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Control de hormonas naturales en
muestras biologicas: un reto por abordar

Alimentacion



Determinadas sustancias promotoras del crecimiento pueden
tener un origen diferente a la administraciéon intencionada.

!

Esto plantea un reto importante en su control, debido a que se
exige probar el abuso.

Para abordar esta cuestion, el EURL ha elaborado el Reflection
paper 2.0:

- Origen de estas sustancias

- Métodos analiticos

- Investigacion

- Estrategias de control
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EURL Reflection paper 2.0:

Natural growth promoting substances in biological
samples

Presence - and formation - of hormones and other growth promoting
substances in food producing animals.

Current approaches for enforcement and research needs for full implementation in residue
control
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De los grupos de los que somos LNR, las hormonas son el grupo mas

importante.

Actualmente, los unicos métodos que prueban el abuso son:

- Deteccidon de ésteres de hormonas en pelo/plasma/suero, dado que
estos no se forman en la naturaleza

- Técnicas basadas en el ratio isotdopico (IRMS), donde la diferencia en
el contenido de 3C y el 'C permite la discriminacion del origen de la
molécula.
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Recomendaciones EURL:

- Implementar programas nacionales de determinacion de ésteres en pelo
- Implementar un método de screening para discriminar entre no tratado y

sospechoso de haber sido tratado y posteriormente confirmar por IRMS Stable Isotope Ratio - ' "
- Continuar lainvestigacion en métodos de screening como el perfil de MassSpeetrometor

esteroides o los niveles umbral de metabolitos, asi como seguir
recogiendo datos.
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Enfoque desde otros laboratorios
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Paises Bajos (WFSR como LNR) WOSENINEEN

Aplican CCa = se preguntan si su definicion es valida para hormonas naturales

W3

/Jj” 17-beta-estradiol

Pt
00 Concentratiork8 pg/LACCa 0,36 ug/L)

=
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17p3-Estradiol
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Aguaculture
Bovine

Horses
Porcine
Poultry
Sheep [ Goats

Endogenous, no current criteria for discrimination

Endogenous, limited quantitative criteria available for serum and muscle. Currently no criteria for
discrimination based on urine analyses. Some laboratories have implemented GC-cIR-MS for confirmation.
Endogenous, no current criteria for discrimination

Endogenous, no current criteria for discrimination

Endogenous, no current criteria for discrimination

Endogenous, no current criteria for discrimination
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Paises Bajos (WFSR como LNR) it s

En respuesta a esto, han intentado establecer “valores umbral” a partir de los datos obtenidos en control oficial
(¢todos los animales son “no tratados”?):

>50 hallazgos > umbral en el percentil 99 (deja el 99% de los valores por debajo)

| 17a-estradiol

210
171

0,25 ug/L

13 ug/L
120 (70%) (<1 ug/L)
148 (86%)(<2 ug/L)
167 (98%)(< 5 ug/L)
170 (99%) (< 10 ug/L)

Proposed Signal Limit: 10 ug/L

Farm, male

<50 hallazgos > limite segln valores e informacién conocida (mas subjetivo)

17a-testosteron

male female
20 115
20 114
2,7 ug/L 0,49 ug/L . s el
g T Proposed Signal Limit: 100 ug/L
4(20%)(< 10 ug/L) 12 (11%)(< 2 ug/L)
Slaughterhouse, male 10(50%)(<25ug/l) 55 (48%) (< 5ug/L)

15 (75%)(< 50 ugL) 81 71%) (< 10 ug/L)
18 (90%) (<100 ug/L) 106 (93%) (< 50 ug/L)
2(10%) (>100ug/L) 100 pg/L(99%-waarde)
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Paises Bajos (WFSR como LNR)

Por lo tanto, la informacién emitida puede ser:

1. Concentracién < CCa = conforme

2. Concentracion > CCa pero < “valor umbral” 2 “detectado”
3. Concentracion > “valor umbral” 2 “no conforme”

En el ultimo caso, se avisa a la autoridad competente y se la recomienda una inspeccion,

toma de nuevas muestras, etc.

Beprosvingsrapport ~ Joeser=am
Monstergegevens
Zegelnummer: 65303010
Datum monstermame: 04-08-2025
Datum monsterontvangst 05-08-2025
Datum start analyse: 0B-09-2025
Product urine rund

—
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SOP-A-1160 - Screening van hormonen - GC-MSIMS

Verdacht, zie vervolgonderzosk Q

SOP-A-1160 - Bevestiging van hormonen - GC-MS/MS

Besli aftefke
cCa™ o

Parameter ety oede——
173-norestosteron [ BAugh\ 0.5t [5Sppn | (> SIGNAALLIMEDR )
17a-testnsteron { 12 pgl ] 0.25pgl |30 pgt J

1Tb~-testosteron

0.35 pgll 0.25 pgh W a
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- Aplican CCa (<MMPR) en las no naturales
- Aplican otros limites en las que pueden tener origen natural (informacién a la autoridad competente)

- Determinan ésteres en pelo

Substances marker matrix species

17B-oestradiol 17B-oestradiol Alc muscle all species NC if > CCa
Alc plasma/ all species  Soft info if > CCa
serum NC if > 0.1 ppb
17B-oestradiol 17B-oestradiol Alc hair all species  NCif > CCa
ester ester
Alc plasma/ all species  NC.if > CCa
serum
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Francia R ABERCA

Matrices/Species Screening _

Analytical thresholds | - rums

Para hormonas naturales, utilizan
método de screening - si se supera

17 a-estradiol GC-MS/MS

. Isotopic deviation
umbral, confirman con IRMS o con besvadiol [l , helL o it
P -estradlo U ) o,
ésteres en pelo. 10 pg/L Met - ERC<-3 %

B GC-MS/MS GC-C-IRMS
17c-testosterone o 50 ug/L

Isotopic deviation
10 pg/L Non compliant if
Met - ERC < - 3 %o

17B-testostérone

Matrices/Species Screening _

Analytical thresholds

GC-MS/MS LC-MS/MS
20 pg/kg

Esters of estradiol and testosterone
20 pg/kg Non-compliant if analyte [C] > CCa
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Francia R ABERCA

Para nandrolonay boldenona, la estrategia a aplicar depende de la especie, la edad, el género o
incluso del estado gestacional del animal estudiado. En determinados casos se analizan

metabolitos, ésteres en pelo o simplemente el CCalfa.

-

Nandrolone
Matrices/Species Screening _
‘ Thresholds
d I Lc MS/MS Marker
17a-nandrolone OC-Ms/MS ' En general, proponen que se establezcan
0,5 pg/L Specific method : metabolites (bovin) . .
Excent female » 12 umbrales a nivel europeo, y que se realicen
: Bouin : :
?@ w o o cogenaus Non-compliant if metabolites |CJ>CCa experimentos con animales tratados para
h J Other species: demostrar si el enfoque de los umbrales es
Non- lian if | C]>CC 4 H
GC-MS/MS on-complian if analyte [C] a va l.|d0 O No.
détection N Proposition : investiguation

17B-nandro|one esters in hair

'J Except uncastrated

male : endogenous
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Republica Checa (LNR) \) USKVBL

Utilizan ésteres en pelo y plasma como método de confirmacion.

Animals Matrix
Young Bovine Plasma
Bovine, porcine Plasma

Bovine, porcine Hair
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Analyte

Estradiol

Estradiol acetate
Estradiol benzoate
Estradiol cypionate
Estradiol enanthate
Estradiol valerate
Estradiol acetate
Estradiol benzoate
Estradiol cypionate
Estradiol enanthate

Estradiol valerate

CCa

0.004 ug/L
0.024 ug/L
0.018 ug/L
0.028 ug/L
0.020 ug/L
0.023 ug/L
4.4 ug/kg
2.6 ug/kg
8.8 ug/kg
3.4 ug/kg
4.1 ug/kg

Technique

GC-MS/MS

GC-MS/NCI

GC-MS/NCI

Encontraron dos marcadores de uso ilegal
de nortestosterona en porcino, y estan
verificando su ausencia en la poblacion
general de porcino.
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Estrategia del CNA @ S

Alimentacion

Y Método para hormonas sintéticas (+ estilbenos + RALs) y semi-naturales (hortestosterona y boldenona)
con validacion finalizada y pendiente de revision. “

Alfa-boldenona (ABOL) Beta-trembolona (BTE)
Alfa-Clostebal [ACLOS) Beta-zearalenol (BZLE)
Alfa-mMetilboldenona (AMBOL) Boldenona (BOL)

Alfa-metiltestosterona  [AMTEST) Cloroandrostendiona  [CLAD)

Alfa-nortestosterona [ANT) Clostebaol (CLOS)
Alfa-trembolona (ATE) Dienestraol (DE)
Alfa-zearalenol [AZLE) Dietilestilbestrol (DES)
Beta-nortestosterona  (BNT) Estanozolol [STMNZ)

% Desarrollando actualmente un método para el anélisis de

ésteres de hormonas en pelo.
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Etinilestradiol
Hexestral
Hidroxi-estanozolol
Taleranol
Zearalanona
Zearalenona

Zeranol

7 \
/
\

(EE)
(HEX)
(OHSTNZ)
(TaL)
(ZLa)
(ZLEA)
(ZER)
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Estrategia delCNA (G .

Alimentacion

Alcance previsto: 21 analitos (5 pendientes de llegar) - 9 ésteres de testosterona (acetato, propionato, isocaproato,
benzoato, enantato, cipionato, fenilpropionato, decanoato, undecanoato), 5 de nandrolona (fenilpropionato, decanoato,
propionato, benzoato, cipionato), 6 de estradiol (acetato, benzoato, dipropionato, valerato, enantato, cipionato) y 1 de
boldenona (undecilato).

Points Per Peak: |15.062

Total Run Time: [7.70 | 4 Smins

No. Type Information Time

1 MRM of 4 mass pairs, Time 1.10 to 2.10, ES+ (Estradiol-acetato)
2 B MRM of 5 mass pairs, Time 2.10 to 3.10, ES+ (Testosterona-acetato) [
3 B MRM of 4 mass pairs, Time 3.00 to 4.00, ES+ (Testosterona-propionato) e
4 B MRM of 4 mass pairs, Time 3.00 to 4.00, ES+ (Testosterona-D3-propionato) e ——
5 B MRM of 3 mass pairs, Time 3.20 to 4.20, ES+ (Estradiol-benzoato) | S——
6 B MRM of 4 mass pairs, Time 3.20 to 4.20, ES+ (Estradiol-D3-benzoato) | —
7 B MRM of 4 mass pairs, Time 4.50 to 5.50, ES+ (Estradiol-dipropionato) (=]
|8 B MRM of 5 mass pairs, Time 4.70 to 5.70, ES+ (Testosterona-isocaproato) | ——
9 B MRM of 6 mass pairs, Time 4.00 to 5.00, ES+ (Testosterona-benzoato) Faltan: | Ca————=

10 B MRM of S mass pairs, Time 4.00 to 5.00, ES+ (Testosterona-D3-benzoato) o I —

11 B MRM of S mass pairs, Time 5.30 to 6.30, ES+ (Testosterona-enantato) - Testosterona undecanoato |

12 B WMRM of 5 mass pairs, Time 3.80 to 4.80, ES+ (Nortestosterona-fenilpropionato) - Estradiol cipionato fi——|

13 B MRM of 6 mass pairs, Time 5.50 to 6.50, ES+ (Testosterona-cipionato) - Nandrolona propionato —

14 B MRM of 5 mass pairs, Time 5.50 to 6.50, ES+ (Testosterona-D3-cipionato) —

15 B MRM of 5 mass pairs, Time 4.10 to 5.10, ES+ (Testosterona-fenilpropionato) - Nandrolona benzoato  —|

16 B MRM of 4 mass pairs, Time 4.10 to 5.10, ES+ (Testosterona-D3-fenilpropionato) - Nandrolona cipionato a——|

17 B MRM of 5 mass pairs, Time 6.50 to 7.50, ES+ (Nortestosterona-decanoato) e —
18 B MRM of S mass pairs, Time 6.70 to 7.70, ES+ (Testosterona-decanoato) s
19 B MRM of 5 mass pairs, Time 6.70 to 7.70, ES+ (Testosterona-D3-decanoato) [—
20 B MRM of 5 mass pairs, Time 6.00 to 7.00, ES+ (Boldenona-undecilato) [
21 B MRM of S mass pairs, Time 3.70 to 4.70, ES- (Estradiol-valerato) [

g

MRM of 5 mass pairs, Time 4.70 to 5.70, ES- (Estradiol-enantato)
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Alimentacion

Estrategia del CNA @ S

Equipo MS: Xevo TQ-Absolute trabajando en modo ESI+y - simultaneamente.
Cromatografia: Acquity I-class trabajando en gradiente con:
FM A =agua:ACN 40:60 + 0,1 mM NH,F

FMB=ACN + 0,1 mM NH,F

@ Modify Binary Solvent Manager Instrument Method X

Binary Solvent Manager Run Time: [12.50 i

- 3

General | Data | Analog Out | Events |

100

%

0 min 12.50 EJ E
[ L) Jid %A %B | Curve |-~ M

{min} (mL/min }
1 tia 0.400 100.0 0.0 tia Gradient Start:
z |150 0400 1000 00 1 & Atinjection
3 3.70 0.400 50.0 50.0 6 ¢ Before injection
4 |670 0400 00 1000 6
S 920 0.400 0.0 100.0 1 L] " Aterinjection
B nTn n ann Annn nn = I:_uL

Comment I J
oK I Cancel ‘
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Estrategia del CNA @ s,

Alimentacidn

Principales problemas hasta ahora: la deteccién de algunos ésteres de estradiol (enantato,

valerato, dipropionato...) ha sido complicada

Patron directo 15:11:54 07-May-2026

0200 25. MRM of 5 Channels ES-

100 11.62  TIC (Estradiol-enantato)

3 5 M 1193 1251 1454 8694
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

0200 24: MRM of 5 Channels ES-

1000.01 6.78 7.33 ) TIC (Estradiol-valerato)

1 N - 'A” I'lm, 8228 | 024 1142 1”‘13_84 5494
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

0200 23: MRM of 5 Channels ES-

10 1.88 TIC (Estradiol-acetato)

0 | 653 758 57886
200 400 600 800 1000 1200 = 14.00

0200 22: MRM of 5 Channels ES+

10 748 TIC (Boldenona-undecilato)

2 | 1.01e8

0= I"'I""I""I""I""I""I"JI"I""I""I""I""I""I""I""

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

0200 20: MRM of 5 Channels ES+

10 825 TIC (Testosterona-decanoato)

2 {l 1.96e7

0= LS N B L B L B AL L B L L B B L DAL

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
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Se probaron FM:

cony sin acido férmico 0,1%

cony sin formiato aménico 5 mM (+0,1% férmico)
cony sin fluoruro amonico 0,1 mM

También se probd:

- ESI+yESI-

- monitorizariones precursores diferentes al molecular
(desaturacioén en la fuente = quinonas)

- aumentar la concentracion de estos analitos x10 y x3
(MMPR =10 ppb, apuntamos inicialmente a 1 ppb)
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Estrategia del CNA @

Finalmente logramos verlos:

- ESI- (laideainicial era hacer el método unicamente en positivo)

- Concentracion x3 frente al resto, y utilizando fluoruro aménico en concentracion muy baja (0,1

mM)

Patron directo
0265

13:17:10

29-May-2026

22: MRM of 5 Channels ES-
TIC (Estradiol-enantato)
3.40e7

10 'n
B = Il
D IIIIII|IIII|IIII III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII III|IIII|IIII|IIII|IIII IIII|III‘II#IIII TTT[TT

600 650

0265

o

(LA AN LN
700 750
21: MEM of 5 Channels ES-
TIC (Estradiol-valerato)
2 62e7

10% F
= It
1\
A LA RA s B O N Laa Iy L Bt o o e R L e

600 650 7.00 750

150 200 250 300 350 400 450 500 550
0265 20: MRM of 5 Channels ES+
10 6.4?{ IC (Boldenona-undecilato)
2 i 1.37e8
=) |
0 T T T T T T RS ARANE | T T T T T T A R Lsad LA RS Ll e nase LA
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
0265 19: MRM of 5 Channels ES+
10 TIC (Testosteronal-D3-decanoat0)
= i 3.43e7
0 T T T I"'I""I"JI'L'I""I"'
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600 650  7.00 750

Préximos pasos = comenzar
extraccidn en muestras

£d O
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Estrategia del CNA @ S

Tenemos método de extraccion, desarrollado en el CNAy utilizado en un PT
organizado por el EURL en 2021, con resultado satisfactorio:

- 200 mg de muestra (pelo limpio y triturado)

- Digestion con TCEP (tris-(2-carboxietil) fosfina)

- Purificaciéon mediante SPE con Bond Elut C18
- Evaporacion en corriente de N, y resuspension en FM

SPeVAP

Seguiremos informando...
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Gracias por su atencion

{PREGUNTAS?

Alimentacion
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