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RESUMEN

En el analisis de metabolitos de 5-nitrofuranos actualmente se emplean sistemas en fase
liquida, acoplados a analizadores de masas/masas LC/MSMS los cuales son muy costosos.
En este estudio se presenta un método alternativo en el cual se utiliza un sistema en fase
gaseosa, con analizador de masa secuencial de trampa de iones y un sistema de inyeccién
de temperatura programable GC/PTV/EI/MS®, para introducir los metabolitos de 5-nitro-
furanos, a baja temperatura y derivatizarlos para evitar la degradacion térmica de estos
compuestos en el sistema de inyeccién. La derivatizacion de los metabolitos con anhidri-
do heptafluorobutirico (HFBA) en el inyector de temperatura programable (PTV), permite
obtener estructuras térmicamente estables y se logra una mayor informacién estructural.
Utilizando este método se obtuvo la caracterizacion de cuatro derivados heptafluorobu-
tirilados de metabolitos de nitrofuranos: semicarbazida (SEM), 3-amino-2-oxazolidinona
(AOZ), 3-amino-5-morfolinometil-2-oxazolidinona (AMOZ) y 1-aminohidantoina (AHD) en
tejido animal de ganado porcino a un nivel de concentracién de 1ug/kg.

ABSTRACT

Currently, liquid phase systems are used in the analysis of metabolites of 5-nitrofuranes,
connected to mass/mass LC/MSMS analyzers of which are very expensive. In this study
an alternative method is presented in which a gaseous phase system is used, with an ion
trap sequential mass analyzer and a temperature programmable GC/PTV/EI/MSS5 injec-
tion system, to introduce 5-nitrofuranes metabolites, at low temperature and as derivatized
to avoid the thermal degradation of these compounds in the injection system. Thermally
stable structures are obtained with by derivitizing the metabolites with heptafluorobutyric
anhydride (HFBA) in the temperature programmable injection system, and greater struc-
tural information is also obtained. Using this method the characterization of four hepta-
fluorobutyrates derivatives of metabolites of 5-nitrofuranes was obtained: semicarbazide
(SEM), 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ), 3-amino-5-morfolinomethyl-oxazolidinone (AMOZ)
and l-aminohydantoine (AHD) in porcine tissue at a concentration of 1ug/kg.

INTRODUCCION

Los derivados de 5S-nitrofuranos corresponden a un grupo de sustancias antimicrobianas utilizadas contra
algunos agentes patogenos, su uso puede constituir un riesgo para la salud publica, cuando su aplicacién se
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SEM; AMOZ; AOZ; AHD; GC/PTVIEI/
MSMS.

Keywords:
SEM; AMOZ; AOZ; AHD; GCIPTVIEI
MSMS.

proporciona en forma indiscriminada a los animales cuya carne es utilizada
para consumo humano (Matus, 2005).

Los derivados de 5-nitrofuranos mas empleados son: Nitrofurazona, Fu-
razolidona, Furaltadona y Nitrofurantoina los que se metabolizan rapida-
mente originando sus respectivos metabolitos persistentes: Semicarbazida
(SEM), 3-amino-2-oxazolidinona (AOZ), 3-amino-5-morfolinometil-2-oxazo-
lidinona (AMOZ), 1-aminohidantoina (AHD) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de derivados de 5-nitrofuranos, metabolitos y sus respectivos metabolitos derivatizados.

Los ensayos toxicolégicos realizados desde el ano
1993, tanto in vivo como in vitro arrojan resultados
que demuestran el potencial mutagénico, carcinogé-
nico y teratogénico de estos compuestos (Comision de
Emergencia Sanitaria Apicola, 2005).

El monitoreo de los metabolitos de 5-nitrofuranos en
alimentos de origen animal en la actualidad se realizan
fundamentalmente por dos tipos de métodos: presun-
tivos y confirmatorios; los métodos presuntivos, como
los microbiolégicos, inmunoensayos, la cromatografia de
liquidos de alta resolucién con detector de ultravioleta
(HPLC-UV) y el sistema de ensayo receptor CHARM II
(Tangallapally, 2007; Vass, 2005; Lanzelotti, 2004), se
utilizan para la estimacion de residuos de antibi6ticos
en alimentos de origen animal, su gran ventaja es que

requieren de minima extraccién y procedimientos de
limpieza, ademas son relativamente econémicos y de fa-
cil aplicacién a gran escala. La gran desventaja de todos
estos métodos radica en que la deteccion positiva en es-
tas pruebas conlleva al uso de un método confirmatorio
especifico como el sistema de cromatografia de liquidos
acoplado de triple cuadrupolo (LC/QQQ/MS/MS) (Dia-
rio oficial de las comunidades Europeas, 2002, Effke-
mann, 2004), y el sistema de cromatografia de liquidos
de alta resolucion con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD) (Harting, 2005), los cuales debido a su alta
especificidad, sensibilidad y rango cuantitativo, permite
una elevada confiabilidad y disminucién de resultados
de ensayos de falsos positivos y negativos, con limites de
deteccion entre 0,3-5 ppb (FDA, 2006). Estos métodos
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son obligatorios de acuerdo a las politicas de residuos de
antibiéticos que actualmente rigen a nivel internacional
(Montoya, 2003). Sin embargo, tienen un costo alto y no
estan al alcance de la mayoria de los laboratorios en las
diferentes partes del mundo (Finzi, 2005).

Paises como Canada, Japén y la Union Europea
(UE) han incluido el sistema LC/MS/MS para detec-
tar niveles de 0,1 ppb de metabolitos de 5-nitrofura-
nos. En los EE UU la Administracion de Alimentos y
Drogas (FDA) también ha validado la metodologia por
LC/MS/MS para confirmar los niveles de metabolitos
de 5-nitrofuranos en camaroén, pescados y miel (FDA,
2006). Esta metodologia de EE UU es similar y tiene
coincidencia con los métodos de Canada y UE. Por lo
que hoy en dia es el método aplicado por las autorida-
des sanitarias de casi todos los paises para el analisis
de nitrofuranos en todo el mundo. Este método no es
de facil aplicacién, requiere de tecnologia sofisticada y
personal altamente calificado. Estas desventajas men-
cionadas hacen que en estos momentos su aplicacién
a gran escala sea complicada.

La finalidad de esta investigacion es desarrollar un
método analitico por el sistema GC/PTV/EI/MS?, para
la determinacién de residuos de metabolitos de 5-ni-
trofuranos en tejido animal de ganado porcino. Em-
pleando el anhidrido heptafluorobutirico para evitar
la degradaciéon térmica de los metabolitos estudiados
como una nueva propuesta para la derivatizacion de
los metabolitos de nitrofuranos y realizando la deriva-
tizacion en el puerto de inyeccidén con un programa de
temperatura el cual es capaz de derivatizar los meta-
bolitos de 5-nitrofuranos evitando su descomposicién
térmica, logrando estructuras de las amidas ciclicas
conocidas como lactamas: HFBA-AMOZ, HFBA-AHD,
HFBA-AOZ, HFBA-SEM. Estas estructuras son es-
tables para realizar un analisis en fase gaseosa bajo
las condiciones analiticas estudiadas (Figura 1). Este
desarrollo analitico podria aportar en el futuro una
nueva panoramica en el analisis de metabolitos de
S-nitrofuranos teniendo una mayor selectividad y es-
pecificidad que los sistemas LC/MSMS, los cuales en
muchas ocasiones es necesario emplear compuestos
deuterados para evitar falsos positivos y negativos.
Este método de formacién de amidas de metabolitos
de 5-nitrofuranos heptafluorobutirilados presenta una
alta sensibilidad, especificidad, facil aplicaciéon y bajo
costo con respecto a los sistemas LC/MSMS.

MATERIALES Y METODOS.
Reactivos y patrones analiticos. Para la extraccion

de metabolitos de derivados de 5-nitrofuranos de te-
jido animal de porcino, se utiliza hidréxido de sodio y
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acido clorhidrico, grado reactivo, metanol y acetato de
etilo grado OmniSolv de alta pureza Spectrum, fosfa-
to de sodio hidratado grado reactivo VWR, anhidrido
heptafluorobutirico Supelco, Semicarbazida, 3-ami-
no-2-oxazolidinona, 5-morfolinometil-3-amino-oxa-
zolidinona, l-aminohidantoina estandares analiticos
de Sigma Aldrich.

Instrumentaciéon Analitica. Para el analisis de
muestras se utiliza un sistema en fase gaseosa, una co-
lumna capilar equity TM-5 30m x 0,25mm x 0,25um de
pelicula, con analizador de masa secuencial de trampa
de iones y con un inyector de temperatura programable
GC/PTV/EI/MS® marca Thermo Electron Co. integrado
por: Inyector automatico modelo AI3000, GC TraceGC
ultra, equipado con un PTV, un analizador de trampa
de iones MS Finnigan Polaris Q, Software de procesa-
miento de datos PC Xcalibur 1.4 data system.

Las condiciones de operaciéon en el inyector de
temperatura programable a fin de llevar a cabo la re-
accion de derivatizaciéon y limpieza de la muestra son
las siguientes: inlet temperature: 40 °C, split flow: 50
(mL/min), splitless time: 1 min, solvent valve tempe-
rature: 100 °C. Con respecto a la fase de inyeccion:
una presion de 17,4 psi durante 0,20 min, la trans-
ferencia de las amidas heptafluorobutiriladas a la co-
lumna analitica se realiza a una presién de 17,4 psi, a
una velocidad de 10 °C/s hasta una temperatura final
de 250 °C durante 2,0 min, la limpieza del sistema se
realiza con un flujo de 50 mL/min a una velocidad de
10 °C/s hasta 250 °C por 12,0 min, la purga del sep-
tum es constante.

Condiciones del horno: La temperatura inicial del
inyector de 40 °C en el modo PTV splitless y tempera-
tura final de 250 °C. La temperatura inicial del horno
es de 60 °C con un tiempo de inicio de 7,20 min y un
incremento de la temperatura de 15°C hasta llegar a
una temperatura final de 230 °C.

Parametros analiticos de la trampa de iones: El
modo de adquisicion de datos es barrido total y masas
masas con una celda de impacto electrénico (EI+) la
temperatura de la fuente 150 °C la temperatura de la
linea de transferencia 200 °C, el flujo damping de helio
0,3 mL/min, la energia de ionizacion 70 eV y la corrien-
te de emision de 250 pA, las masas de calibraciéon y los
lentes son afinados cuando se realiza la limpieza de la
celda, la limpieza de la trampa y la calibracion se lleva
a cabo utilizando perfluorotributilamina, el niumero de
microscan en el modo de barrido completo de masas
masas es de 3 ms, el rango de masas es de 20 uma a
800 uma, para la cuantificaciéon MSMS se utiliza una
energia maxima de excitacion con g=0,225, tiempo de
aislamiento de 0,2 ms, ventana de aislamiento igual a
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8 y excitacion por colision inducida igual a 13, 11, 15
y 12, las condiciones analiticas para masas masas se
encuentran resumidas en la Tabla 1.

Preparacion de los patrones analiticos.

Preparacion de las soluciones madre de los nitrofu-
ranos (100 mg/L): Se pesan 10+0,1 mg (0,010+0,001
g) en una balanza analitica Plus OHAUS y aforar a 100
mL en un matraz volumétrico ambar Clase A con me-
tanol grado cromatografico, se corrigi6é la concentra-
cién obtenida con la pureza del material de referencia.
Una vez preparada la solucion madre se transfiere en
un frasco ambar de 120 ml para su almacenamiento
en congelacion.

Soluciones de trabajo de los metabolitos de ni-
trofuranos: Las soluciones madre se prepararon a 1
mg/mL en metanol, los derivados de los metabolitos
de nitrofuranos son sensibles a la luz, por esta razon
se debe evitar la exposicion prolongada a fuentes de
luz durante la preparacion.

Se toman 10 uL de la solucion madre de cada ni-
trofurano de 100 mg/L y se afora en un matraz volu-
meétrico de 10 mL case A con metanol grado cromato-
grafico. La solucién de trabajo se transfiere a viales
ambar de 15 ml para su almacenamiento.

Para la fortificacion de la muestra se pesan 5g de
musculo de ganado porcino en un tubo de centrifuga
de polipropileno de 50 mL y se fortifica cada muestra
control con 50 uL de una concentracion de 0,1 ng/uL
para obtener una concentraciéon de 1ug/kg.

Preparacion de la muestra.

Un gramo de la muestra de tejido animal de gana-
do porcino se fortifica con una solucion de los cuatro
metabolitos de nitrofuranos con una relacion metabo-
lito: muestra de 1 pug/kg, se homogeniza en vortex por
un minuto, se hidroliza en medio acido anadiendo 5
ml de acido clorhidrico 0,2 My se incuba a 37° C por

Tabla 1.
SRM: Monitoreo de reaccion seleccionada.

DIRECCION DE INVESTIGACION Y POSGRADO

12 horas. Posteriormente se enfria a 25°C, se neutra-
liza con una solucién de 500 mL de Na,PO, 0,3 My se
lleva a un pH 7 con NaOH 2M.

Posteriormente se afade 4 ml de acetato de etilo
OmniSolv y se centrifuga a 3000 rpm, se repite el paso
anterior y se combinan los dos extractos, se lleva a se-
quedad a una temperatura de 40°C en un evaporador
de nitrégeno y se reconstituye con 80 uL de acetato
de etilo y 70 uL de anhidrido heptafluorobutirico, uti-
lizando un inserto de vidrio silanizado Agilent de 120
uL de fondo plano y soportado en vial de 2 ml Agilent,
finalmente se mezcla en un agitador vortex. La mues-
tra se inyecta en el sistema GC/PTV/EI/MS/MS des-
crito anteriormente (Velazquez, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

La decision de la comision 2002 /657 /CE establece que
los limites minimos de funcionamiento exigidos de los
métodos analiticos utilizados para la determinacion de
metabolitos de Nitrofuranos, de 1 pg/kg, ésta es la ra-
z6n por la que el método fue desarrollado a fin de dar
cumplimiento a las regulaciones internacionales.

Estudios de caracterizacién de metabolitos de 5-ni-
trofuranos realizados en nuestro laboratorio, emplean-
do inyectores split splitless en un intervalo de tem-
peratura de 150°C-250°C, en varias adquisiciones de
diferentes muestras, observamos la degradacién total
de los metabolitos de nitrofuranos, lo cual nos indica
que estos metabolitos presentan una baja estabilidad
térmica. Por esta razén en este trabajo se propone el
uso combinado del PTV inyectando estos metabolitos a
40°C, temperatura en la que son estables y se hacen re-
accionar in situ con anhidrido heptafluorobutirico con
el programa de temperatura anteriormente descrito,
para obtener las correspondientes amidas heptafluoro-
butiriladas que presentan estabilidad térmica.

Por tales razones el propodsito de este estudio fue
desarrollar un método analitico alternativo a los que

Metabolitos de Tiempo de Ion Padre Iones Hijos V‘entar.xa de 'I.‘lemp.o de l.:‘.:.ntargm de‘ 90-
. i Ion mole- aislamiento aislamiento lisién (Collision
Nitrofurano Retencion (Parent) (Product)
derivatizado . cular (m/2) . s (Isolation (Isolation Energy)
Width) Time) \Y|
HFBA-AOZ 6,26 494 494 424,407,255 8 0,2 12
HFBA SEM 5,24 663 660 464,215,150 8 0,2 15
HFBA-AMOZ 3,46 397 397 196,169,131 8 0,2 13
HFBA-AHD 4.34 507 294 267,223,169,100 8 0,2 11
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Figura la. Espectros de masas de amidas heptafluorbutiriladas de los metabolitos de nitrofuranos.

ya se vienen utilizando en todos los laboratorios a nivel
internacional, basado en utilizar un sistema de croma-
tografia gaseosa acoplado a un analizador de trampa de
iones el cual permite realizar mediciones en los modos
de barrido completo (Full Scan), monitoreo de iones se-
lectivos (SIM) y de masas masas (MS/MS). Este sistema
analitico pudiera tener una gran sensibilidad y especi-
ficidad para la cuantificacion de metabolitos de nitrofu-

44  vol. 18 no. 3 Septiembre-Diciembre 2008

ranos en diferentes matrices biologicas, en este estudio
preliminar utilizamos tejido animal de porcino. Con es-
tos modos de adquisiciéon anteriormente descritos que
permiten estos sistemas en el modo de barrido comple-
to se pudo lograr los tiempos de retencién y los pesos
moleculares de cada uno de los cuatro metabolitos de
nitrofuranos estudiados, obteniendo la huella digital de
las estructuras de estos metabolitos (Figura 1la).
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Figura 2. Espectro de masas del metabolito derivatizado semicarbazida (SEM).

Se realiza el estudio de poder lograr el espectro del HFBA bajo las con-
diciones analiticas del método desarrollado en el inyector de temperatura
programable, llegando a la conclusién que él mismo se elimina por el
flujo del split de 50 ml/min, por lo que el derivatizante no interfiere en los
espectros de masas obtenidos durante los procesos de adquisicion.

Una caracteristica al parecer muy importante de este método ana-
litico desarrollado, es que en las masas bajas hay un comportamiento
repetitivo que caracteriza a esta familia de metabolitos de nitrofuranos
ya que los iones m/z = 43 [HNCO]", m/z = 69 [CF,]*, m/z = 100 [C,F ],
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Figura 3. Espectro de masas del metabolito derivatizado 3-amino-morfolinometil-2-oxazolidinona (AMOZ).
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m/z =169 [C,F |*, siendo la huella
digital en las masas bajas de estos
cuatro metabolitos estudiados, la
diferencia entre ambos métodos es
que al comparar este método anali-
tico con los métodos de LC/MSMS
vemos como por ejemplo en la SEM
el metabolito 2-NBA-SEM, el peso
molecular obtenido es de 209 el
cual generalmente tiene baja inten-
sidad con una masa de 209 uma
(Hurtaud, 2006; Saari, 2004; Zoll-
ner, 2003) y en el caso del método
propuesto GC/MSMS se obtiene
el cluster en las masas altas con
un i6n molecular de 661 uma, con
una intensidad del i6n molecular
casi del 100% (Figura 2).

La derivatizacion en los métodos
analiticos por cromatografia liquida
es necesaria porque mejora la efi-
ciencia y la sensibilidad del método,
indistintamente en espectrometria
de masas y cuando se utiliza la cro-
matografia liquida es practicamente
obligatorio el empleo de las reaccio-
nes de derivatizacion para mejorar
la sensibilidad y selectividad en las
masas baja. En los métodos en LC/
MSMS la derivatizacion de los nitro-
furanos se realiza con el p-Nitroben-
zaldehido produciendo derivados
iminas para mejorar la respuesta
UV cuando se emplean detectores
de arreglo de diodos, la masa mo-
lecular del analito en estos casos
se incrementa de 75 que es el peso
molecular del SEM en tres veces ob-
teniéndose el peso molecular del de-
rivado de 284 g/ml, esto disminuye
el background en las masas bajas,
pero no lo reduce por completo, por
lo que hoy en dia para su cuantifica-
cion se esta exigiendo la utilizacion
de compuestos deuterados de estos
metabolitos (Pereira, 2004).

En el sistema desarrollado la
derivatizacion se realiza con HFBA,
logrando que la masa molecular se
incremente en 8,5 veces con res-
pecto al metabolito derivatizado,
que es de 661 uma (cluster) (Figu-
ra 2), en este caso la molécula del
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metabolito derivatizado se ve favorecida porque se incrementa la energia
de resonancia del 3HFBA-SEM con respecto al compuesto original, por
lo que la energia total de la molécula disminuye y es por esta razén que
el i6n molecular tiene una intensidad elevada con respecto al derivado
obtenido con 2-NBA-SEM, derivatizado con el p-Nitrobenzaldehido.

Estos objetivos de desarrollo del método estan basados en la hipdtesis
de que las moléculas termolabiles de los metabolitos AHD, SEM, AMOZ,
AQZ, son estables si las mismas son protegidas en los puntos débiles de
la molécula, en las figuras 2, 3, 4 y 6 se pueden observar los espectros
de masas de barridos completos de cada uno de los metabolitos. En los
parametros relacionados a la fragmentacion masas masas (MS/MS) fue-
ron estudiados aunque trabajamos en su total optimizacién, focalizando
en particular la energia de colision y el voltaje aplicado a los iones padre,
en vista de obtener una mayor sensibilidad y especificidad en los espec-
tros de masas tandem (Tabla 1). La energia de colision fue seleccionada
para producir una mayor intensidad de los iones hijos (iones producto) y

T: + ¢ Full ms [20.00-800.00]
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Figura 4. Espectro de masas del metabolito derivatizado 3-amino-2-oxazolidinona (AOZ).
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Figura 5. Reaccion de la derivatizacion de la Semicarbazida con HFBA en el inyector PTV.
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manteniendo el i6n precursor con
una intensidad minima del 5%, es-
tas condiciones fueron estudiadas
utilizando la matriz de tejido de ga-
nado porcino y estudiando el efec-
to que pudiera tener la contamina-
cion de la matriz en una secuencia
de mediciones de varias muestras.

Para optimizar completamen-
te este método se pudieran reali-
zar ajustes y hacer cambios en la
energia de colision para optimizar
el espectro de barrido total de los
iones hijos del i6n padre. Los pun-
tos de identificacion en este siste-
ma GC/PTV/EI/MS/MS pudieran
ser seleccionados de acuerdo a los
criterios desplegados en la Tabla 1,
en los cromatogramas los tiempos
de retencién variaron alrededor
de 0,2% entre las muestras de la
matriz estudiada. En los proximos
estudios realizaremos mediciones
con otras matrices y mediremos la
relaciéon sefal/ruido para evaluar
el volumen de muestra que puede
ser inyectado a través del PTV es-
tudiando el efecto del ruido de fon-
do de la columna y del método de
extraccion, esto nos dara la posibi-
lidad de poder optimizar el efecto
de la energia de colision (CID) y el
voltaje de excitacion (g) que pue-
de tomar valores de 0,225, 0,3 y
0,45, de acuerdo a estos valores
nos darda un compromiso entre la
seleccion del rango de masa de los
iones producto para lograr obtener
de acuerdo con la complejidad de
la matriz una intensidad del i6n
precursor de alrededor del 5%. Du-
rante el proceso de derivatizacion
de las moléculas de los metaboli-
tos de nitrofuranos, se formaron
derivados estables, la muestra se
reconstituye con 70 uL de HFBA
y 80 uL de acetato de etilo en un
vial, mezclandose en un vortex por
1 min y se inyecta 1 uL en el PTV,
bajo estas condiciones el porcenta-
je del coeficiente de variacion por
altura es de 1,89% y el porcentaje del
coeficiente de variacién por area es
de 12,25%.
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Figura 6. Repetibilidad y estabilidad térmica del AHD en el inyector PTV.
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Figura 7. Probable ruta de fragmentacion del 3-amino-2-oxazolidinona (AQZ).
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Para evitar los efectos de la humedad
en el medio ambiente y la descomposicion
térmica, se derivatizan los metabolitos de
nitrofuranos extraidos de la matriz de
ganado porcino que fue previamente for-
tificada a 1 ug/kg, con anhidrido hepta-
fluorobutirico (C,F,C0O),0 en exceso con
las condiciones de temperatura y presion
anteriormente descritas, en el interior
del inyector de temperatura programable
del sistema GC/PTV/EI/MS/MS con el
programa de temperatura anteriormente
descrito. Obteniéndose las estructuras
de los metabolitos derivatizados de 5-
nitrofuranos: HFBA-AMOZ, HFBA-AHD,
HFBA-AOZ, HFBA-SEM, los que se mues-
tran en la Figura 1.

La reaccion de derivatizaciéon con
HFBA para el metabolito de la nitrofura-
zona se representa en la Figura 5.

Reacciones similares ocurren con los
otros tres metabolitos, con el AMOZ se
forma un derivado monosustituido con el
AHD un derivado disustituido y con el AOZ
se forman derivados monosustituidos.

La sensibilidad del método depende
en gran parte de la estabilidad térmica
de los metabolitos derivatizados, para de-
mostrar lo anterior, se realizaron adqui-
siciones en el sistema analitico en con-
centraciones de 0,5, 1, Sy 10 ng/uL y a
partir de los resultados obtenidos se de-
termind fortificar las muestras de tejido
a una concentraciéon de 1 ug/kg, cuyos
espectros de masas de barrido completo
de 20-800 uma de los metabolitos deriva-
tizados se observan en la Figura 1la.

Un ejemplo donde no se observan
productos de descomposicion térmica se
observa en la Figura 6, en donde los cal-
culos arrojan un coeficiente de variacion
de 1,8%.

Debido a que los espectros de masas
de los derivados heptafluorobutirilados
de los metabolitos de 5-nitrofuranos, no
se encuentran reportados en la libreria
de referencia (NIST® 98 y Wiley® 275).

La propuesta de ruta de fragmenta-
cion del AOZ, se describe en la Figura 7.
Entre las ventajas de este método anali-
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tico esta la posibilidad de hacer inyecciones multiples, que va a estar en
dependencia de las condiciones de limpieza de la fuente de ionizacion,
liner y otros componentes del sistema que influyen en la relacién sefial/
ruido del equipo de medicién, ademas la reaccién en el puerto de inyec-
cion con el HFBA como una nueva posibilidad de derivatizar los metabo-
litos de nitrofuranos en un sistema en fase gaseosa.

En el método desarrollado, realiza una reaccion con el anhidrido hep-
tafluorobutirico en el PTV a baja temperatura, evitando la degradacion de
los metabolitos de nitrofuranos en el puerto de inyecciéon, ademas los es-
pectros de masas originan una mayor informacion estructural, por estas
razones estamos proponiendo como metodo alternativo para el analisis
este tipo de familias de compuestos, una comparacion entre los sistemas
LC/MSMS y el GC/MSMS se presenta en la Tabla 2 (Cooper, 2005). Los
iones moleculares padres (M*) de los metabolitos derivatizados formados
con HFBA se muestran en la Tabla 1, donde los derivados que se forman
en el inyector PTV, son estables bajo las condiciones de trabajo, este sis-
tema desarrollado una vez optimizado con los parametros presentados
en Tabla 1y validado pudiera ser superior que los sistemas tradicionales
empleados en la actualidad para el analisis de nitrofuranos.

CONCLUSIONES.

El sistema GC/PTV/EI/MSMS de la compaiia Thermo Electron Corpo-
ration empleado para detectar metabolitos de nitrofuranos con el método
de tratamiento de la muestra experimentado, con la derivatizacion em-
pleando el anhidrido heptafluorobutirico, combinado con el sistema ana-
litico en fase gaseosa propuesto, empleando el inyector de temperatura
programable, es una configuraciéon mas economica, sensible y especifi-
ca, la cual para confirmacién no necesita emplear derivados deuterados
como se exige actualmente en los sistemas LC/MSMS para la determina-
cion de metabolitos de nitrofuranos en tejido animal en fortificaciones en
concentraciones establecidas por los limites minimos de funcionamiento
exigidos (MRPL) por lo que este método sirve para detectar y confirmar
los residuos de metabolitos de nitrofuranos. Una vez optimizado el vo-
lumen de inyeccién, los limites de cuantificaciéon pudieran ser menores

Tabla 2.
Comparacion del analisis de metabolitos de nitrofuranos por LC/GC.
PARAMETROS DE LC/ESI/QQQ/MSMS GC/PTV/EI/MSMS
EVALUACION TRIPLE CUADRUPOLO TRAMPA DE IONES
Barrido completo (Full Scan) I.nfo.rmacmn estructural Hue‘lla digital de la
limitada molécula
Eleccion de iones i L
Un solo ion precursor Varios iones precursores
precursores

Tones diagnéstico (fracciones
de masa y puntos de ID
obtenidos)

De un fragmento de la
molécula

De varios fragmentos de la
molécula

Iones hijos Un solo i6n hijo Varios iones hijos

2 iones precursores cada
uno con un ién de segunda
generacion (no cumple)

Puntos de identificacion Posibilidad de 5 o mas
puntos de ID

Peso molecular del derivado Menor peso molecular Mayor peso molecular
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de 1 ug/kg las recuperaciones ob-
tenidas estuvieron en un rango de
80%-110%.

Para lograr la optimizacion y va-
lidacion de este método propuesto
se deben lograr valores optimos de
los parametros de la energia maxi-
ma de excitacion (Maximum Exci-
tation Energy, Activation g), voltaje
resonante de excitacion (Resonance
Excitation RF voltage) tiempo de ais-
lamiento (Isolation Time) y ventana
de aislamiento (Isolation Width) en
el sistema analitico empleado para el
desarrollo de este método y una vez
logrado esto se pudiera presentar a
las autoridades sanitarias corres-
pondientes, como una propuesta de
método alternativo.

Para realizar mediciones ruti-
narias y dar cumplimiento a los
reglamentos de las autoridades sa-
nitarias, es necesario efectuar un
estudio de aptitud entre los labora-
torios que analizan estos residuos
en México.
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