina
(ABA), doramectina (DOR), eprinomectina (EPR), emamectina
(EMA) y selamectina (SEL); y dos milbemicinas: milbemicina oxima
(MIL-O) y moxidectina (MOX).!

La ABA, EMA y MOX se han usado en la agricultura®- y la
ganaderia.>** LaIVM, ABA, DOR, EPR y MOX se han aplicado para
el tratamiento contra endopardsitos como nematodos gastrointestinales
y pulmonares; y ectopardsitos como dcaros, piojos y garrapatas en el
ganado bovino, ovino, caprino, equino y porcino.? Adicionalmente,
en la acuacultura se emplea la EMA para el tratamiento del piojo de
mar en salmones. !

En medicina veterinaria, la MIL-O y la SEL previenen los
nematodos cardiacos causantes de filariasis en perros y gatos.' También
ayudan a combatir gusanos redondos, gusanos “con ganchos”, dcaros
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del oido, sarna y pulgas.'? Por otro lado, en medicina humana, la IVM
y la MOX sirven para combatir el nematodo que causa la enfermedad
denominada “ceguera del ri0” y para tratar la filariasis linfatica.?

A pesar de sus beneficios, el uso indiscriminado y la presencia de
residuos de LM en el ambiente puede afectar la salud humana*!''? y al
ecosistema."* Un ejemplo de esto es el dafio a organismos “no blanco”,
como los escarabajos estercoleros (Coleoptera: Scarabaeidae:
Scarabaeinae).'*'¢ Por lo tanto, es crucial contar con metodologias
analiticas para determinar los niveles de las LM en muestras origen
agricola, ganadero y medioambiental.

En 2006' y 2012,° Danaher et al. publicaron dos articulos en los que
revisaron los métodos analiticos existentes hasta ese momento. El primero
se enfocd en matrices bioldgicas con énfasis en las técnicas de extraccion
y deteccidn; ademds, se consideraron aspectos como el desarrollo y la
validacién de las metodologias analiticas.' El segundo articulo se centrd
en la revision de los métodos para el andlisis de matrices alimenticias
(tejidos de animales comestibles, productos licteos, vegetales) y
ambientales (agua, suelo, heces), principalmente con métodos basados
en LC-MS/MS .3 En un articulo mds reciente, Wang et al. revisaron las
metodologfas analiticas basadas en inmunoensayos para determinar
LM en matrices alimenticias."” Sin embargo, el desarrollo de nuevas
metodologias continda y han surgido técnicas de pretratamiento analitico
que se han disefiado y/o adaptado para aplicarlas en la determinacion de
LM. Ademas, el nimero y variedad de matrices donde estas metodologias
pueden aplicarse crece diariamente.

En este articulo se revisan las metodologias analiticas para
la determinacién de LM en matrices bioldgicas, ambientales y
alimenticias. Se enfatiza la etapa del pretratamiento analitico y las
técnicas analiticas mds utilizadas; ademds, se exponen las principales
estrategias de validacion de las metodologias. La revision aborda los
métodos reportados en los dltimos 15 afios y/o que no se discutieron
en revisiones previas.'® Ademds, se incluyeron metodologias que,
aunque puede considerarse no recientes, involucran técnicas de
extraccién y/o matrices inusuales dentro del estado del arte de la
determinacién de las LM.
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Ivermectina Bia H -CH»-CH»- sec-butil OH

Emamectina By, (benzoato) | H -CH=CH- sec-butil | CsHsCOOHCH;NH
Eprinomectina By, H -CH=CH- sec-butil NHCOCH;

Doramectina H -CH=CH- CsHn OH

Figura 1. Estructura quimica de las avermectinas’
ESTRUCTURA QUiMICA
Avermectinas

Las avermectinas constituyen una mezcla de ocho compuestos
naturales producidos por la fermentacién de la bacteria Streptomyces
avermitilis.* Su estructura quimica consiste en un anillo macrociclico
de 16 miembros formado por un grupo espiroacetal, un anillo de
benzofurano y un grupo disacdrido o monosacdrido (Figura 1).' Se
clasifican segtin los sustituyentes Rs y R,5 y el tipo de enlace entre
C22 y C23: la serie A incluye los compuestos que estdn metoxilados
en C5 (R;); y la serie B, los compuestos que tienen un grupo hidroxilo
en esa misma posicion. Las series A y B se subdividen en dos grupos:
en el subgrupo 1 estdn los compuestos con un enlace doble olefinico
entre C22 y C23, mientras que en el subgrupo 2 el C23 estd enlazado
a un grupo hidroxilo. A su vez, los subgrupos 1 y 2 pueden ser de
la clase a si el sustituyente R, es un radical sec-butil o de la clase b
si es un isopropil.? De las ocho avermectinas naturales se producen
en mayor cantidad la B, y la B,. Ademas, estas tienen una elevada
potencia antiparasitaria, su espectro de actividad es mas amplio y son
mds seguras. La ABA, una mezcla de B,, y B, es la avermectina
natural mds importante y la mayorfa de las avermectinas sintéticas o
semisintéticas son derivados de ésta (Figura 1).!73

LaIVM es un derivado semisintético de la ABA (principalmente
de la B,,) producido por la hidrogenacién selectiva del doble enlace
entre C22 y C23. Debido a esta modificacion se considera que laIVM
es un hibrido entre B, y B,, e incluso es superior a ambas en términos
de eficacia y seguridad.*%1?

LaEMA y la EPR se producen por la aminacién de C4” del grupo
disacérido de la ABA. En el caso de la EMA se adiciona un grupo
metilamino, y el derivado obtenido se cristaliza como benzoato. En
la EPR se forma una amina primaria en C4” que luego se somete a
una acilacién.®

La DOR se obtiene por mutasintesis o biosintesis mutacional, un
proceso donde S. avermitilis se modifica genéticamente de tal forma
que las avermectinas producidas contienen un sustituyente diferente
en C25.%' La DOR, por lo tanto, tiene un grupo ciclohexil en C25y
conserva el doble enlace entre C22 y C23, por lo cual en términos de
estructura es mas cercana a la ABA que a la IVM.22

La SEL (Figura 2) es un derivado semisintético de la DOR.
A diferencia de ésta, la SEL tiene un grupo oxima en C5 y un
grupo monosacérido en C13. Debido a esta tltima caracteristica se
puede considerar que la SEL es un derivado intermedio entre las
avermectinas y las milbemicinas.>?

OCH4

Figura 2. Estructura quimica de la selamectina'?
Milbemicinas

Las milbemicinas son producto de la fermentacién de
bacterias del género Streptomyces, principalmente de las especies
S. hygroscopicus y S. cyaneogriseus noncyanogenus.® Su
estructura quimica es similar a las avermectinas. Sin embargo,
las milbemicinas carecen del grupo disacdrido en C13 y algunas
tienen un anillo abierto de benzofurano.'*** Ademds, a diferencia
de las avermectinas donde el enlace C22-C23 puede ser doble, en



180 Vizquez-Quintal et al.

Quim. Nova

Milbemicina | R4 | Rs | Ra Ros Ros
ar* CH; | H H H CH;
o CHs; |[CH; | H H CHs
o' CH; | H H H CH,CH;
o4 CHs; |[CHs; | H H CH,CHj3
s CH: | H | OH | OCOCHMeBu" | CHs
0s CH; | CHs | OH | OCOCHMeBu" | CH;
o CHs | H | OH | OCOCHMeBu" | CH,CHs
o, o H os CH: | CHs | OH | OCOCHMeBu" | CH,CHs
R O as A|H|H H CH;
oo A H H H CH,CH;s
*También denominada A; Me: metil
*También denominada A4 Bu: butil
Figura 3. Estructura quimica de las milbemicinas de la serie 0
Milbemicina Rs Rs Rys
B H, B-OCH; | CH,OH CHs
B2 H, B-OCHs | CH.OH | CH:CHs
E H, B-OCH; | CH,OH | CHCH;CH;
(¢} CH; | CHCH;CH;s

Figura 4. Estructura quimica de las milbemicinas de la serie

las milbemicinas este enlace es simple y el C23 puede ir unido a
algin otro sustituyente.?

Las milbemicinas producidas por S. hygroscopicus se dividen
en dos series denominadas a y B. Estas se diferencian por el anillo
de benzofurano que estd presente en la serie a, pero que en la serie
f estd parcialmente abierto.?*?¢ Adicionalmente, cada serie puede
subdividirse segin los sustituyentes en la fraccién espiroacetal.

Los compuestos de la serie o, al igual que las avermectinas,
tienen un grupo hidroxilo o metoxilo en Rs. Sin embargo, a diferencia
de éstas, el sustituyente en R,; puede ser un grupo metil o etil
(Figura 3). En esta serie, la posicién R, estd ocupada por un radical
metil o 2-pirrolcarboniloxi y las posiciones R,, y R,;, por grupos
B-hidroxilo y a-hidroxicarbonil-alquilo, respectivamente.?® Una de
las milbemicinas mds utilizadas, la MIL-O, se sintetizé a partir de las
milbemicinas naturales o, y o, adicionando un grupo oxima en Ry.”

La serie 3, que se distingue por tener una fraccién “incompleta”
de benzofurano, estd conformada por tres milbemicinas. Las
milbemicinas B, y B,, se caracterizan por la presencia de los grupos
B-metoxilo e hidroximetileno en R y Ry, respectivamente (Figura 4).
La diferencia entre estas milbemicinas es el grupo alquilo en R,;.% La
milbemicina 3 (Figura 5) es el tinico miembro que posee un anillo
aromadtico en su estructura, aunque se piensa que €ste podria ser un
artefacto formado durante el proceso de purificacién.?

Figura 5. Estructura quimica de la milbemicina (3

Finalmente, las milbemicinas obtenidas con bacterias S.
hygroscopicus genéticamente modificadas se designan con letras
mayusculas. Las milbemicinas D, F, G, J y K (Figura 6) tienen los
mismos sustituyentes de la serie o en R,, pero difieren en los otros.
Asi, en la posicién Rs se puede encontrar un grupo B-hidroxilo,
B-metoxilo o cetona, mientras que en R,s, puede haber un radical
alquilo como metil, etil o isopropil. Por otro lado, las milbemicinas
E y H (Figura 4) son similares a la serie 3; ambas tienen un grupo
isopropilo en R,s, pero la milbemicina H difiere en los sustituyentes
R, y R donde tiene una cetona y un metil, respectivamente.?

Las milbemicinas producidas por S. Cyaneogriseus noncyanogenus
(Figura 7) presentan cadenas insaturadas en la posicién R,s y un

Milbemicina | R4 Rs Ras
D CH; | H,B-OH | CHCH;CH;
F A H, B-OH | CHCH;3CHs
G CH; | H, B-OCH; | CHCH;CH;
J CH; (¢} CH3
K CH; (¢} CH:CH3s

Figura 6. Estructura quimica de las milbemicinas obtenidas de bacterias genéticamente modificadas®
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Figura 7. Estructura quimica de las milbemicinas de la familia LL-F 28249

grupo -OH en C23 igual que las avermectinas del grupo 2. Las
cuatro principales milbemicinas de esta familia se designaron como
LL-F 28249 a, A, B y y.2%*® La mds importante es LL-F 28249a o
nemadectina (NEM), que es similar a una milbemicina o, pero con
mds grupos funcionales en la fraccién espiroacetal >

La MOX (Figura 8) es un derivado semisintético de la NEM. Se
obtiene introduciendo una fraccién de metoxima en lugar del grupo
-OH que tiene NEM en R,;. La presencia de este grupo y la cadena
insaturada en R, son dos caracteristicas que no se encuentran en
ninguna otra milbemicina o avermectina.>*?

CHs

CH,

Figura 8. Estructura quimica de la moxidectina®

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
FARMACOCINETICAS

Las propiedades fisicoquimicas de las LM dependen de los grupos
funcionales en su estructura quimica. La fraccién espiroacetal les
proporciona una estructura rigida y diversidad estereoquimica.*® Las
LM naturales presentan exclusivamente una configuracién R en el
C21 de la funcién espiroacetal. Este tipo de geometria se relaciona
con la actividad insecticida pues se han aislado intermediarios
producidos por bacterias modificadas genéticamente donde el
C21 tiene una configuracién S, las cuales presentan un espectro de
actividad insecticida menor a los isémeros R.3! La geometria del
enlace C22-C23 también influye en las propiedades de las LM. Se ha
observado que la saturacién de dicho enlace modifica la configuracién
estereoquimica del anillo de pirano; esto modifica las propiedades de
particion de los farmacos en la leche: las LM saturadas en C22-C23
(avermectinas del grupo 2 y milbemicinas) tienen coeficientes de
particién leche:plasma superiores a las LM que tienen este enlace
insaturado (avermectinas del grupo 1).3>33 Otro ejemplo de esta
influencia se encuentra en la IVM, una avermectina B, que durante
su sintesis conserva la conformacion de “silla” de la serie B,. En
consecuencia, la IVM se caracteriza por tener una elevada potencia
parasiticida, propio de las avermectinas B ; pero con un mejor perfil
de seguridad que éstas, lo cual la hace similar a las avermectinas B,.>**

Las LM son moléculas relativamente grandes con pesos
moleculares de 640 (MOX) hasta casi 900 (DOR).** Las LM son
escasamente solubles en agua y muy solubles en solventes orgdnicos
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Milbemicina LL-F 28249 | Rs Ry
a (nemadectina) H | CHCH;CH;3
A CH; | CHCH;CH;

B H CH;

¥ CH; CH;

como octanol, n-hexano, benceno, acetona, etanol, metanol,
cloroformo, éter dietilico y acetato de etilo. **3¢¥ Los coeficientes
calculados de particién octanol/agua (log P) de las avermectinas
varfan de 4.4-5.6, mientras que las milbemicinas tienen valores
superiores, aproximadamente de 6. Una excepcién notable es la
SEL con un log P de 6.4.%° Por su naturaleza lipofilica, las LM
tienen un gran volumen de distribucion tisular, especialmente en el
tejido graso e higado, y una persistencia prolongada en el organismo
hospedador.3*3-38

La alta lipofilicidad de las LM se debe, principalmente, a los
anillos de lactona y de benzofurano.’ La presencia de sustituyentes
alquilicos, como el ciclohexil, en el C25 de la fraccién espiroacetal
aumenta el cardcter lipofilico de las LM (i.e. DOR, SEL).*° El grupo
sacdrido (oleandrosa) en C13 también le confiere cierta lipofilicidad
a las avermectinas, ya que al tener un solo grupo -OH en C4”, su
polaridad e hidrofilicidad es menor a la de otros sacdridos.>**¥ En
la EPR, este grupo -OH se sustituye por un grupo amino, lo que
disminuye su lipofilicidad (log P = 4.4). Por otro lado, la ausencia
de la fraccién de oleandrosa en C; hace que las milbemicinas sean
mas lipofilicas que las avermectinas.*® En el caso de la MOX, otros
factores que contribuyen a su lipofilicidad son la metoxima y la cadena
olefinica en el C23 y C25, respectivamente.

Las diferencias de lipofilicidad entre las LM se reflejan en algunas
de sus caracteristicas farmacocinéticas. La IVM puede considerarse
una LM tipica con un volumen de distribucién relativamente alto y
una baja tasa de eliminacién.*** Sin embargo, la MOX, que es cien
veces mas lipofilica se acumula en mayor medida en el tejido adiposo
y sus residuos se eliminan mds lentamente, lo que resulta en una baja
particién grasa:plasma.*' En consecuencia, la MOX se caracteriza por
un mayor volumen de distribucién, una vida y un tiempo medios de
residencia relativamente grandes para una gran variedad de especies.?**
Por otro lado, 1a DOR (log P = 5.3) tiene una cinética similar a la MOX,
aungque su velocidad de eliminacion es ligeramente menor.?**? Debido
aestas caracteristicas, la leche es una via importante de eliminacién de
estos tres farmacos, especialmente MOX y DOR. 2424

En contraste, la EPR puede considerarse una LM relativamente
polar, por lo que interactia débilmente con el tejido adiposo.*® Esto
se traduce en una mejor distribucion tisular, una eliminacién mas
rapida de los residuos y una C,, mds alta en comparaciéon con
otras LM, como la IVM y MOX.*# Estas caracteristicas también
influyen en la baja particién leche:plasma de la EPR.* Por otro
lado, la elevada lipofilicidad de la SEL, utilizada como tratamiento
tépico en perros y gatos,* hace que se distribuya eficientemente en
la piel de los animales tratados, localizdndose principalmente en las
glandulas sebdceas.* La polaridad también influye sobre la actividad
bioldgica de las LM. Se ha reportado que la sustitucién del C13 con
grupos polares (hidroxi, ciano, amino) o no polares (cloro, fluoro,
metoxi) disminuye o aumenta, respectivamente, la actividad de las
moléculas resultantes.’>4’

Las avermectinas son inestables en medio dcido y bésico.* Bajo
condiciones 4cidas leves, el grupo disacdrido se fragmenta en C,.
dando como resultado una especie con un grupo monosacdrido. Bajo
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condiciones dcidas mas fuertes, el disacarido se pierde completamente
y se forma una aglicona.* En medio bésico, el C2 de las avermectinas
pueden sufrir una epimerizacién.**? Por lo tanto, las avermectinas
son estables en un rango de pH de 6.2-6.3.3 Por otro lado, las
avermectinas y milbemicinas pueden oxidarse en las posiciones C2-
CS8 del anillo de benzofurano y en los diferentes grupos -OH (C23,
C13, C4’ y C4”) presentes en la molécula.”® Las LM son propensas
a la autooxidacién, aunque para esto se requiere la presencia de
solventes como éteres, alcoholes secundarios y ésteres.> Por tltimo,
las LM pueden degradarse bajo la luz ultravioleta. Debajo de los 280
nm, los enlaces C8-C9 y C10-C11 se isomerizan rdpidamente y una
irradiacién prolongada provoca la aparicién de varios productos de
descomposicién.

METODOS DE DETERMINACION DE LACTONAS
MACROCICLICAS

A la fecha, se han desarrollado numerosos métodos analiticos
para la identificacién y cuantificaciéon de LM en matrices bioldgicas,
ambientales y alimenticias. En las matrices bioldgicas la determinacién
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de LM permite estudiar sus pardmetros farmacocinéticos, asi como
la concentracién plasmadtica y fecal para disefiar mejores planes de
tratamiento farmacolégico. En cuanto a las matrices alimenticias, las
LM suelen permanecer por periodos prolongados y acumularse en
los tejidos y 6rganos de los animales tratados'-* o excretarse a través
de la leche® lo cual puede ser perjudicial para los consumidores.
Ademas, la presencia de residuos de LM en el medio ambiente puede
tener un impacto negativo ya que estos compuestos son toxicos para
organismos acudticos y terrestres.’

En los ultimos afios, los métodos desarrollados se han orientado al
andlisis de matrices bioldgicas como heces, plasma, suero sanguineo,
y diferentes tejidos animales. También ha habido importantes aportes
en el andlisis de matrices alimenticias y ambientales. Aunque varios
métodos se han desarrollado para determinar LM individuales, la
mayoria son métodos multiresiduo donde se determinan dos o mds
LM simultdneamente (Tabla 1). En el desarrollo de nuevos métodos
analiticos se ha buscado mejorar las caracteristicas analiticas del
método, asi como el aspecto medioambiental; por lo que muchos de
estos métodos se caracterizan por el uso de cantidades relativamente
bajas reactivos y generar pocos residuos.

Tabla 1. Métodos para determinar LM en matrices bioldgicas, alimenticias y ambientales

Analito Matriz Extraccion Purificacion Analisis Referencia
IVM Heces de ovino LLE - UHPLC-MS/MS 57
IVM Plasma, heces de bovino LLE SPE HPLC-FLD 58
MOX Plasma humano, mono, LLE SPE LC-MS/MS 59
ratén
MOX Suero de ovino LLE d-SPE LC-MS/MS 60
MOX Suero sanguineo, LLE (suero) d-SPE (suero) LC-MS/MS 61
musculo, rifién, higado, QuEChERS
grasa de ovino
IVM Heces bovino LLE SPE HPLC-FLD 15
ABA, DOR, EMA, EPR, IVM, MOX Tejido pescado QuEChERS - LC-MS/MS 62
MOX Tejidos de ovino QuEChERS - UHPLC-MS/MS 63
ABA, DOR, EPR, IVM Musculo ovino QuEChERS - HPLC-FLD, UHPLC-MS/MS 64
ABA, DOR, IVM, MOX Higado bovino QuEChERS - HPLC-FLD 65
ABA, DOR, EPR, IVM, MOX Queso SLE-LTP - HPLC-FLD 66
DOR, IVM, MOX Leche LLE - LC-MS/MS 67
ABA, DOR EPR; IVM, MOX Leche, yogurt QuEChERS - HPLC-FLD 68
ABA, DOR, IVM, MOX Mantequilla LLE - HPLC-FLD 69
ABA, DOR, EPR, IVM, MOX Pera, semilla chile, LLE SPE online LC-MS/MS 70
musculo, leche de bovino
ABA, DOR, EPR, IVM, MOX Leche DLLME LC-MS/MS 71
ABA Citricos MSPD LC-MS 72
ABA Citricos MSPD HPLC-FLD, HPLC-UV, LC-MS 73
ABA Mango DI-SPME HPLC-UV 74
ABA, EPR, MOX Agua, jugo de uva PT-MIP-SPE HPLC-UV 75
ABA, DOR, EPR, IVM, MOX Suelo - HPLC-FLD 76
IVM Medicamento comercial -—- - Espectrofotometria UV, 77
HPLC-UV-DAD

ABA: abamectina; DOR: doramectina; EMA: emamectina; EPR: eprimectina; IVM: ivermectina; MOX: moxidectina; LLE: extraccion liquido-liquido; LTP:
extraccion liquido-liquido con purificacién a baja temperatura; MSPD: dispersion de matriz en fase sélida; PLE: extraccion liquida presurizada; SLE: extrac-
cién sélido-liquido; QUEChERS: microextraccion dispersiva en fase sélida (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe); DI-SPME: microextraccion en fase
solida por inmersion directa; PT-MIP-SPE: extraccion en fase sdlida con polimeros de impresion molecular; HPLC-FLD: cromatografia de liquidos de alta
resolucion con deteccion por fluorescencia; HPLC-MS/MS: cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tindem; LC-MS/
MS: cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tindem; UHPLC-HRMS: cromatogratia de liquidos de ultra alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion; UHPLC-MS/MS: cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tdndem;
HPLC-UV: cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccién por ultravioleta-visible; HPLC-UV-DAD: cromatografia de liquidos de alta resolucién

con deteccion espectrofotométrica con arreglo de diodos.
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En la Tabla 1 se observa que para el andlisis de muestras
semisdlidas y liquidas (heces y el plasma) la principal técnica de
extraccion que se utiliza es la LLE seguida de una etapa de limpieza o
purificacién por SPE. En el caso de los tejidos animales, generalmente
con un alto contenido de grasa, predomina el método QUEChERS
ya que es eficiente para extraer las LM asi como para eliminar
interferentes polares y no polares. Por otro lado, en la leche y sus
derivados se utilizan tanto la LLE como el método QuUEChERS, ya
que estas matrices se caracterizan por ser liquidas o semisdlidas y
también, por su lipofilicidad. Ademads, se han aplicado otras técnicas
como la MSPD, DI-SPME, ASE, LTP, etc. en matrices como frutas,
leche, agua, etc.

Pretratamiento de la muestra

El pretratamiento de la muestra sirve para aislar, preconcentrar
y adecuar los analitos para las etapas subsecuentes de separacién y
deteccion.™ Es el paso que consume mds tiempo, es laborioso y puede
introducir errores al procedimiento analitico; ademads, es posible que
durante su desarrollo se pierdan y/o descompongan los analitos y la
muestra se contamine.” Por ello, es una etapa critica que afecta la
calidad de los resultados analiticos, por lo tanto, es crucial seleccionar
y optimizar un esquema apropiado.”

En la determinacién de LM, se han empleado diferentes
procedimientos para el pretratamiento analitico. Tipicamente incluyen
un paso de extraccién y, en algunos casos, un paso adicional de
limpieza. La eleccién del procedimiento adecuado depende del tipo
de matriz y la técnica analitica que se utilizar4.'

Por su lipofilicidad, las LM son tipicamente extraidas con
diferentes solventes orgdnicos; luego, en la etapa de limpieza del
extracto se aplica generalmente la extraccién en fase sélida (SPE).
Sin embargo, recientemente se han utilizado técnicas de extraccién
novedosas con las cuales la etapa de limpieza es relativamente mas
rdpida que SPE y en algunos casos no es necesaria. Entre estas
técnicas se puede mencionar el método QUEChERS (acrénimo de
Quick [rdpido], Easy [facil], Cheap [barato], Effective [efectivo],
Rugged [robusto], Safe [seguro]), la extraccién sélido-liquido con
particién a baja temperatura (SLE-LTP), la dispersién de matriz en
fase sdlida (MSPD), extraccion liquido-liquido con purificacién a
baja temperatura (LTP), extraccion acelerada con solventes (ASE)
también llamada extraccion liquida presurizada (PLE), extraccion
por adsorcién con barra de agitacion (SBSE) y membrana liquida
con soporte de fibra hueca (HF-SLM).

Plasma y suero sanguineo

El acetonitrilo (ACN) es el solvente mds utilizado para la
extraccion de LM del plasma y suero sanguineo debido a su polaridad
intermedia. Esta le permite incorporarse facilmente a las matrices y,
al mismo tiempo, disolver eficazmente a las LM. Para la limpieza
de los extractos se utilizan comdinmente los cartuchos SPE de
octadecilsilica (C,;), un adsorbente no polar que retiene fuertemente a
las LM, pero no a los interferentes. Estas condiciones se han aplicado
para la extraccién de TIVM,* MOX?!' y DOR*? de plasma de ovino.
También, en el andlisis de plasma de bovino para extraer [VM,#-%
DOR y MOX3¢ y para la extracciéon de MOX de plasma®” y suero
sanguineo® de equino.

Los métodos mds recientes atin emplean el ACN y la SPE
(C,g). Por ejemplo, Cantdn et al. utilizaron ACN para extraer [IVM
de plasma de bovino y cartuchos SPE de C,; para purificar los
extractos. La IVM se eluy6 con metanol (MeOH).*® El MeOH es
un solvente ligeramente mds polar que el ACN capaz de desorber la
IVM, pero minimizando la coelucién de interferentes no polares que
pudieran estar presentes en el plasma. Chhonker et al. emplearon
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MeOH para extraer MOX de plasma humano, de mono y de ratén
en presencia de un amortiguador (buffer) de CH,COONa. Al igual
que en el estudio anterior, la purificacién se realizé con cartuchos
de Cy;, pero el analito se eluy6 con isopropanol,” un solvente
menos polar, que puede favorecer la extracciéon de la MOX, una
LM mas lipofilica que la IVM. En ambos métodos se obtuvieron
recuperaciones superiores al 60%, lo que sugiere que la combinacién
de solventes fue adecuada.

Baptista et al. y Fernandes et al. desarrollaron un método
diferente para determinar MOX en suero sanguineo de cordero.
La MOX se extrajo con ACN vy la purificacién se realizé por SPE
dispersiva (dSPE). En esta técnica los adsorbentes utilizados en la
SPE tradicional se agregan al extracto. Los autores concluyeron que
se obtenfan extractos con menos interferentes en dSPE con el uso
combinado de los adsorbentes C,, y etilendiamina-N-propil silica
(PSA), en lugar de emplear dichos adsorbentes por separado.¢'Al
aplicar la dSPE se evita la necesidad de utilizar cartuchos SPE
comerciales, lo que simplifica y abarata el proceso de extraccion
pues ya no se requiere de etapas de acondicionamiento y lavado, ni
de dispositivos especiales para la eluciéon. Ademds, dSPE permite
combinar varios tipos de adsorbentes en diferentes proporciones de
acuerdo con los requerimientos de cada andlisis. En este caso, los
autores combinaron dos adsorbentes de diferente polaridad: C,5 (no
polar) y PSA (polaridad media). Al combinarlos, los autores lograron
abarcar un amplio espectro de polaridades y eliminar as{ una mayor
cantidad de interferentes. Las recuperaciones alcanzadas fueron
aceptables (80-107% ) y el limite de cuantificacién del método estuvo
en el orden de los ng mL". Estos factores hicieron que esta técnica
sea igual de confiable que la SPE tradicional.

Heces

El procedimiento para extraer LM de heces es similar al empleado
en plasma y suero sanguineo, pues se ha utilizado el ACN para extraer
la IVM de heces de bovino®® y la MOX de heces de equino.*” En la
extraccién también se han usado otros solventes como la acetona e
isooctano en la determinacién de ABA e IVM en heces de bovino.!**
En todos estos métodos los extractos se purificaron con cartuchos
de Cj;.

La combinacién de ACN y C,; se ha reportado incluso en
métodos mds recientes, sobre todo en la extraccién de IVM de
heces de bovino.'>*#% Sin embargo, el uso de la SPE en heces puede
presentar inconvenientes ya que los sélidos suspendidos en la matriz
pueden obstruir los cartuchos, haciendo mds tardado y complejo el
pretratamiento de la muestra. En su trabajo, Cantén et al. tuvieron que
realizar m4s etapas de mezclado y centrifugacién durante la extraccion
y purificacion de las heces, en comparacién con el plasma sanguineo.
No obstante, aunque obtuvieron recuperaciones aceptables (68%),
fueron menores que las obtenidas en el plasma sanguineo (79%).”!

Para superar las dificultades que presenta SPE puede utilizarse
la LLE sin la necesidad de una etapa de purificacién. Vokrdl et al.
aplicaron esta técnica para extraer IVM de heces de cordero con
acetato de etilo, un solvente menos polar que el ACN. La extraccién
se realiz6 en presencia de amonio concentrado y no fue necesaria
una purificacién posterior.’’” A pesar de que con esta técnica el
pretratamiento analitico se simplific, la exactitud del método fue
pobre pues se obtuvieron recuperaciones del 20-26%.’

Tejidos animales

En los primeros métodos para determinar residuos de LM
en tejidos animales se aplicaba la extraccion con solventes y
SPE, principalmente a través de la combinacién de ACN y Ci,.
Lifschitz er al. emplearon estas técnicas para extraer MOX de
musculo, grasa e higado de ovino®? y He et al. extrajeron ABA, DOR



184 Vizquez-Quintal et al.

e IVM de misculo de bovino, porcino, ovino y pollo.”! Wang et al.
extrajeron ABA, DOR, EPR e IVM de pescado, y de musculo e
higado de porcino.”® Hou et al. extrajeron estas mismas cuatro LM de
higado de bovino, aunque en este caso fue necesario el uso conjunto
de cartuchos de octilsilica (Cg) y C, en la etapa de purificacion del
extracto.”* Ali et al. y Danaher et al. extrajeron ABA, DOR, EPR,
IVM y MOX de higado de bovino con ACN. Los extractos se pasaron
a través de una columna de alimina (Al) antes de purificarlos con
cartuchos SPE de C .

En otros estudios donde también se ha aplicado el ACN para la
extraccion se han utilizado otros adsorbentes para la fase de limpieza.
Nagata et al. utilizaron cartuchos SPE de aminopropil (NH,) para
purificar los extractos en la determinacién de ABA, DOR, EPR, IVM,
MOX y milbemicina (MIL) en musculo e higado de bovino.” Por otro
lado, Hernando e? al. emplearon cartuchos SPE de Al en el andlisis
de misculo de salmén para determinar ABA, DOR, EMA e IVM.*
A diferencia del C 5, el NH, y la Al son adsorbentes de fase normal
por lo que se utilizan para eliminar interferentes polares presentes
en la matriz. En este tipo de aplicaciones, las LM no se retienen y
son eluidas mds facilmente que con los adsorbentes no polares. La
elucién debe realizarse con el solvente adecuado, especialmente en el
caso del NH, donde se logrd la elucién completa de los analitos con
una mezcla de MeOH y acetato de etilo®” a diferencia de la Al donde
se utiliz6 inicamente ACN.”® En ambos estudios las recuperaciones
fueron superiores al 60%*" y 70%.%

En estudios como el de Inoue er al. las LM se extrajeron
directamente con isooctano, seguidas de una etapa de remocién de
lipidos. De esta manera se determinaron ABA, DOR, EMA, EPR,
IVM y MOX, entre otros farmacos, en musculo, higado y grasa de
bovino.” A pesar de que el proceso fue relativamente sencillo, se
utilizaron volimenes relativamente elevados de solvente para la
extraccion (60 mL) y la deslipidacién (40 mL).

También se han reportado modificaciones en el proceso de
extraccién. Por ejemplo, en la ASE el proceso se ha automatizado
aplicando temperatura y presion elevadas durante la extraccion de los
analitos. Xia et al. emplearon este procedimiento para extraer varias
LM de musculo e higado de bovino utilizando una mezcla ACN:agua
(40:60) y C4 en el paso de purificacion, obteniendo recuperaciones
superiores al 85%.!% Tao et al. también emplearon este procedimiento
para extraer ABA, DOR e IVM de musculo de porcino; y de musculo,
riiién e higado de bovino con ACN:MeOH (1:1) como solvente
sin necesidad de un paso de limpieza adicional. Ellos reportaron
recuperaciones por encima del 76%.'°' Asi, la técnica ASE permite
alcanzar buenas recuperaciones de las LM. Sin embargo, es necesario
contar con equipos especializados que encarecen el procedimiento.

En los métodos desarrollados recientemente las técnicas de
extraccion se han diversificado. Carro et al. extrajeron ABA, DOR
e IVM, junto con otros farmacos, de varias especies de pescado
y mariscos por MSPD. En esta técnica, la muestra se dispersa en
presencia de un adsorbente sélido donde queda retenido el analito, que
luego se eluye con un solvente adecuado. En el estudio mencionado,
se utiliz6 C,5 como adsorbente y los analitos se eluyeron con ACN con
acido acético al 0.5%. Adicionalmente se utilizo silica para la etapa
de limpieza.'” La aplicacién de la MSPD brinda la posibilidad de
utilizar poca muestra (0.2 g) y obtener resultados con buena exactitud
(84-112% de recuperacion) y precision (2.7-10.6 % de desviacién
estandar relativa, RSD).

Otra técnica empleada para la etapa de limpieza ha sido la LTP,
en combinacién con una extraccion con solventes. Riibensam et al.
extrajeron ABA, DOR EPR, IVM y MOX de musculo de bovino
aplicando extracciones sucesivas con ACN en presencia de NaCl. La
mezcla se centrifugd y la fase superior se almacené a -20 °C por 12
horas, tiempo en el que los autores determinaron que la mayoria de
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los interferentes (i.e. proteinas, grasas, etc.) se congelaron, mientras
que los analitos se mantuvieron en fase liquida y se transfirieron
facilmente a otro recipiente.!® La LTP es sencilla y rdpida de realizar,
ademds el volumen de ACN empleado para la extraccién (7.5 mL) fue
menor en comparacion con otras técnicas. Ademds, permitié obtener
recuperaciones mayores a 88% y valores de RSD inferiores a 6%, lo
que indica una buena exactitud y precision.

Entre las técnicas de extraccion de LM de tejidos animales destaca
el método QUEChERS. Este consiste en un paso de extraccién, una
particion liquido-liquido donde se adicionan sales inorgdnicas y una
etapa de limpieza denominada SPE-dispersiva (dSPE) en la que se
agrega al extracto un adsorbente y un agente desecante para eliminar
el agua residual. En el método original para cada una de estas etapas
se utiliza ACN, MgSO,-NaCl; y PSA con MgSO,, respectivamente.'*
Estas condiciones fueron aplicadas por Fernandes et al. para la
extracciéon de MOX de miisculo, rifién, higado y tejido adiposo de
ovino.*!

En otros estudios se han incluido adsorbentes adicionales para
mejorar la fase de limpieza del extracto. Rafidah er al. evaluaron la
efectividad de C,5, PSA y Al en la determinaciéon de ABA, DOR,
EMA, IVM y MOX de tejido muscular de pescado. De los adsorbentes
evaluados, la combinacién de PSA y C,, tuvo el mejor desempefio.'
Rubies et al. extrajeron ABA, EMA, EPR, DOR, IVM y MOX de
tejido muscular de bovino, ovino, porcino, conejo y ave basdndose
también en el método QUEChERS original, pero utilizaron ACN
con 0.5% de amoniaco en la extraccién para un mejor control del
pH y C,; en la dispersién.'® Del Bianchi ef al. aplicaron el método
QuEChERS original sin modificaciones para extraer MOX de
musculo, rifién, higado y tejido adiposo de cordero. Sin embargo, para
esta dltima matriz fue necesario agregar C ;. El uso del C,; mejora
la limpieza de los extractos con alto contenido de interferentes no
polares, que son frecuentes en el tejido muscular animal.!*% Por otro
lado, el PSA es ttil para eliminar 4cidos orgdnicos, como los dcidos
grasos, que se presentan mayoritariamente en el tejido de pescado.'
Con la combinacién de C,; y PSA se recuperaciones y valores de
RSD, respectivamente, de 85.8-96.3% y < 11.8%", 89.2-114.9%
y<173%'%y71.6-111.2% y < 21.8%%.

El método QUEChERS también se ha modificado utilizando
ACN con 1% de 4cido acético como solvente de extraccion; y
de CH,COONa mas MgSO,, para favorecer la particién.!®® Por
otra parte, Anastassiades et al., ademds de las dos sales utilizadas
originalmente, agregaron citrato tribasico dihidratado y citrato
dibésico sesquihidratado de sodio en la particién liquido-liquido.'"’
Las sales adicionadas funcionan como amortiguadores permitiendo un
mejor control del pH (5.5, aproximadamente) durante la extraccién.
Moschou et al. aplicaron el método QUEChERS amortiguado con
acetato para extraer seis diferentes LM de tejidos de pescado y
Pimentel-Trapero et al. extrajeron ABA, DOR, IVM y MOX de
higado de bovino empleando el método QUEChERS amortiguado
con citrato. En ambos estudios se utiliz6 C,4 en el paso de dSPE.626
El método QUEChERS amortiguado con acetato presenté mejores
recuperaciones que el método amortiguado con citrato (90-103% y
81.7-93.8%, respectivamente), y requirié de una cantidad de muestra
significativamente menor (2.5 gy 10 g, respectivamente).

En algunos casos, el método QuEChERS ha sido la base
para desarrollar procedimientos mds simplificados. Por ejemplo,
Lopes et al. extrajeron EMA de pescado aplicando tnicamente la
fase de extraccién y particiéon con ACN:MeOH (75:25), MgSO, y
CH,COONa.!® Este método se aplicé para extraer EMA junto con
31 farmacos veterinarios mdas por lo que varias de las condiciones
utilizadas (sales de extraccién, solvente, etc.) se eligieron con base
en la capacidad de extraccion de la totalidad de los analitos y no
tnicamente de la EMA. Esta LM pudo extraerse bajo las condiciones
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establecidas, aunque en términos generales, su exactitud (78-112%)
y precisién (6-20% RSD) fue menor a la de los otros compuestos
analizados que alcanzaron recuperaciones superiores al 90% y RSD
menores al 10%.

Finalmente, Bandeira et al. desarrollaron un método multiresiduo
para determinar ABA, DOR, EPR e IVM en tejido muscular de ovino.
En este estudio se evaluaron y compararon cuatro metodologias
QuEChERS: el método original, los métodos amortiguados con
acetato y citrato, y un cuarto método propuesto por los autores. Se
utilizé C,y y MgSO, en la fase dispersiva de los tres primeros métodos.
Por su parte, los autores propusieron una metodologia utilizando
Na,SO, y NaCl como sales de extraccién y la fase dispersiva se
realiz6 tnicamente con C,4 sin ninglin agente desecante. Aunque
el desempefio de los cuatro métodos fue bueno, con el método
propuesto se obtuvieron extractos mds limpios, lo cual fue resultado
de la combinacién del Na,SO, y un pH elevado.* Ademds, aunque
requiere una cantidad de muestra relativamente mayor (5 g), el método
es sencillo, rapido y con un menor consumo de solventes.

Leche y derivados

En la determinacién de LM en leche y sus derivados, al igual
que con las matrices ya revisadas, uno de los procedimientos mds
utilizados es la extraccién de los analitos con ACN en combinacién
con la SPE aplicando diversos adsorbentes. El C,5 es uno de los
adsorbentes mas utilizados para extraer LM de leche de diferentes
especies animales*>!%-11l y gus derivados como suero, cuajo y
queso.*!2 En otros estudios, se han utilizado cartuchos de Cg!'3-'15
y de NH,."®

Li et al. desarrollaron un método para determinar cinco LM en
leche, pera, semillas de chile y musculo de bovino. Los analitos se
extrajeron con ACN y se aplic6 una SPE automatizada, lo cual redujo
la manipulacién de las muestras, la carga de trabajo y la cantidad
de solvente utilizado.” En la SPE se emple6 como adsorbente un
polimero hidrofébico denominado poli(butil metacrilato-co-etileno
glicol dimetacrilato), el cual fue desarrollado especificamente para
la determinacién de las LM. De acuerdo con los autores, el polimero
pudo reutilizarse més de 500 veces, a diferencia de los adsorbentes
tradicionales que tienen que desecharse. Esto representa una ventaja
sobre otros métodos desde el punto de vista econémico, practico y
ambiental. Respecto al desempeiio, las recuperaciones (71.8-100.1%)
y los valores RSD (< 10%) reportados indican que el método fue
adecuado para su aplicacién.

En menor medida se ha aplicado la extraccién con solventes.
Schenck y Langman extrajeron ABA, DOR, IVM y MOX de leche con
extracciones sucesivas usando diferentes solventes orgdnicos como
etanol, acetato de etilo, isooctano y ACN.!"” Giannetti et al. utilizaron
ACN para extraer ABA, DOR, EMA, EPR, IVM y MOX de leche,
tejido muscular y huevo.'"® Dahiya et al. determinaron IVM, DOR
y MOX en leche extrayendo los analitos con ACN:MeOH (50:50).%
En estos tres métodos, los analitos fueron reextraidos con hexano, un
solvente menos polar, para descartar cualquier interferente que pudo
haberse extraido en la primera etapa y no hubo necesidad de aplicar
ningun tipo de limpieza adicional. En otro estudio, Macedo et al.
extrajeron cuatro LM de mantequilla con una mezcla de ACN, acetato
de etilo y agua. La eleccidn de este sistema de solventes se basé en la
buena solubilidad de las LM en el ACN, en la eficiencia del acetato
de etilo para interactuar con la matriz, y el agua se emple$ para
favorecer la particién y mejorar la extraccion.® Las recuperaciones
alcanzadas en cada método fueron 83.5-113.8%,'"7 65.4-88.9%,''®
92-102%"%" y 72.4-106.5% que pueden considerarse adecuadas. Es
importante mencionar que la extraccién con solventes se caracteriza
por su sencillez y rapidez; sin embargo, en ocasiones estas ventajas
pueden pasar a segundo plano cuando debido a la complejidad de la
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muestra el nimero de extracciones y la cantidad de solvente utilizado
aumentan considerablemente. En el caso de los métodos anteriores
fue necesario emplear al menos 9 mL de solvente por cada extraccién
realizada, por lo que al momento de aplicarlos a andlisis rutinarios
con un elevado nimero de muestras puede tener un impacto negativo
en términos pricticos, econdmicos y medioambientales.

El método QUEChERS se ha aplicado a este tipo de muestras.
Whelan et al. emplearon el método original para extraer ABA, DOR,
EMA, EPR, IVM y MOX de leche, aunque debido a la composicién
de la matriz emplearon C,; en la etapa de dSPE."" Furlani et al.
aplicaron el mismo método en la determinacién de cinco LM en
leche y yogurt, con PSA y MgSO, en el paso de dSPE.® En el primer
estudio se reportaron recuperaciones superiores al 90% y valores
de RSD por debajo de 20%; mientras que en el segundo los valores
reportados fueron de 83% y < 15%, respectivamente. La exactitud y
precisién de ambos métodos fueron similares, pero se pueden destacar
algunas diferencias: el método desarrollado por Whelan et al. no sélo
es aplicable a las LM sino que se desarroll6 para determinar otros
34 antihelminticos mds, lo cual indica que se trata de un método
multiresiduo. Por otro lado, el método de Furlani et al. es adecuado
para determinar Unicamente las LM, pero puede aplicarse en dos
matrices diferentes (leche y yogurt), lo que le confiere una mayor
versatilidad.

En otros estudios se desarrollaron procedimientos similares
a QuUEChERS. Aguilera-Luiz et al. y Gémez et al. determinaron
ABA, EMA e IVM en leche y queso, respectivamente, mediante
una extraccién con ACN acidificado en combinacién con EDTA
disédico utilizando MgSO, y CH;COONa para promover el proceso
de particidn, y sin la necesidad de un paso adicional de limpieza. 21!
Al igual que en otros métodos, la eliminacién del paso de limpieza
simplifica y agiliza notablemente el pretratamiento de la muestra: los
autores reportaron que es posible realizar la extracciéon en menos de
cuatro'2! y nueve'?*?! minutos. Por otro lado, las recuperaciones
de ambos métodos resultaron adecuadas; sin embargo, las obtenidas
en el andlisis de queso (84.5-109.8%) fueron superiores a las del
analisis de leche (70.6-106.4%).

Riibensam et al. aplicaron la extraccion con solventes y la LTP
para determinar ABA, DOR, EPR, IVM y MOX de leche empleando
varias adiciones de ACN con NaCl en la fase de extraccién para
después congelar los extractos durante 12 h y recuperar los analitos
de la fase liquida.'”? De Souza Santos Cheibub ef al. desarrollaron
un método multiresidual con estas mismas técnicas para determinar
cinco diferentes LM en queso. En este caso, se empleé ACN y agua
en la extracciéon. Como ya se menciond, la LTP tiene la ventaja de
ser una técnica rdpida y, aunque la etapa de congelamiento podria
parecer tardada, es un proceso que no requiere supervision y los
extractos quedan practicamente libres de agua residual después de la
extraccion.® Otro aspecto importante es el relativo bajo consumo de
solventes y que se requiere de poca muestra para realizar la extraccion.
En particular, de Souza Santos Cheibub obtuvieron mejores
recuperaciones con muestras pequeias (0.5 y 1 g) en comparacién
con muestras de mayor tamafio (2.5 g).% Las recuperaciones de
ambos métodos fueron mayores a 90%, aunque el segundo tuvo mejor
precisién (RSD < 5%).

La MSPD fue empleada por Garcia-Mayor et al. para extraer
IVM, junto con otros farmacos, de leche de oveja. Para adsorber los
analitos se utiliz6 arena de mar comercial lavada y Na,SO,. La elucién
se realiz6 con una mezcla de MeOH y acetato de etilo después de un
lavado con hexano para extraer las grasas interferentes.'? A diferencia
de otros métodos basados en MSPD, donde se ha empleado C,; como
adsorbente,'?” en el descrito anteriormente se opté por utilizar arena
de mar ya que con el C,q se obtuvieron bajas recuperaciones ademas
de que la mezcla formada durante la dispersion dificulté la elucién del
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extracto. Es importante mencionar que, al igual que en otros métodos
multiresiduales, en éste se determinaron otros tipos de macrdlidos
ademds de la IVM. Las recuperaciones para este analito estuvieron
en el rango de 89.4-98% con una excelente precision (RSD < 3%).

Por otra parte, Campillo et al. extrajeron cinco LM de diferentes
tipos de leche utilizando la microextraccion dispersiva liquido-liquido
(DLLME) en la cual las LM son extraidas con un solvente orgdnico
que es dispersado en gotas pequefias en un solvente diferente. En este
estudio, las LM fueron extraidas con cloroformo, el cual se dispersé
en ACN. Este tltimo se dej6 sedimentar para descartarlo. Esta técnica
es igual de rapida que el método QUEChERS, pero tiene la ventaja
de utilizar una menor cantidad de solventes.”! En este método sélo
fue necesario utilizar 2 mL de ACN mas 200 uL de cloroformo en
comparacioén con los 10 mL de ACN que se utilizan tipicamente
en QuEChERS. Adicionalmente, las recuperaciones obtenidas con
DLLME fueron mayores al 90%, este valor es igual o mayor a las
recuperaciones obtenida por QUEChERS.

Alimentos grasos

La determinacién de LM en alimentos con alto contenido de
grasas es menos frecuente e involucra algunas técnicas de extraccién
no reportadas para otras matrices. En dos diferentes estudios
Herndndez-Borges et al. determinaron ABA en pulpa de aguacate.
En el primero, la ABA se extrajo con una mezcla ACN:agua (4:1)
aplicando ultrasonido, y el extracto se purificé con cartuchos SPE de
Cs-'* En su siguiente trabajo, utilizaron la misma mezcla, pero usaron
una extraccion asistida con microondas (MAE) y cartuchos de C 4. La
aplicacion del ultrasonido o las microondas resultan en un proceso
mejor controlado, mds rdpido y con un menor consumo de reactivos.!'?
Aunque en ambos métodos se obtuvieron recuperaciones superiores
al 87% (RSD < 12%), éstas fueron ligeramente mejores cuando se
utiliz6 la MAE, lo que indica que esta técnica es capaz de alcanzar
una mayor exactitud y precisién en comparacién con el ultrasonido.

Huang et al. determinaron ABA e IVM en diferentes tipos de
aceite vegetal y en manteca de cerdo. Los analitos se extrajeron con
ACN saturado de hexano y se aplicé la LTP para limpiar los extractos
a-30 °C durante 16 h. Este procedimiento se compar6 con una SPE
con Al y se obtuvieron resultados similares: recuperaciones superiores
al 71% y 80%; y valores de RSD inferiores a 11 'y 12% para LTP y
SPE, respectivamente. Sin embargo, la LTP tiene la ventaja de ser
un proceso mds rapido y utilizar una menor cantidad de solvente
que la SPE.!%

Frutas y vegetales

Filho et al. aplicaron la microextraccion en fase sélida por
inmersion directa (DI-SPME) para extraer ABA de pulpa de
mango junto con otros plaguicidas. En esta técnica, la muestra se
pone en contacto con una fibra cubierta de un material adsorbente
(polidimetilsiloxano) donde el analito queda retenido. Posteriormente,
esta fibra se coloca directamente en el equipo, donde el analito es
desorbido utilizando un solvente adecuado (ACN).™ Aunque es una
técnica sencilla de realizar, presenta algunas desventajas pricticas
como el tiempo requerido para llevar a cabo la extraccion (alrededor
de 1 h) y la necesidad de contar con una interfase que permita
conectar el sistema de extraccién con el instrumento de medicion.
La recuperacion de ABA fue aceptable (76-82.4%) aunque inferior
a la obtenida con otros métodos.

Valenzuela et al. extrajeron ABA de naranja aplicando la MSPD
con C,; como adsorbente y diclorometano para la elucién. Las
principales ventajas de MSPD es su sencillez y que puede aplicarse
con material tipico de laboratorio. Ademads, requiere cantidades
relativamente pequefias de muestra y solventes, lo que hace a MSPD
mds econdémica en comparacién con otras técnicas. Los métodos
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desarrollados con esta técnica presentaron buena exactitud y precision
(R>90% y RSD < 5%).7>7

Muestras de interés ambiental

El andlisis de muestras ambientales para determinar LM se ha
enfocado, principalmente, en agua y suelo. Raich-Montiu et al.
determinaron IVM y dos de sus metabolitos en agua corriente
y residual.'” La extraccion se realiz6 con una membrana hueca
con soporte liquido (HF-SLM). Este tipo de dispositivos estdn
conformados por un polimero hidrofébico que funciona como
soporte, un agente extractor, por lo general una molécula anfifilica; y
un solvente orgdnico.'? El analito es transferido a través del solvente
organico desde la fase acuosa original a otra fase acuosa conformada
por el agente extractor donde finalmente queda retenido.' Raich-
Montiu et al. utilizaron una membrana con soporte de polipropileno,
y bicarbonato de amonio y undecano, como agente extractor y
solvente orgdnico, respectivamente. Los autores compararon la
selectividad y la precisién de la HF-SLM y la SPE. Determinaron
que estadisticamente se obtenian los mismos resultados con ambas
técnicas; sin embargo, la HF-SLM fue un método mds rdpido, barato
y que generaba menos residuos.'?’

En otro estudio, Giordano et al. extrajeron ABA de agua
superficial utilizando la extraccidn por sorcidn con barras de agitacion
(SBSE). Esta técnica es similar a la SPME, pero con un mayor
volumen de fase adsorbente, la cual es colocada como recubrimiento
a una barra de agitacién magnética y se pone en contacto con la
matriz a analizar. Después de un tiempo, el analito se desorbe de
la barra con un solvente adecuado. La fase utilizada en este estudio
fue polidimetilsiloxano y el analito se desorbié con MeOH."*? En el
método desarrollado se extrajeron 15 plaguicidas ademas de la ABA
y se optimizaron algunos parametros criticos como el volumen de la
muestra, los tiempos de agitaciéon y de desorcion, adicién de sales,
etc. En general, se reportaron recuperaciones por debajo de 70%, pero
en el caso especifico de la ABA las recuperaciones no superaron el
8%. Sin embargo, los autores afirman que su principal objetivo fue
desarrollar un método selectivo y practico. En ese aspecto, el método
fue capaz de identificar correctamente los analitos.

En otro método reportado, Krogh et al. extrajeron ABA, DOR,
EMA, EPR, IVM, MOX y SEL de muestras de agua, sedimentos y
suelo. En las muestras s6lidas se aplicé la ASE con MeOH:agua (1:1)
y los extractos se purificaron con SPE. Las muestras acuosas solo se
pasaron a través de cartuchos de SPE."! En este trabajo se evaluaron
varios pardmetros importantes en la extraccion como el adsorbente,
el pH, el solvente de elucidn, etc. Se probaron varios adsorbentes
SPE (C,,, Al, HLB, etc.) con diferentes caracteristicas estructurales
y de adsorcién. El HLB, un adsorbente polimérico de fase reversa,
mostrd el mejor desempefio. En este sentido, resulta interesante que
con el C4 se obtuvieran bajas recuperaciones a pesar de ser uno de
los adsorbentes mas utilizados para extraer LM. También se evaluaron
diferentes valores de pH, donde resulté que con el HLB y un pH de 7
se obtuvieron las recuperaciones mds altas. En la validacién final se
obtuvieron recuperaciones de 70-88% para la mayoria de los analitos,
con una precisién adecuada (RSD 8-23%).

Recientemente, Rath er al. desarrollaron un método multiresiduo
para determinar LM y otros antimicrobianos veterinarios en diferentes
tipos de suelo. En este estudio se hicieron pruebas de adsorcién-
desorcién mediante un procedimiento de equilibrio donde se
establecieron diversas condiciones experimentales para cada analito.
En este andlisis, no se aplicé ningtin pretratamiento, inicamente fue
necesario filtrar la muestra antes del anélisis instrumental.”®

Finalmente, también se han analizado algas marinas. Lorenzo et al.
determinaron ABA, DOR e IVM en algas marinas aplicando la
ASE con ACN como eluyente y carbén negro grafitizado (GCB),
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Florisil y arena como adsorbentes; no se aplicé ningin paso de
limpieza adicional.'® El GCB ayudé a eliminar los pigmentos
presentes en las muestras, y en combinacién con el Florisil permitié
obtener recuperaciones aceptables (92-120%) para las avermectinas
analizadas.

Analisis instrumental de lactonas macrociclicas

Las LM tienen poca volatilidad y un elevado peso molecular.
Ast, la técnica analitica predominante para su separacion, deteccién
y cuantificacién es la cromatografia de liquidos de alta y ultra alta
resolucién (HPLC y UHPLC, respectivamente) seguida de diferentes
detectores cuya eleccién depende del nivel de concentracion de las
LM en la muestra. Si la concentracién estd en el orden de mg kg™, la
deteccion por ultravioleta (UV) es 1la mds adecuada; mientras que si
estd en el orden de pg kg™! se prefiere la deteccién por fluorescencia
(FLD) o por espectrometria de masas (MS y MS/MS).!

En los analisis de LM por HPLC/UHPLC se emplean columnas
de fase inversa como Cg 0 C,5 con longitud de 50 a 300 mm, didmetro
interno de 2.1 a 4.6 mm y tamafio de particula de 1.7 a 5.0 um; en
OCaSioneS, se utililan pre_columnas’59,60,62,69,93,]0’.7.]03.] 16,122,124,125,127,130,132
que contienen la misma fase estacionaria que la columna. En la
mayoria de los estudios, la temperatura de la columna se mantiene
constante (25-60 °C) durante la separacion.

La composicién de la fase movil varia y depende del detector. Se
suele emplear una mezcla de solvente orgénico y agua. El solvente
orgénico, que se utiliza en una proporcién de 70% o mayor, puede
ser ACN, MeOH o una mezcla de ambos, aunque también se han
empleado otros solventes. Kolberg y Bandeira et al. utilizaron una
fase mévil compuesta por THF, ACN y MeOH para separar dos y
cuatro LM, respectivamente;**!!! de Souza Santos Cheibub et al.
separaron cinco LM con una combinacion de ACN e isopropanol.®
La cantidad de agua en la fase mévil depende del nimero de LM y
del detector. Si se utiliza FLD se debe aumentar el cardcter no polar
de la fase mévil debido a que los productos derivatizados son menos
polares que las LM sin derivatizar.'

En cuanto a la elucién, se ha aplicado tanto la elucién
iSocrética15’59’60'64'67’68’71'100’””'1']’113"]8’]22"33 como la elucién con
gradiente.]11,57,61—66,69,74,76,93.]02.](]3,][]5,][}8,] 16,121-123,127,130,132,134 La primera se
utiliza principalmente en FLD, mientras que la segunda se prefiere
con MS. Esta dltima, es mds selectiva y proporciona separaciones
robustas con picos bien definidos.!

Cromatografia de liquidos con deteccion espectrofotométrica

Las LM absorben fuertemente la luz debajo de los 300 nm, con
mdximos entre 238-266 nm*’“#413 por lo que pueden determinarse
midiendo su absorbancia en la regién UV. Macedo et al. aplicaron
esta propiedad para determinar [IVM en medicamentos comerciales.
Compararon un método espectrofotométrico y un método
cromatografico (HPLC-UV-DAD) cuyos limites de deteccién
(LOD) (0.093 y 0.310 mg L") y de cuantificacién (LOQ) (0.016 y
0.055 mg L), respectivamente; fueron adecuados para determinar
la IVM en los medicamentos. Sin embargo, cuando se analizaron
muestras reales, el método espectrofotométrico sobreestimé las
concentraciones hasta casi tres veces. Los autores concluyeron que el
método HPLC-UV-DAD tuvo mejor desempefio, ya que la separacion
cromatogréfica mejor la selectividad y cuantificacién del farmaco.'3*

Teixeira et al. desarrollaron un método para determinar ABA,
EPR y MOX en agua y jugo de uva basado en una SPE donde el
adsorbente es colocado en una punta de pipeta en vez de un cartucho
convencional. Este dispositivo de extraccion se acopld directamente
al HPLC-UV lo que hizo al método rdpido, simple, sensible y
confiable.” El limite de deteccidn reportado fue de 25 ng mL' que
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se considerd adecuado para aplicar el método a muestras reales. Sin
embargo, es importante tener cuidado en este aspecto, pues como
los autores sefialan, se ha reportado que la deteccién por UV no es
adecuada para cuantificar algunas LM, como la ABA, ya que a bajas
concentraciones los componentes de la matriz pueden interferir en
el andlisis.”

Cromatografia de liquidos con deteccion de fluorescencia

La elecciéon de HPLC-FLD para la determinacién de residuos
de LM se debe a su bajo costo, buena selectividad y sensibilidad,
entre otras caracteristicas. Ademads, algunos organismos oficiales,
como la Comisién Europea, lo consideran un detector adecuado de
confirmacion para este tipo de farmacos segtin lo establecido en el
Anexo 1 de la Directiva 96/23/EC."%

Debido a que las LM no son intrinsecamente fluorescentes, se
requiere una derivatizacién antes del andlisis cromatografico para
producir una molécula que presente fluorescencia. Tolan et al.
desarrollaron el primer procedimiento de derivatizacién para
determinar ABA e IVM en plasma sanguineo. Utilizaron anhidrido
acético y piridina como catalizador para producir la pérdida de dos
grupos hidroxilo y dos protones en las posiciones 5y 7 del anillo
de benzofurano. Esta deshidratacién produce un anillo aromético en
conjugacién con un grupo funcional dieno lo que da como resultado
la fluorescencia (Figura 9). Estas condiciones también producen la
acetilacion de los grupos hidroxilo en R,- y R,; cuando estén presentes.
La reaccidn se completd de 22-24 horas a una temperatura de 105-
110 °C y los derivados fluorescentes se purificaron con silica antes
del andlisis.'”

Ac,O/piridina

—_—
100°C, 24 h

Figura 9. Reaccion de derivatizacion de la avermectina (estructuras par-
ciales)"””

Tway et al. sustituyeron la piridina por dimetilformamida
y N-metilimidazol (N-MImdz), un catalizador nucleofilico mas
eficaz, y produjeron el mismo derivado fluorescente en 60 min a 90
°Cy, al igual que Tolan et al. antes de la determinacién purificaron
los derivados en cartuchos SPE de silica.'’® Por otro lado, de
Montigny et al. redujeron notablemente el tiempo de reaccién a 30
s reemplazando el anhidrido acético por anhidrido trifluoroacético
(TFAA) para producir un mejor grupo saliente y utilizaron N-MImdz
como catalizador a temperatura ambiente, sin aplicar una limpieza
adicional.'® En estos primeros estudios se logré disminuir el tiempo
de la derivatizacion sin la necesidad de aplicar condiciones extremas
y sin un paso de limpieza post-derivatizacién.

Sin embargo, algunos de los derivados fluorescentes, como el de
la EPR, son relativamente inestables por lo que se han desarrollado
métodos para aumentar su estabilidad. Payne et al. emplearon una
derivatizacion pre-columna automatizada'* y Ali et al. incluyeron una
etapa de calentamiento a 65 °C y fue necesario aumentar el tiempo de
reaccién de 30 s a 90 min.”® Danaher et al. modificaron este dltimo
procedimiento adicionando una minima cantidad de 4cido acético
glacial. La reaccién tomé 30 min a 65 °C y se obtuvieron derivados
igualmente estables tanto para la EPR como para las demis LM
involucradas en el estudio.”” Rupp et al. reportaron que durante la
derivatizacién de la IVM se formaron dos especies: una hidroxilada
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y una esterificada, ésta dltima provoca una disminucién en la sefial y
en la estabilidad del analito. Para corregir este problema adicionaron
una pequefia cantidad de acetato de amonio con calentamiento a
55 °C para favorecer la formacién del derivado hidroxilado.” En
contraparte, Berendsen et al. reportaron que con los derivados
esterificados se obtuvieron mejores resultados en la determinacién de
IVM, DOR, ABA, EPR y MOX. Para la produccién de estos derivados
utilizaron trietilamina y dcido trifluoroacético ademads de los reactivos
tradicionales (TFAA y N-MImdz).!"3 Felici et al. derivatizaron la IVM
mediante una oxidacidn catalizada con diéxido de manganeso para
producir un derivado 5-cetdnico, el cual se tautomerizé a un fenol
fluorescente agregando acetato de amonio. Aunque los resultados
obtenidos en este estudio fueron similares a otros, la estabilidad del
derivado fue relativamente baja.'*!

En resumen, aunque se han desarrollado varios procedimientos
para mejorar la derivatizacion de las LM en términos de estabilidad,
tiempo y sencillez; en la mayoria de los métodos se sigue aplicando
la reaccion de derivatizacién cldsica donde se utilizan el TFAA
y N-Mimdz como agentes derivatizantes, pues ha demostrado
ser simple, rdpida, ocurre a temperatura ambiente, no requiere
condiciones especiales y produce compuestos estables.

Cromatografia de liquidos con deteccion por espectrometria de
masas

La LC con deteccién por MS se utilizé inicialmente para la
elucidacion estructural de las LM y sus metabolitos?3788:142.143 v
que se preferia la LC-FLD para la cuantificacién y confirmacién
de las LM por su alta selectividad. Por ejemplo, Valenzuela et al.
compararon el desempefio de FLD y MS en el andlisis de ABA en
citricos y, aunque ambos detectores mostraron resultados similares,
concluyeron que la FLD es preferible para los andlisis rutinarios por su
selectividad y bajo costo. Sin embargo, algunos autores han reportado
que la FLD es poco eficiente para la confirmacién de las LM ya que
puede producir falsos positivos, sobre todo si el andlisis es a nivel de
trazas'* por lo que en los dltimos afios se ha preferido MS. En algunos
estudios se ha empleado FLD junto con MS para la cuantificacién y
la confirmacién de LM, respectivamente. Riibensam et al. aplicaron
esta estrategia en el andlisis de cinco LM en leche'* y musculo de
bovino.!”® Bandeira et al. desarrollaron dos métodos empleando
FLD y MS para determinar LM en musculo de ovino; sin embargo,
concluyeron que la MS es mds recomendable ya que incrementa la
selectividad y disminuye la probabilidad de obtener falsos positivos.*

Cuando se utiliza la LC acoplada a MS para la confirmacién y
cuantificacién de LM se utiliza predominantemente la configuracién
en tdindem (LC-MS/MS) con diferentes tipos de ionizacién, entre
los que destacan la ionizacién por electrospray (ESI) en modo
pOSitiVO (ESI+)10.57.6U—64,67.93.101—103,108,109,119—121,126,130,132 y negatiVO
(EST),3:60.105.109.110.119 13 jonizacién quimica a presion atmosférica
(APCI) en modo positivo (APCI*)**127:131 y negativo (APCI),*"! y
el turboionspray.”

Cuando se utilizan ESI* y APCI*, los iones que se monitorean
son [M + NaJ*, [M + K]*y [M + H]*. La abundancia de dichos iones
depende en gran medida de la composicion de la fase mévil y de la
estructura quimica de los analitos. Los iones [M + Na]* se forman
frecuentemente sin la necesidad de agregar aditivos debido a la
presencia de Na* en los solventes y en el material de laboratorio.'*
Durden reporté que cuando se aplica ESI* junto con una fase mévil
compuesta por MeOH o ACN, agua y 4cido férmico o acético, el ion
[M + Na]J* predomina en las LM-CHO, es decir, las que contienen
dnicamente carbono, hidrégeno y oxigeno (ABA, DOR e IVM),
mientras que en las LM que contienen nitrégeno (EMA, EPR, SEL
y MOX) predomina el ion [M + H]*.!® Por otro lado, Moschou e al.
encontraron que el uso exclusivo de MeOH en la fase mévil producia
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mayor abundancia de los iones [M + Na]* en comparacién con el uso
de ACN o una mezcla de ambos solventes utilizando EST*.®> En otro
estudio se reportd la presencia de iones [M + Li]* cuya formacién
se favorecidé con la adicién de acetato de litio en la solucién de
inyeccién.'®

En general, los iones [M + Na]* tienen una intensidad elevada
por lo que se utilizan para el andlisis cuantitativo. Sin embargo, en
la determinaciéon de LM por ESI* se ha observado que los iones
[M + Na]* son muy estables, dificiles de fragmentar y la abundancia
de los iones resultantes es baja, lo que causa una disminucién en la
sensibilidad. Ademds, las curvas de calibracién construidas con los
iones [M + Na]* son no lineales y poco reproducibles, y por lo tanto
se pueden obtener resultados incorrectos.%0-62101:109.145.146

Una estrategia para evitar los problemas relacionados con los
iones [M + Na]* es reemplazarlos por iones amonio [M + NH,]*.
Estos, junto con los iones monoprotonados [M + H]* se fragmentan
facilmente y las intensidades de los iones resultantes son mayores
que las obtenidas de la fragmentaciéon de los iones [M + Na]*.
Ademads, a diferencia de estos, los iones [M + NH,]* y [M + H]*
pueden generarse tanto en ESI como en APCI. La formacién de los
iones [M + NH,]* se favorece con la adicién de formiato o acetato
de amonio a la fase movil.!M10 145147148 Dyrden report que, con
una cantidad baja de formiato, la sefal de los iones [M + NH,]*
en las LM-CHO es mayor que la sefial de [M + Na]*, en tanto que
en las LM nitrogenadas, predomina el ion [M + H]* y es necesario
agregar cantidades mayores de formiato para que la intensidad del
ion [M + NH,]* sea significativa.'® Esta estrategia ha sido aplicada
en diversos métodos.”61626467 Por otro lado, la formacién de los
iones protonados [M + H]J* puede favorecerse por la adicién de dcido
férmico en el modo ESI*, aunque con estas condiciones también
pueden formarse iones con carga doble ([M + 2H]*) y triple ([M +
3H]*), lo que puede provocar pérdida de sensibilidad en el anlisis.*

En otros estudios se han utilizado las fuentes de ionizacién en
modo negativo ya que es mds sensible o reproducible que el modo
positivo.*¢*1% Turnipseed et al. emplearon APCI- para confirmar
la presencia de IVM, DOR, EPR y MOX en diferentes matrices
alimenticias y encontraron que el ion desprotonado [M — H]
predominé para todos los analitos.'” Li et al. reportaron que una
fase mévil compuesta de ACN al 10% y acetato de amonio mejora la
ionizacién y la resolucién con APCI.™ También se ha reportado el uso
de ESI, donde la formacidn de los iones desprotonados de los analitos
se ha favorecido por adicién de trietilamina a la fase m6vil 60105100

En la gran mayoria de los métodos desarrollados recientemente,
el triple cuadrupolo (QqQ) se ha posicionado como el analizador de
masas mds utilizado en la identificacién y cuantificacién de LM ya
que, en comparacion con los instrumentos de un cuadrupolo, son mas
sensibles debido a que la fragmentacion extra y las etapas de seleccion
aumentan la selectividad y disminuyen el ruido. Ademas, son menos
propensos al efecto de matriz y su rango dindmico es mas amplio.!

La trampa de iones (IT) también se ha utilizado como analizador
de masas en la determinacién de LM.7"15-153 Algunas de las ventajas
de la IT es que se puede generar un espectro completo sin perder
sensibilidad; ademas, ciertos iones (i.e. [M + Na]*) son mas faciles
de fragmentar en comparacién con el QqQ. Sin embargo, el rango
de masas es limitado y puede haber interferencia isobdrica, lo cual
afecta la sensibilidad y repetibilidad del método.! A pesar de estas
limitaciones, los métodos para determinar LM basados en el uso de
IT han mostrado ser igual de sensibles, especificos y exactos que
otros métodos que aplican FLD'!, UV"' y con QqQ."°

Otro de los analizadores de masas que se ha aplicado en el
andlisis de LM es el tiempo de vuelo (TOF) el cual separa los iones
aprovechando las diferentes velocidades de estos cuando se les aplica
el mismo potencial.'** Los métodos desarrollados que hacen uso del
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TOF han sido lo suficientemente exactos, precisos y sensibles. La
mayoria de estos métodos son multiresiduales que se han utilizado
para la determinacién exclusiva de avermectinas'“® o en conjunto con
otros farmacos veterinarios.'>® Sin embargo, en algunos casos, se han
presentado problemas en la cuantificacidon de las avermectinas por
una baja sefial analitica de los iones seleccionados y por interferencia
de la matriz.'®®

Los instrumentos mds recientes operan con analizadores de masas
hibridos como la trampa de iones lineal cuadrupolar (QqQLIT) y el
cuadrupolo con tiempo de vuelo (Qg-TOF), los cuales funcionan
de manera similar al QqQ, pero el dltimo cuadrupolo es sustituido
por una IT o un TOF, respectivamente. Estos analizadores se han
aplicado en la determinacién de LM con menos frecuencia que el
QqQ; sin embargo, se han obtenido buenos resultados. Hernando et al.
desarrollaron un método LC-MS/MS con QqQLIT para identificar
y cuantificar ABA, DOR, EMA e IVM en muestras de salmén y
pimiento. La selectividad del QqQLIT en combinacién con el modo
de monitoreo de reacciones multiples permitié confirmar y cuantificar
las avermectinas a nivel de trazas.”® En un estudio mds reciente,
Zrnéi¢ et al. desarrollaron y validaron un método UHPLC-QqLIT
para determinar 10 diferentes antihelminticos, entre ellos la MOX,
en agua superficial obteniendo una separacién rdpida de los analitos
y limites de deteccién en el orden de ng L1.>* El analizador Qq-TOF
se ha utilizado para la deteccion y cuantificacion de IVM y algunos de
sus metabolitos en muestras ambientales'*’ y bioldgicas.">’ Kang et al.
aplicaron el sistema hibrido (IT)-TOF/MS para el monitoreo de mas
de 100 farmacos veterinarios. Este sistema facilita la identificacién y
elucidacion de los compuestos en muestras complejas; sin embargo,
en el caso de las avermectinas no mostré la sensibilidad suficiente
para estimarlas correctamente.'>®

Una de las técnicas de deteccion mds novedosas que se acoplan a
LC es la espectrometria de masas de alta resoluciéon (HRMS), que se
basa en el uso de analizadores de masas hibridos como el cuadrupolo-
Orbitrap (Q-Orbitrap). Kaufmann et al. analizaron el desempefio
de un instrumento Orbitrap de etapa simple para determinar IVM,
ABA y otros antihelminticos en leche y tejido muscular. La alta
resolucion (50000 FWHM) del equipo permitié una deteccién
selectiva y sensible de los analitos sin la necesidad de fragmentar
los iones precursores, lo que ademds hace que la cuantificacion sea
mds facil que en LC-MS/MS. Esto fue especialmente beneficioso
para el andlisis de las avermectinas, que forman iones poco intensos
y/o muy resistentes a la fragmentacién ([M-Na]*)."*° Rabies et al.
exploraron la aplicacién del Q-Orbitrap acoplado a UHPLC en la
determinacién de varias LM. Evaluaron el desempefio de los modos
de operacidn escaneo (full scan-all ion fragmentation, aif) completo
y tSIM-dd MS/MS, y de la ionizacién por electrospray calentado en
modo positivo (HEST*) y negativo (HESI'). En el escaneo completo
no se utiliza el cuadrupolo y todos los iones son fragmentados, en el
modo tSIM-dd MS/MS sélo se monitorean y fragmentan los iones
precursores. En general, la técnica mostré un desempefio excelente.
Cuando se oper6 en AIF, el modo HESI* fue mds sensible que el
modo negativo. En contraste, cuando se trabajé con tSIM-dd MS/MS,
ambos tipos de ionizacién tuvieron un desempefio similar, y se
detectaron las LM a concentraciones de 0.1-0.5 pg kg'.'% Wang et al.
desarrollaron y validaron un método basado en la misma técnica para
determinar residuos de 105 farmacos veterinarios en leche, incluyendo
seis diferentes LM. El método mostré buena exactitud, repetibilidad
y sensibilidad para la cuantificacién, ademds de que fue posible
identificar los farmacos mediante sus espectros.!'®

VALIDACION DE METODOS

La mayoria de los métodos desarrollados para determinar LM
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son validados siguiendo los criterios establecidos en la Directiva
2002/657/CE, documento emitido por la Comisién Europea!'s!
donde se propone un enfoque sistematico para validar los métodos
analiticos. Segin este documento, las caracteristicas analiticas que
deben determinarse para validar los métodos analiticos cuantitativos
son, entre otros, la veracidad o recuperacion, precision, especificidad,
robustez, linealidad, limite de decisiéon (CCa) y capacidad de
deteccién (CCB).

La robustez es otra caracteristica que se recomienda evaluar. La
Directiva 2002/657/CE establece dos tipos de robustez: la robustez
por cambios menores y la robustez por cambios importantes,
dependiendo de 1a magnitud de las modificaciones que se realicen.!®!
Esta caracteristica es especialmente complicada porque implica la
realizacién de numerosas pruebas y en general, es dificil establecer
cudles son los factores que deben ser modificados.'®> En los métodos
de determinacién de LM, la robustez no se evalda frecuentemente.
Sin embargo, Galarini et al. evaluaron la robustez haciendo cambios
importantes en su metodologia, los cuales consistieron en analizar
tejidos, leche y alimento de especies animales diferentes a las
analizadas en la metodologia original.''® Cerkvenik-Flajs et al.
aplicaron una estrategia similar y evaluaron el impacto de utilizar
leche de bovinos y ovinos en el desempefio de su método.!'> Durden
y Wostke realizaron una evaluacién mds profunda de la robustez.
Modificaron ocho factores (volumen del solvente de extraccidn,
tiempos de mezclado y centrifugacién, pH del buffer de extraccién,
marca de los cartuchos de SPE, composicién y volumen de las
soluciones de lavado y volumen de elucién) y midieron el efecto
combinado e individual de estos factores sobre las recuperaciones,
areas de pico, concentraciones, etc., para lo cual aplicaron
conjuntamente el método de Youden, el disefio Plackett-Burmann y
la prueba Vander Heyden-Waters-Dovletoglou.!!°

De acuerdo con la Directiva 2002/657/CE la cuantificacién
en los métodos cromatogréficos debe realizarse con el método del
patrén interno.'®! Para la determinacién de LM suele adicionarse una
avermectina o milbemicina diferente a las que se estdn determinando,
aunque también se han empleado otros compuestos como benzo(k)
fluoranteno.® La Directiva 2002/657/CE también recomienda utilizar
andlogos con etiquetado isotdpico especialmente adecuados para la
MS,'®! por lo que algunos estudios los han empleado.®>!53

Otro aspecto que considerar en la determinacion de las LM es
la complejidad de las matrices analizadas, ya que pueden causar el
aumento o la supresion de la sefial analitica (efecto matriz). Debido
a la ionizacion, el efecto matriz es mas comun cuando se utiliza la
deteccién por MS, a diferencia de los detectores FLD y UV donde
este proceso no ocurre.'®® Una manera de verificar la presencia del
efecto matriz es comparar las sefiales analiticas de las curvas de
calibracion preparadas en solvente y en presencia de la matriz. La
magnitud y la naturaleza del efecto dependen del tipo de matriz y
del analito. Por ejemplo, en el andlisis de tejido muscular, la ABA,
DOR e IVM mostraron un aumento similar de la sefial analitica.”’ En
otro estudio, se encontrd que el incremento de la sefial por efecto de
la matriz (leche) era menor en la DOR que en la IVM y MOX.%” En
contraste, cuando se analiz6 agua, el efecto de la matriz sobre la MOX
fue negativo, es decir, la sefial analitica disminuyd.'>* Moschou et al.
encontraron efectos de supresién (EPR, ABA, IVM) y aumento
(DOR y MOX) de la seiial en el andlisis de tejido de pescado.®> Una
evaluaciéon mds profunda del efecto matriz la realizaron de Souza
Santos Cheibub et al. Compararon estadisticamente las pendientes
de las curvas de calibracion en solvente y en matriz (queso). En este
dltimo caso se emplearon curvas preparadas con muestras individuales
y agrupadas. En ninguno de los casos se observé algin efecto de la
matriz, excepto en la EPR, que mostré un efecto leve en la muestra
agrupada.®® Ademds de la adicién de un patrén interno, el uso de
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curvas de calibracion preparadas en presencia de la matriz y el método
de adicién estandar®>15136164 son otras estrategias para contrarrestar el
efecto matriz. En la Directiva 2002/657/CE se establece que las curvas
de calibracidn que se utilicen para la cuantificacién deben contener, al
menos, cinco niveles de concentracién. Ademds, es necesario calcular
el rango de trabajo, funcién de calibracion, bondad de ajuste, entre
otros pardmetros estadisticos.!®!

Macedo et al. construyeron una curva de calibracién con
muestras de mantequilla fortificadas y calcularon el CCa y CCf3 de
la ABA, DOR, IVM y MOX a partir del valor del intercepto de la
curva.® Por otra parte, Riibensam et al. calcularon el CCa y CCf3 de
laABA, DOR, EPR, EMA, IVM y MOX analizando 21 muestras de
tejido de bovino fortificadas.!®® A pesar de que la Directiva 2002/657/
CE no contempla el cdlculo de los limites de deteccién (LOD) y
cuantificacion (LOQ), estos pardmetros son importantes, sobre todo
para analitos que no tienen un valor de limite mdximo permitido
establecido.'®® Por eso, la gran mayoria de los métodos revisados
reportan el LOD y LOQ junto con el CCa y CCP.

Finalmente, otra caracteristica de funcionamiento, segtn la
Directiva 2002/657/CE, es la estabilidad del analito.'®! Del Bianchi
evaluaron la estabilidad a corto plazo de la MOX en muestras de tejido
animal bajo diferentes condiciones de temperatura, luminosidad y
humedad. También evaluaron el efecto de los ciclos de congelamiento/
descongelamiento sobre la estabilidad del analito. Los autores
concluyeron que la MOX es estable bajo condiciones estindar de
laboratorio y después de ser congelada y descongelada en periodos
de 24, 48 y 96 horas.®®

CONCLUSIONES

El desarrollo de nuevos métodos ha crecido notablemente en
las dltimas dos décadas y su alcance se ha hecho cada vez mayor,
llegando a matrices poco convencionales (i.e. agua, tierra, algas).
También, se han adaptado y desarrollado técnicas de extraccién
y andlisis que permitan que la determinacién sea mds rdpida y
confiable. La mayorifa de los métodos revisados se enfocan en el
andlisis de LM en heces y plasma sanguineo con el fin de caracterizar
su farmacocinética. El andlisis de matrices bioldgicas y ambientales
tiene como objetivo confirmar la presencia de LM y determinar si
su concentracion rebasa los limites permitidos. La extraccién con
ACN es el principal método de aislamiento de las LM, aunque se
han utilizado otros solventes como el isooctano y la acetona. La
principal técnica de purificacién de los extractos sigue siendo la
extraccion en fase sélida (SPE). Sin embargo, en los dltimos afios
se han aplicado el método QUEChERS, la dispersién de la matriz en
fase s6lida (MSPD), la extraccion con purificacién a baja temperatura
(LTP), extraccion acelerada con solventes (ASE), entre otras. La
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) es la técnica
mds empleada, aunque en la actualidad la cromatografia liquida de
ultra alta resolucién (UHPLC) ha ganado terreno. La separacion de
los analitos se realiza aplicando sistemas de elucidn isocréticos y
con gradiente, empleando columnas cromatogréficas de fase reversa
relativamente cortas. En algunos casos, es posible hacer que los
extractos pasen directamente a la columna cromatogréfica lo que
agiliza los andlisis y mejora el desempefio del método. La fase mévil
es otro aspecto critico y su composicion depende de los analitos y
el detector empleado. La detecciéon de LM puede llevarse a cabo
por UV/Vis, FLD, y MS. La fluorescencia se ha preferido por su
selectividad y sensibilidad, ademas de que es una técnica de bajo costo
en comparacién con MS, pero para utilizarse con las LM es necesario
realizar una derivatizacién. Sin embargo, recientemente se ha
cuestionado las ventajas de esta técnica de deteccién y se ha sustituido
paulatinamente por MS. La espectrometria de masas en tdndem es
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la mds utilizada, con diferentes modos de ionizacién y analizadores
de masas. Recientemente se han desarrollado métodos basados en
el uso de analizadores de masas como la trampa de iones lineal, el
tiempo de vuelo y el Orbitrap que han mejorado considerablemente
la sensibilidad y selectividad de los métodos, permitiendo, ademads,
el andlisis de mds de 100 farmacos simultdneamente. También se
revisaron brevemente las caracteristicas analiticas mds importantes
que se evaltan en la validacién de métodos de acuerdo con la Directiva
2002/657/CE, haciendo énfasis en su aplicacion en los métodos de
determinacién de LM.
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