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Els fàrmacs veterinaris són utilitzats per tractar i prevenir malalties en els animals de 

producció, ja que és imprescindible disposar d’unes condicions salubres per als animals 

i així assegurar un subministrament de carn de qualitat amb garanties de seguretat. Ara 

bé, l’ús, que en alguns casos s’ha convertit en abús d’aquestes substàncies, ha portat a 

una creixent preocupació per part de la societat deguda a la possible presència d’aquests 

compostos en els productes d’origen animal destinats al consum humà i els possibles 

efectes adversos que aquests puguin provocar en la salut dels consumidors. Per aquest 

motiu i responent a la demanda de la població, tan la Unió Europea (per als països que 

hi pertanyen) com les autoritats responsables dels diferents països, han establert 

legislació on es fixen els límits màxims de residu (MRLs) permesos en els diferents teixits 

animals. Això obliga a disposar de mètodes analítics sensibles i selectius que permetin 

determinar aquests compostos amb garanties de seguretat. En aquest context, la 

cromatografia de líquids acoblada a l’espectrometria de masses ha esdevingut la tècnica 

per excel·lència per a l’anàlisi de fàrmacs veterinaris ateses la seva sensibilitat que 

permet la detecció de baixes concentracions de residus de matrius alimentàries i la seva 

capacitat de caracteritzar compostos químics i identificar substàncies desconegudes. 

La present tesi s’ha centrat en el desenvolupament de metodologia analítica per a la 

determinació de fàrmacs veterinaris antiparasitaris, concretament els pertanyents a les 

famílies dels anticoccidials i les benzimidazoles en aliments i aigües. Amb l’objectiu de 

posar a punt mètodes altament sensibles, selectius i ràpids, els mètodes desenvolupats 

s’han basat majoritàriament en la cromatografia de líquids acoblada a l’espectrometria 

de masses en tàndem (MS/MS) emprant columnes cromatogràfiques de partícules de 

rebliment de nova tecnologia  (partícules sub-2 µm i de nucli sòlid) per tal de millorar 

l’eficàcia i la resolució; així mateix, els tractaments de mostra aplicats s’han basat 

principalment en estratègies d’extracció en fase sòlida i QuEChERS per tal de minimitzar 

la manipulació de la mostra i el temps emprat en aquesta etapa de l’anàlisi. La fase 

estacionaria generalment emprada per a la separació cromatogràfica d’aquests 

compostos ha estat l’octadecilsilà si bé l’anàlisi d’ampròlium, un anticoccidial catiònic, 

ha requerit d’una fase estacionària de tipus HILIC per a la seva separació. 

Alternativament es presenta un mètode basat en l’electroforesi capil·lar de zona i pre-

concentració in-line de la mostra mitjançant el mètode FASI per a la determinació 

d’aquest mateix compost en ous. Finalment, per primer cop s’ha avaluat l’aplicabilitat 
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d’una tècnica d’anàlisi directa, el Direct analysis in real time (DART), acoblada a 

l’espectrometria de masses d’alta resolució (Orbitrap) per a la determinació de 

coccidiostats en pinsos i benzimidazoles en llet posant de manifest que aquesta és una 

tècnica adequada per a la determinació d’aquests compostos, especialment les 

benzimidazoles, amb l’avantatge de proporcionar resultats quantitatius en qüestió de 

segons. 

Paral·lelament a l’establiment i validació de les condicions òptimes per a cadascun dels 

mètodes d’anàlisi desenvolupats, aquesta tesi planteja un estudi exhaustiu del 

comportament dels compostos estudiats en espectrometria de masses, tan des del punt 

de vista de la ionització, emprant diferents fonts API compatibles amb l’acoblament a la 

cromatografia de líquids, com pel que fa referència a la fragmentació dels mateixos 

emprant diversos tipus d’analitzadors de masses. Això ha permès evidenciar que 

l’electrosprai és la font d’ionització més adequada per a l’anàlisi de coccidiostats, 

observant-se la formació d’adductes amb sodi de forma predominant en la ionització 

dels polièters ionòfors. Ara bé, l’anàlisi del toltrazuril i els seus metabòlits ha requerit la 

utilització de l’APCI ja que l’ió generat en la font d’electrosprai no és suficientment 

estable com per poder ser sotmès a una etapa d’espectrometria de masses en tàndem. 

Aquesta mateixa font, l’APCI, es proposa per a l’anàlisi de benzimidazoles per ser la única 

capaç d’ionitzar tota la família de compostos estudiats. Els efectes matriu han estat 

avaluats en tot moment i fins i tot se n’ha tret profit de l’efecte d’enhancement observat 

durant l’anàlisi d’ampròlium, millorant així la sensibilitat del mètode. L’establiment de 

les rutes de fragmentació ha permès determinar les transicions més sensibles i selectives 

per tal de poder ser utilitzades com a ions diagnòstic dels mètodes d’anàlisi LC-MS/MS. 

Així mateix, la utilització de l’espectrometria de masses d’alta resolució i relativa alta 

resolució mitjançant la utilització d’analitzadors de tipus Orbitrap i de triple quadrupol 

de quadrupols hiperbòlics respectivament, ha estat també avaluada per a la millora de 

la selectivitat i sensibilitat dels mètodes desenvolupats i la identificació d’estructures 

moleculars desconegudes. 
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El control de la presència de residus de fàrmacs veterinaris en aliments d’origen animal 

i en el medi ambient ha esdevingut de cabdal importància en les darreres dècades atesos 

els efectes adversos que aquests poden provocar en els éssers humans i en els 

organismes que hi puguin estar exposats. D’entre els fàrmacs veterinaris, els 

antiparasitaris s’empren de forma generalitzada i en grans quantitats com a tractament 

preventiu per evitar malalties parasitaries, les quals, en tenir una gran incidència, causen 

importants pèrdues econòmiques a la indústria ramadera. Actualment la presència de 

residus d’antiparasitaris en productes d’origen animal està estrictament legislada i l’ús 

d’alguns dels compostos no està autoritzat. Per aquests motius, cal disposar de 

metodologia analítica eficient, ràpida i senzilla capaç de determinar aquests compostos 

a molt baixes concentracions. En aquesta tesi s’estudien dues famílies de fàrmacs 

veterinaris d’ampli ús, els coccidiostats i les benzimidazoles, per a les quals l’establiment 

de metodologia analítica presenta dificultats degut a les diferents propietats fisico-

químiques dels compostos que les componen. 

En aquest context l’objectiu general de la tesi ha estat el desenvolupament de nous 

mètodes analítics basats en tècniques de separació i en espectrometria de masses 

suficientment sensibles i selectius per a la determinació dels fàrmacs veterinaris 

seleccionats. Per altra banda, amb l’objectiu de desenvolupar mètodes ràpids que 

permetin analitzar simultàniament un nombre elevat de compostos, es pensa fer 

especial incidència en procediments que requereixin un mínim de manipulació de la 

mostra i un temps d’anàlisi relativament curt. 

Aquests objectius generals es poden desglossar en els següents objectius concrets: 

- Emprar columnes amb rebliments de petit diàmetre de partícula (sub-2µm) i de 

nucli sòlid per tal de desenvolupar mètodes ràpids de cromatografia de líquids 

d’ultra-alta eficàcia (UHPLC) adequats per l’anàlisi dels fàrmacs antiparasitaris 

objecte d’estudi d’aquesta tesi. 

- Avaluar l’aplicabilitat de l’electroforesi capil·lar per a l’anàlisi dels fàrmacs 

veterinaris iònics de les famílies estudiades. 

- Estudiar el comportament dels coccidiostats i les benzimidazoles en 

espectrometria de masses. S’avaluaran diferents fonts d’ionització a pressió 
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atmosfèrica (ESI, APCI, APPI i  tècniques d’ionització ambient) així com diferents 

analitzadors tant de baixa resolució (trampa d’ions i quadrupols) com d’alta 

resolució (Orbitrap). 

- Establir les rutes de fragmentació dels compostos estudiats en aquesta tesi, 

identificar els ions producte i proposar les transicions més sensibles i selectives 

per a la seva posterior identificació i quantificació en mostres de productes 

alimentaris. 

- Estudiar l’aplicabilitat de les tècniques ambient de recent implantació per a 

l’anàlisi directa de mostres sense emprar cap separació cromatogràfica per tal 

de determinar els fàrmacs antiparasitaris estudiats en aquesta tesi. 

 

Aquesta memòria de tesi s’ha estructurat en els següents apartats: 

- Una introducció on es comenta la importància de desenvolupar mètodes 

analítics per al control de la presència de residus de fàrmacs antiparasitaris en 

aliments que inclou informació sobre la naturalesa de les famílies de compostos 

estudiades, els coccidiostats i les benzimidazoles, així com la legislació vigent que 

fa referència a aquests compostos i la metodologia analítica emprada 

habitualment per a la seva l’anàlisi. 

- El segon capítol recull el treball experimental realitzat el qual s’inclouen els sis 

articles científics publicats en el transcurs de la present tesi precedits per una 

breu introducció a les tècniques analítiques, tecnologia i instrumentació 

utilitzades en el desenvolupament dels mètodes analítics que es presenten a 

cadascuna de les publicacions. Les publicacions han estat agrupades 

essencialment per les famílies de compostos analitzades, així el primer bloc 

agrupa les publicacions referents a l’anàlisi de coccidiostats, les tres primeres 

basades en la cromatografia de líquids acoblada a l’espectrometria de masses i 

una quarta on es presenta un mètode basat en l’electroforesi capil·lar per a 

l’anàlisi d’ampròlium. A continuació s’inclou un mètode de determinació de 

benzimidazoles en llet novament mitjançant cromatografia de líquids acoblada a 

l’espectrometria de masses i finalment s’adjunta la publicació del treball 
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desenvolupat en col·laboració amb l’Institut de Tecnologia Química de Praga en 

el qual es presenten dos mètodes d’anàlisi de coccidiostats i benzimidazoles en 

pinsos i llet respectivament mitjançant una tècnica d’ionització ambient com és 

el Direct Analysis in Real Time (DART) acoblat a l’espectrometria de masses d’alta 

resolució, tècnica adequada per a l’anàlisi directa d’aquests compostos sense 

separació cromatogràfica prèvia.  

- El tercer capítol està dedicat a la discussió dels resultats obtinguts. Aquest capítol 

es subdivideix en quatre apartats temàtics segons l’etapa del procediment 

analític que es comenta. Així, en el primer subapartat es discuteixen els resultats 

obtinguts en el tractament de mostra aplicat en cada cas, els dos següents es 

focalitzen en la separació dels anàlits d’estudi i el seu comportament des del 

punt de vista de l’espectrometria de masses on per tant, es comenten aspectes 

relacionats amb la seva ionització i fragmentació en les diferents fonts 

d’ionització i analitzadors de masses emprats. En darrer lloc s’avaluen els 

paràmetres de qualitat de cadascun dels mètodes desenvolupats i es posen en 

context els resultat obtinguts en l’anàlisi de mostres d’aliments. 

- Finalment s’inclouen les conclusions obtingudes en el treball realitzat en aquesta 

tesi, així com la bibliografia corresponent. 
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Avui dia, i amb l’objectiu d’incrementar la productivitat ramadera i així poder abastir 

una població mundial en constant creixement, s’utilitzen sistemes de ramaderia 

intensiva els quals mantenen normalment els animals en condicions de superpoblació a 

temperatura i humitat elevades. Ara bé, aquestes condicions afavoreixen l’aparició de 

processos infecciosos i parasitaris que poden comprometre tan la qualitat com la 

salubritat del producte. Per tal d’evitar les pèrdues econòmiques que a una explotació 

ramadera li pot suposar la irrupció d’un procés d’aquest tipus, es requereix la utilització 

de fàrmacs amb finalitats profilàctiques i/o terapèutiques. De fet, els fàrmacs veterinaris 

comercials s’han distribuït i aplicat amb garanties de seguretat en la producció animal 

des de fa més de 50 anys (Jones i cols., 2003; Castanon, 2007) atès que el seu ús reporta 

importants beneficis com són la capacitat de millorar la salut dels animals a més d’una 

disminució dels costos de producció ja que es redueix l’impacte de les malalties que 

podrien disminuir la tassa de creixement (Visek i cols., 1978). Tanmateix, cal esmentar 

que certs productes veterinaris, alguns d’ells amb efecte hormonal, han estat 

administrats de manera fraudulenta a animals destinats al consum humà amb la finalitat 

de promoure de forma accelerada el creixement de l’animal, reduir l’estrès i evitar la 

mort durant el transport dels animals a l’escorxador i/o millorar la qualitat del producte 

final (Courtheyn i cols., 2002).  

De forma general i amb l’excepció de l’ús il·legal fins ara esmentat, es pot dir que avui 

dia tot tractament consisteix bàsicament en l’administració d’un medicament a un 

animal en una dosi concreta i durant un temps determinat amb la finalitat de restablir 

la seva salut o prevenir malalties. En medicina animal, com passa en medicina humana, 

existeix un nombre molt elevat de fàrmacs, la classificació dels quals es pot realitzar en 

funció de diversos criteris. Una de les formes més habituals i senzilles de classificar els 

fàrmacs es basa en la patologia o malaltia a tractar/prevenir. A la taula 1.1 es recullen 

les principals categories o grups terapèutics més comunament emprats en veterinària. 

En primer lloc cal esmentar els antibiòtics o agents antimicrobians, compostos d’origen 

natural o sintètic emprats contra les infeccions de tipus bacterià. Són els medicaments 

més emprats i per aquest motiu, són probablement els compostos estudiats més sovint 

tan des del punt de vista terapèutic com el de la posterior presència de residus ja sigui 

en productes destinats al consum o bé en el medi ambient.  
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Taula 1.1. Classificació dels medicaments veterinaris en funció del seu ús 

Tipus de medicament Usos 

Antibiòtics o antimicrobians Infeccions bacterianes 

Antiinflamatoris/antipirètics/analgèsics Processos inflamatoris, febre, dolor 

Antiparasitaris 
Prevenció  o tractament de parasitosis 

externes i internes 

Hormones Control de la reproducció 

Vacunes 
Profilaxis de malalties infecto-

contagioses 

 

Els fàrmacs antiinflamatoris (esteroïdals o no esteroïdals), analgèsics i antipirètics 

restableixen els trastorns de la circulació de la sang que amb freqüència van 

acompanyats d’un augment de la temperatura, envermelliment, inflor, dolor i febre. Els 

antiparasitaris són emprats en la prevenció i tractament de les parasitosis tan externes 

com internes mentre que les hormones i vacunes responen a usos més restringits com 

poden ser aspectes relacionats amb la reproducció dels animals, com per exemple la 

sincronització de zels, i la prevenció de malalties infeccioses respectivament. 

L’estudi dut a terme en aquesta tesi s’ha centrat en els medicaments antiparasitaris atès 

que es tracta d’un dels grups de fàrmacs més emprats en medicina veterinària del sector 

de la producció ramadera. S’utilitzen amb finalitats terapèutiques, però si se n’ha de 

destacar un ús, aquest és el profilàctic ja que s’administren de forma rutinària als 

animals de producció per tal de prevenir les  malalties causades per paràsits les quals 

són molt comunes entre el bestiar. A més, cal tenir en compte que alguns d’aquests 

fàrmacs han estat utilitzats també en el passat com a promotors del creixement, ús que 

en els nostres dies ha quedat prohibit, per tant s’ha de garantir que aquest ús fraudulent 

ja no es produeix. 
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1.1 Els fàrmacs antiparasitaris 

 

Les malalties parasitàries són aquelles en què s’estableix una relació biològica entre un 

organisme paràsit que viu i prolifera gràcies a un altre denominat hoste i tenen una gran 

incidència a nivell global i en especial, en els països de climes temperats i càlids. Són de 

ràpida propagació i difícil control i per aquest motiu, poden produir pèrdues 

econòmiques molt significatives en la indústria ramadera (McKellar i cols., 2004). Les 

malalties més importants o amb pitjor pronòstic són les què afecten al tracte 

gastrointestinal de l’animal ja que sovint acaben causant-li la mort. És per tant més 

freqüent emprar els fàrmacs antiparasitaris com a tractament preventiu que no pas com 

a tractament terapèutic.  

Entre les malalties parasitàries més habituals cal esmentar la coccidiosi i les malalties 

parasitàries provocades per helmints és a dir l’helmintiasi. 

La coccidiosi és una malaltia intestinal provocada per protozous del gènere Eimeria o 

Isospora. Pot afectar tots els animals de producció i es transmet per contacte directe 

amb la femta o per ingestió de teixits infectats (Matabudul i cols., 2001). El principal 

símptoma és la diarrea i pot arribar a provocar fortes hemorràgies i fins i tot la mort. Els 

fàrmacs emprats en la prevenció i tractament d’aquesta malaltia són els coneguts com 

a coccidiostats i se’n diferencien dos famílies en funció del seu origen natural o sintètic; 

- els polièters ionòfors i  

- els coccidiostats químics.  

Els primers són compostos d’origen natural produïts per diverses espècies de 

Streptomices sp. Atès que s‘obtenen de forma natural, sovint se’ls anomena antibiòtics, 

tot i que no són agents antibacterians. A la figura 1.1 es mostren les estructures 

moleculars dels coccidiostats estudiats a la present tesi.  
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Figura 1.1. Coccidiostats polièters ionòfors 

 

Químicament els polièters ionòfors són compostos formats per un esquelet d’èters 

cíclics que contenen un àcid carboxílic en un dels extrems de la molècula i un grup 

hidroxil a l’extrem oposat. Aquesta estructura molecular permet formar un 

pseudomacrocicle (Figura 1.2) mitjançant l’establiment de ponts d’hidrogen entre el 

grup carboxílic desprotonat i el grup hidroxil terminal de la molècula. Els àtoms d’oxigen 

dels grups èter queden així encarats cap al centre del macrocicle de manera que 

l’interior de la molècula, de caràcter polar, permet complexar ions monovalents (Na+ i 

K+) i divalents (Ca2+ i Mg2+) (depenent del compost) a l’interior de l’estructura mentre 

que la part exterior és essencialment hidrofòbica. 

 

Figura 1.2. Estructura pseudo-macrocíclica dels polièters ionòfors 
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El mecanisme d’acció d’aquests fàrmacs es basa principalment en aquesta característica, 

ja que proporciona la capacitat de travessar la membrana cel·lular i així alterar l’equilibri 

iònic de la cèl·lula porozoaria causant-li com a conseqüència la mort (Matabudul i cols., 

2002). 

Pel que fa referència als coccidiostats químics, aquests agrupen una família molt diversa 

de compostos tots ells obtinguts per síntesi química, el mecanisme d’acció dels quals no 

es coneix amb detall. A la figura 1.3 es mostren les estructures dels coccidiostats químics 

estudiats en la present tesi.  

 

 

Figura 1.3. Coccidiostats químics estudiats 

 

La nicarbazina és el nom genèric que rep el complex equimolar de 4,4’-dinitrocarbanilida 
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anticoccidial d’ampli espectre del grup dels benzo-acetonitrils, la robenidina pertany al 

grup de les guanidines, el toltrazuril és un derivat triazinònic, i l’amprolium és un anàleg 

de la tiamina. 

Les helmintiasis, l’altre tipus de malalties parasitàries habituals, són provocades per 

helmints de diversos tipus (nematodes i trematodes principalment). Són malalties 
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competir pels nutrients a la sang o a l’intestí de l’hoste debilitant l’animal malalt. Els 

fàrmacs empleats per al control d’aquestes malalties són els coneguts com a 

antihelmíntics i concretament pel tractament de les endoparasitosis en destaquen 

quatre famílies de compostos: 

- Salicilanilides 

- Derivats de les piperazines 

- Avermectines i 

- Benzimidazoles i derivats 

Els dos primers grups estan formats per un petit nombre de compostos. Les 

avermectines en canvi, en contenen un major nombre de principis actius i són 

macromolècules emprades tan en el tractament de les endo com de les ectoparasitosis.  

Finalment, les benzimidazoles, grup de compostos estudiats també en aquesta tesi, són 

compostos formats per un anell benzimidazol funcionalitzat. El seu mecanisme d’acció 

es basa en l’acoblament a la tubulina, una proteïna estructural dels microtúbuls 

cel·lulars, responsables de la secreció d’enzims digestius, fent que aquests no puguin 

actuar i provocant que per tant, s’alteri el procés digestiu desencadenat la mort del 

paràsit per manca de nutrients (Lacey, 1990). En el transcurs de la seva acció, aquestes 

molècules pateixen transformacions metabòliques donant lloc a nombrosos compostos 

derivats que poden ser excretats juntament amb els compostos parentals no 

metabolitzats ja sigui per via urinària, fecal o a través de la llet en el cas dels ruminants 

(Gottschall i cols., 1990). La figura 1.4 mostra les benzimidazoles estudiades en la 

present tesi així com alguns del metabòlits més importants d’algunes d’elles. 
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Figura 1.4. Benzimidazoles i alguns dels seus metabòlits estudiats en la present tesi 

 

Addicionalment, cal destacar l’ús que se’n fa d’alguns d’aquests compostos en 

agricultura per al control de nematodes paràsits de diversos cultius així com per al 

control de l’aparició de fongs en fruits recol·lectats. 
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nutrició animal, proporciona dades globals sobre el volum de negoci dels productes 

farmacològics veterinaris a l’estat espanyol. Així, l’any 2014 el sector farmacològic 

veterinari va moure 339,78 milions d’euros (un 42,69% del total de la indústria farmaco-

veterinària). Per la seva banda el sector d’additius i premescles, sector que consumeix 

la major part dels coccidiostats,  en va moure un total de 145,65 milions d’euros, que 

representa un 18,3% del total del sector. Aquestes dades però, si bé donen una idea del 

volum de negoci, no detallen les tones de fàrmacs consumides. Les dades a nivell 

europeu del 2007-2008 apunten que dels 40,7 milions de tones de pinso destinats a 

engreixar pollastres, galls d’indi i conills, prop de 18,7 milions es van preparar 

addicionant-hi coccidiostats. Encara que la majoria de països no proporcionen dades 

referents al consum anual d’aquests productes, en els últims anys han aparegut estudis 

que estimen el volum de fàrmacs consumits amb el propòsit d’avaluar l’exposició 

indirecta dels éssers humans a aquests productes (Kools i cols., 2008). La taula 1.2 recull 

les dades referents al consum de medicaments antiparasitaris en alguns països de la 

Unió Europea així com el volum de producció ramadera. Tot i així, es creu que les 

estimacions proporcionen xifres inferiors a les reals, atès que fins a l’any 2005 els 

antiparasitaris encara no estaven subjectes a recepta veterinària a molts dels països de 

la Unió Europea. Malauradament a la literatura no existeixen dades actualitzades que 

puguin corroborar aquestes suposicions. 

 

Taula 1.2. Dades sobre el consum de fàrmacs antiparasitaris durant l’any 2004 i la 
producció ramadera (Kools i cols., 2008). (* Xifres estimades) 

País Producció (x1000 T) 
Consum 

d’antiparasitaris (T) 

Ratio 

Consum/Producció 

Dinamarca 2149 0,24 1,12 · 10-7 

Finlàndia 377 1,8 4,77 · 10-6 

França 5869 28,5 4,86 · 10-6 

Alemanya 6612 43,3 6,55 · 10-6 

Suècia 536 3,86 7,20 · 10-6 

Holanda 2321 11,3 4,87 · 10-6 

Regne Unit 3329 10,84 3,26 ·10-6 

Espanya* 5308 26 4,90 ·10-6 
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1.3 Implicacions dels fàrmacs antiparasitaris en la salut pública. Toxicitat. 

 

L’ús massiu i el probable abús de fàrmacs antiparasitaris en animals destinats al consum 

humà planteja certs dubtes tant pel què fa a la pròpia salut dels animals com respecte a 

la salut humana. És lícit pensar que una sobreexposició dels animals a un determinat 

fàrmac pot desembocar en la ineficàcia del medicament en qüestió. Concretament s’han 

reportat casos de resistència a les benzimidazoles (Lacey i cols., 1994), antihelmíntics 

d’ús molt estès, en ruminants. Per tal d’evitar aquesta resistència, s’acostumen a 

administrar els medicaments emprant els anomenats cicles farmacològics (Stamatakos 

i cols., 2009) en els quals es van alternant diferents tipus de medicaments que permeten 

atacar els paràsits i al mateix temps evitar que aquests esdevinguin resistents (Felipe i 

cols., 2006). Tanmateix, si els fàrmacs administrats no són eliminats de l’organisme 

abans que l’animal sigui sacrificat, es possible que es trobin residus medicamentosos en 

els productes destinats al consum humà (carn, ous, llet) (Reig i cols., 2008; Girardi i cols., 

2008). Els efectes directes de la presència de fàrmacs en els productes de consum poden 

ser entre d’altres, reaccions adverses de tipus al·lèrgic en individus hipersensibles, 

efectes sinèrgics en persones que reben per prescripció mèdica tractaments 

farmacològics (Philips i cols., 2003) i potser el més conegut, la resistència bacteriana als 

agents antimicrobians que pot comportar a mitjà termini la ineficàcia dels 

antimicrobians emprats en l’actualitat (Marshall i cols, 2011). 

Com a mesura preventiva per tal de minimitzar la presència de residus en els productes 

d’origen animal, s’han establert períodes d’espera. Es tracta dels períodes de temps que 

requereix cada espècie animal per eliminar el fàrmac del seu organisme des del moment 

en què se li ha administrat la última dosi. Per tant, tots els animals abans del sacrifici, 

han de estar un període de temps sense rebre cap medicació a l’espera justament de 

l’eliminació de la mateixa. Tot i així, aquests períodes de d’espera no garanteixen 

l’eliminació completa del principi actiu, sinó que únicament asseguren que la presència 

del compost en els diferents teixits animals es mantingui per sota d’unes concentracions 

llindars de seguretat. Aquestes concentracions es coneixen com a MRLs (acrònim anglès 

de nivell de residu màxim) i són establerts per les autoritats competents de cada país a 

excepció dels països integrants de la Unió Europea on és justament aquest organisme 
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qui estableix els nivells objectiu per a tots els països membres. D’aquest tema se’n 

parlarà de forma més extensa a l’apartat 1.4 que fa referència a la legislació vigent sobre 

productes veterinaris antiparasitaris. 

S’assumeix per tant, que els productes d’origen animal poden contenir en major o 

menor mesura, residus de fàrmacs veterinaris en general i antiparasitaris en particular. 

La problemàtica rau doncs en els efectes que aquestes baixes concentracions de principi 

actiu poden produir en els éssers humans.  

En relació als estudis toxicològics existents sobre els coccidiostats i les benzimidazoles 

en humans, s’ha de diferenciar entre les diferents famílies químiques que els composen 

atès que químicament són compostos molt diferents. Com ja s’ha comentat amb 

anterioritat, d’entre els coccidiostats, els polièters ionòfors són productes naturals 

lipofílics amb un mecanisme d’acció quelant que afecta al transport cel·lular d’ions a 

través de les membranes i per tant, poden afectar també al transport cel·lular en 

organismes sans. Els efectes tòxics dels coccidiostats químics, atès que són un grup molt 

heterogeni de productes químics sintètics poden ser molt diversos. Entre els seus 

efectes en humans, es parla de desordres neurotòxics, toxicitat maternal i fetotoxicitat, 

descens de les proteïnes sèriques i degeneració focal dels músculs esquelètics (Dorne i 

cols., 2013). Pel què fa a les benzimidazoles, s’ha de tenir en compte que algunes d’elles 

també són utilitzades com a medicament d’ús humà i per tant, les consideracions en 

relació a la seva toxicitat són les que consten en els prospectes dels medicaments 

humans. Així, s’ha de destacar que en general les benzimidazoles són teratogèniques i 

embriotòxiques i per tant, les embarassades n’han d’evitar l’ús tant directe com 

indirecte (Teruel i cols., 2003; Teruel i cols., 2009). 

Fins ara s’ha parlat de l’exposició a residus antiparasitaris a  través de la ingesta de 

productes d’origen animal, però en els últims anys també s’ha començat a estudiar la 

contribució que hi poden tenir aliments d’origen vegetal o fins i tot l’aigua (Sarmah i 

cols., 2006). Els animals que reben tractament farmacològic eliminen els principis actius 

per excreció ja sigui la forma química inalterada del principi actiu o bé els seus 

metabòlits. Si els excrements són utilitzats per a la fabricació d’adobs, aquests poden 

anar a parar a camps de conreu on encara no està clar si els productes que s’hi conreïn 

podran absorbir part d’aquests compostos. El cas de l’aigua és similar, ja que a part de 
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la presència dels compostos en les aigües residuals, si les pluges són capaces de lixiviar 

aquests compostos dels sòls, els fàrmacs poden arribar tan a  les aigües superficials com 

a les subterrànies. A més, és sabut que les plantes de tractament d’aigües residuals no 

són capaces d’eliminar totalment aquests compostos (Castiglioni i cols., 2006) que són 

abocats a les aigües superficials que amb freqüència s’empren com a aigua d’entrada a 

les plantes potabilitzadores la qual cosa podria arribar a comportar un consum humà 

involuntari. En qualsevol cas, esdevenen evidentment una problemàtica ambiental a 

tenir en compte i és per això que alguns autors estan intentant determinar també 

l’impacte ecològic d’aquestes substàncies (Boxall i cols., 2003; Boxall i cols., 2003; 

Capleton i cols., 2006; Kim i cols., 2008). 

 

1.4 Legislació 

 

1.4.1. Medicina veterinària i seguretat alimentària 

 

En termes generals, el món farmacèutic està fortament regulat. La legislació que 

estableix el curs que un medicament ha de transitar des que un laboratori en fa la seva 

producció i/o desenvolupament fins que aquest arriba al consumidor, és força exigent a 

la majoria de països i no fa gaires distincions entre medicaments destinats al consum 

humà i veterinari. De fet, les agències i/o ministeris tan nacionals com internacionals 

que vetllen per la salut i seguretat dels consumidors (European medicines agency (EMA), 

Agencia española del medicamento y productos sanitarios (AEMPS), Ministeri de sanitat, 

etc.) van adreçades tan a la població en general com a veterinaris/cuidadors. 

En el cas de la salut animal, especialment la d’aquells animals destinats al consum humà, 

els afers reguladors s’estenen encara més si cap. A nivell estatal la llei que regula els 

medicaments veterinaris és el reial decret 109/1995. Aquest reial decret regula la 

fabricació, elaboració, control de qualitat, circulació, distribució, comercialització, 

informació i publicitat, importació, exportació, emmagatzematge, prescripció, 

dispensació, avaluació, autorització i registre dels medicaments d’ús veterinari i de les 

substàncies, excipients i materials utilitzats per a la seva fabricació, preparació i envasat. 

Aquesta normativa defineix també els temps d’espera, temps que necessàriament ha de 
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transcórrer entre la última aplicació del medicament i l’aprofitament dels aliments 

obtinguts de l’animal tractat (carn, ous, llet,...). D’aquesta manera s’aconsegueix que els 

residus de medicaments es trobin en una concentració inferior al límit màxim legalment 

admès (MRL) per a cada medicament i aliment.  

La Regulació CE 2377/90 ja establia un procediment comunitari per a fixar els MRLs. 

Segons aquest reglament, i per aquesta finalitat, els medicaments d’ús veterinari es 

divideixen en quatre grups (Annexes I al IV).  

- Annex I: El constitueixen substàncies aprovades com a medicaments d’ús 

veterinari per a les quals es pot establir un MRL.  

- Annex II: Constituït en la seva majoria compostos inorgànics i d’altres d’orgànics 

per als quals no es considera necessari establir un MRL per ser considerades 

substàncies segures.  

- Annex III: Substàncies farmacològicament actives amb MRLs provisionals atès 

que es creu necessari realitzar estudis addicionals per a determinar la seva 

seguretat.  

- Annex IV: El constitueixen substàncies prohibides com hormones promotores del 

creixement, nitrofurans i cloramfenicol, substàncies per a les quals no es pot fixar 

un MRL i per tant hi ha tolerància zero.  

Aquesta regulació va ser substituïda pel Reglament 470/2009 que defineix un nou 

procediment per a l’establiment dels MRLs i pel 37/2010 que classifica les diferents 

substàncies en dues taules. La Taula 1 la constitueixen aquells compostos que al 

Reglament 2377/1990 es trobaven als annexes I, II i III, mentre que aquells compostos 

que a l’antic reglament es trobaven a l’annex IV, ara passen a formar directament la 

Taula 2. 

A la taula 1.3 es mostren els nivells màxims de residu per als coccidiostats i 

benzimidazoles, el residu marcador així com l’espècie animal i teixit diana en què aquest 

ha de ser determinat. 
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Taula 1.3. MRLs establerts per als coccidiostats i benzimidazoles inclosos en aquest estudi 
(Reglament 37/2010 segons Taula 1) 

Substància 
farmacològicament activa 

Residu Marcador Espècie animal MRLs 
µg/kg 

Teixit diana 

Ionòfors     

Monensina Monensina A Boví 2  Múscul 
   10 Greix 
   30 Fetge 
   2 Ronyó 
   2 Llet 

Lasalocid Lasalocid A Aviram 20 Múscul 
   100 Greix 
   100 Fetge 
   50 Ronyó 
   150 Ous 

Benzimidazoles 

Albendazole Suma d’albendazole, 
albendazole sulfòxid, 
albendazole sulfona i 
albendazole  
2-aminosulfona 

Tots els ruminants 100 Múscul 

 100 Greix 

 1000 Fetge 

 500 Ronyó 

 100 Llet 

Fenbendazole Suma de residus 
extractables que poden 
ser oxidats a 
oxfendazole sulfona 

Tots els ruminants 50 Múscul 

 50 Greix 

 500 Fetge 

 50 Ronyó 

 10 Llet 

Flubendazole Flubendazole Aviram 400 Ous 

Mebendazole Suma de mebendazole i 
metabòlits 

Oví, caprí i equí 60 Múscul 

  60 Greix 

  400 Fetge 

  60 Ronyó 

Oxfendazole Suma de residus 
extractables que poden 
ser oxidats a 
oxfendazole sulfona 

Tots els ruminants 50 Múscul 

 50 Greix 

 500 Fetge 

 50 Ronyó 

 10 Llet 

Oxibendazole Oxibendazole Porcí 100 Múscul 
   500 Pell i greix 
   200 Fetge 
   100 Ronyó 

Tiabendazole Suma de tiabendazole i 
5-hidroxitiabendazola 

Caprí 100 Múscul 

 100 Greix 

 100 Fetge 

 100 Ronyó 

 100 Llet 

Triclabendazole Suma de residus 
extractables que poden 
ser oxidats a ceto-
triclabendazole 

Tots els ruminants 225 Múscul 

 100 Greix 

 250 Fetge 

 150 Ronyó 

 

A més, la Directiva 96/23/EEC obliga als estats membres a definir els seus programes de 

control de residus farmacològics en productes d’origen animal com a mesura de 
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seguretat alimentària per als consumidors. Aquesta directiva defineix el mostreig a 

realitzar en cada cas, ja sigui per a un producte càrnic (teixits) o un derivat (llet, mel, 

etc.) així com les sancions a aplicar en cas d’incompliment de la mateixa.  

Estretament lligada a aquesta Directiva, la Decisió de la Comissió 657/2002/EC estableix 

els paràmetres de qualitat mínims que han de complir els mètodes d’anàlisi emprats en 

la determinació de residus farmacèutics en productes d’origen animal destinats al 

consum humà. Per a aquells mètodes d’anàlisi emprats en la determinació de compostos 

prohibits (Taula 2 del Reglament 37/2010) cal destacar el paràmetre anomenat nivell de 

funcionament mínim a exigir (minimum required performance límit, MRPL) definit com 

a la mínima quantitat d’anàlit que pot ser detectada i confirmada pel mètode analític en 

ús.  

Els fàrmacs veterinaris estudiats en aquesta tesi, les benzimidazoles i els coccidiostats 

es troben inclosos a la taula 1 del Reglament 37/2010 i per tant, en els seus mètodes 

d’anàlisi cal aplicar els requeriments que fan referència a la confirmació (3 punts 

d’identificació) i quantificació (precisió i exactitud d’acord amb la fracció de massa de 

l’anàlit a la mostra) dels mateixos. 

 

1.4.2. Additius per a pinsos 

 

Entre els medicaments veterinaris els coccidiostats es poden considerar un cas 

particular. Aquests compostos són administrats de manera rutinària mitjançant els 

pinsos, sobretot en la producció avícola, i per aquest motiu, també són considerats 

additius per a pinsos, la qual cosa comporta que se’ls apliqui complementàriament la 

legislació corresponent als additius per a pinsos.  

Un additiu per a pinso és un ingredient o combinació d’ingredients que s’afegeix a la 

mescla base de l’aliment o a part d’aquest per satisfer una necessitat específica. 

Normalment s’afegeix en microquantitats i el producte final requereix d’un mesclat i 

manipulació molt curosos (AAFCO, 2000). El Reglament Europeu 1831/2003/EC sobre 

els additius en l’alimentació animal estableix les directrius sobre l’autorització, ús i 

comercialització dels additius per a pinsos. D’altra banda, i en funció del seu efecte sobre 
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el pinso o animal consumidor del pinso, l’annex 1 de l’esmentat Reglament classifica 

aquests productes en cinc subgrups anomenats: 

- Tecnològics, qualsevol substància afegida als pinsos amb finalitats 

tecnològiques;  

- Organolèptics, qualsevol substància que afegida als pinsos, millora o modifica les 

propietats organolèptiques d’aquests o les característiques visuals dels aliments 

d’origen animal; 

- Nutricionals; 

- Zootècnics, qualsevol additiu utilitzat per influir positivament en la productivitat 

dels animals sans o en el medi ambient; 

- Coccidiostats i histomonòstats 

En relació als coccidiostats autoritzats com a additius per a pinsos, la Directiva del 

Consell 70/524/EEC de l’any 2004 ja en contemplava els 11 actuals, 6 ionòfors 

(monensina, salinomicina, lasalocid, maduramicina, narasina i semduramicina) i 5 

químics (robenidina, decoquinat, halofuginona, nicarbazina i diclazuril) les 

autoritzacions dels quals, a dia d’avui, s’han anat renovant a mesura que els períodes de 

validesa establerts inicialment han anat exhaurint-se. 

Al marge de la legislació esmentada fins ara, els productors de pinsos estan subjectes a 

legislació específica sobre higiene dels pinsos, la seva fabricació així com respecte a la 

importació (Reglament Europeu 183/2005/CE). Aquest reglament estableix les bones 

pràctiques de fabricació de pinsos, però tot i així, contempla la realitat d’aquesta 

indústria, en la qual en les mateixes instal·lacions on s’hi fabriquen els pinsos no 

medicamentosos normalment també s’hi fabriquen els pinsos medicamentosos. Això 

comporta que, malgrat la neteja de les línies després de la fabricació de pinsos 

medicamentosos, els pinsos no medicamentosos puguin contenir traces de coccidiostats 

degut a la transferència de partícules de pinso residuals que poden quedar adherides a 

les conduccions, el què s’anomena contaminació creuada. Per aquest motiu, la Unió 

Europea reconeix aquesta contaminació creuada com a fet inevitable mitjançant la 

Directiva 2009/8/CE la qual estableix els nivells màxims de residus de coccidiostats en 

pinsos no medicamentosos deguda a contaminació creuada inevitable (taula 1.4). 
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Taula 1.4. Concentració màxima permesa de coccidiostats en pinsos no medicamentosos 
deguda a contaminació creuada segons Directiva 2009/8/CE (Valors més restrictius, per a 
espècies sensibles) 

 

Compost Concentració màxima permesa en pinso 
(mg/kg) 

Lasalocid 1,25 
Narasina 0,7 
Salinomicina 0,7 
Monensina 1,25 
Semduramicina 0,25 
Maduramicina 0,05 
Robenidina 0,7 
Decoquinat 0,4 
Halofuginona 0,03 
Nicarbazina 0,5 
Diclazuril 0,01 

 

 

Per tant, s’assumeix que hi haurà animals que podran ser alimentats amb pinsos 

contaminats amb coccidiostats quan ja no haurien d’estar rebent tractament profilàctic, 

és a dir, durant el període d’espera. Això comporta que productes càrnics o d’origen 

animal (ous o llet) podrien contenir baixos nivells d’aquests compostos. És per aquest 

motiu que el Reglament 124/2009 i la seva posterior modificació segons el Reglament 

610/2012 estableixen uns nous MRLs específics per a coccidiostats en productes 

destinats al consum humà derivats de l’alimentació d’animals amb pinsos que hagin 

patit contaminació creuada (Taula 1.5).  
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Taula 1.5. MRLs establerts per a coccidiostats en productes destinats al consum humà derivats 
de l’alimentació amb pinsos que hagin patit contaminació creuada (Reglament 124/2009) 

Substància Producte alimentari MRL (µg/kg) 

Lasalocid Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents a les aus de corral i els bovins: 

 

 - Llet 1 

 - Fetge  50 

 - Ronyons  20 

 - Altres aliments 5 

Narasina Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix: 

 

 - Ous  2 

 - Llet  1 

 - Fetge 50 

 - Altres aliments 5 

Salinomicina Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix i els conills d’engreix: 

 

 - Ous 3 

 - Fetge 5 

 - Altres aliments 2 

Monensina 
Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix, gall d’indis i els bovins 
(incloses les vaques lleteres): 

 

 - Fetge 8 

 - Altres aliments 2 

Semduramicina Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 2 

Maduramicina Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix i els gall d’indis: 

 

 - Ous 12 

 - Altres aliments 2 

Robenidina 
Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix, els gall d’indis i els conills 
d’engreix i de reproducció: 

 

 - Ous, 25 

 - Fetge, ronyó, pell i greix 50 

 - Altres aliments 5 

Halofuginona 
Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix, gall d’indis i els bovins amb 
excepció de les vaques lleteres: 

 

 - Ous 6 

 - Fetge i ronyons 30 

 - Llet 1 

 - Altres aliments 3 
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Taula 1.5. MRLs establerts per a coccidiostats en productes destinats al consum humà derivats 
de l’alimentació amb pinsos que hagin patit contaminació creuada (Reglament 124/2009) 
(Continuació) 

Substància Producte alimentari MRL (µg/kg) 

Nicarbazina (residu 
4,4’-dinitrocarbanilida) 

Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix: 

 

 - Ous 300 

 - Llet 5 

 - Fetge 300 

 - Ronyons 100 

 - Altres aliments 50 

Diclazuril 
Aliments d’origen animal procedents d’animals d’espècies 
diferents als pollastres d’engreix, gall d’indis d’engreix, 
pintades, conills d’engreix i reproducció, ruminants i porcí: 

 

 - Ous  2 

 - Fetge i ronyons 40 

 - Altres aliments 5 

 

 

1.5 Metodologia analítica 

 

La metodologia analítica emprada en l’anàlisi de fàrmacs antiparasitaris ha estat, ja des 

de les primeres propostes, basada preferentment en la cromatografia de líquids i 

aquesta és encara avui, la tècnica mes comuna. Ara bé, els avenços tant en les 

metodologies de tractament de mostra com en la pròpia cromatografia i en els sistemes 

de detecció han permès disposar de mètodes d’anàlisi cada cop més ràpids, fiables i 

sensibles. 

Tot i així, i amb excepció d’alguns mètodes multiresidu, l’objectiu dels quals es la 

determinació  d’un nombre elevat de compostos de característiques diferents (més de 

50), els mètodes proposats a la literatura per a l’anàlisi de medicaments antiparasitaris 

estan majoritàriament dirigits a famílies específiques. A continuació es comenten les 

publicacions més recents sobre els mètodes proposats per a l’anàlisi dels compostos 

estudiats en aquesta tesi, coccidiostats i benzimidazoles, en mostres de tipus alimentari 

i mediambiental (aigües, fangs i sòls). 
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1.5.1 Metodologia analítica per a la determinació coccidiostats 

 

Com ja s’ha comentat, els coccidiostats són una família de compostos amb una 

estructura química molt variada entre els quals es poden trobar compostos molt polars, 

com per exemple l’ampròlium (amina quaternària), fins a compostos amb un clar 

caràcter lipofílic, com els polièters ionòfors. Aquest fet fa que sigui difícil analitzar-los 

tots emprant un únic mètode. Per tant, a l’hora de desenvolupar un mètode d’anàlisi, 

cal tenir en compte tant els compostos a analitzar com la tècnica analítica a emprar i el 

tipus de mostra. La tècnica analítica a utilitzar determina principalment els límits de 

detecció que el mètode serà capaç d’assolir. D’altra banda, la mostra a analitzar 

requerirà d’un procés d’extracció i/o purificació més o menys exigent en funció de 

diversos factors com són, el tipus de matriu (contingut d’aigua i greix), la naturalesa 

química dels anàlits i la tècnica d’anàlisi a emprar posteriorment. La taula 1.6 recull els 

mètodes publicats a partir de l’any 2000, atès el baix impacte que els mètodes 

desenvolupats amb anterioritat tenen en els mètodes desenvolupats en l’actualitat per 

a la determinació de coccidiostats tot detallant el tractament de mostra emprat així com 

els valors de recuperació obtinguts, la tècnica analítica utilitzada i els límits de detecció 

assolits.  

 

Extracció i purificació  

El tractament de la mostra a analitzar consisteix bàsicament en l’extracció dels anàlits 

d’interès de la matriu i la posterior purificació de l’extracte. En l’anàlisi de coccidiostats 

en matrius alimentàries, un cop la mostra ha estat homogeneïtzada, el procediment més 

estès és l’extracció amb dissolvents orgànics. A la pràctica s’utilitzen diferents solvents 

en funció de la natura de la mostra (Taula 1.6). Així, per a l’anàlisi de pinsos, premescles 

medicamentoses i vegetals normalment s’utilitza metanol (MeOH) o mescles d’aquest 

solvent amb acetona, tetrahidrofurà (THF) i aigua. En canvi, per a l’extracció de teixits 

animals així com ous o llet, l’acetonitril (ACN) acostuma a ser el dissolvent preferit, atès 

que té la capacitat precipitar les proteïnes i per tant, d’eliminar la seva possible 

interferència. Alguns autors proposen  utilitzar com a solvent alternatiu a l’acetonitril, 
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l’acetat d’etil (EtAc), un solvent amb major capacitat d’extracció, o bé diferents mescles 

com per exemple  una d’acetona i tetrahidrofurà per a l’extracció de toltrazuril i el seu 

metabòlit toltrazuril sulfona en mostres de múscul i ous (Hormazábal i cols., 2003). En 

els casos en què el solvent d’extracció és l’acetonitril, molts dels mètodes descrits a la 

literatura, afegeixen sulfat de sodi anhidre a la mostra abans de l’addició del solvent 

amb la finalitat d’absorbir la humitat de la matriu i prevenir que aquesta aigua passi a 

l’extracte i pugui dificultar o alentir la posterior evaporació.  

En l’anàlisi de mostres de tipus alimentari, la posterior etapa de purificació i/o 

preconcentració, es fa necessària atesa la co-extracció de components de la matriu, i la 

majoria dels mètodes fan ús de la partició líquid-líquid o darrerament de  l’extracció en 

fase sòlida. En el cas de l’anàlisi de mostres amb un elevat contingut en greix, l’hexà 

(Kanda i cols., 2003) o bé el diclormetà (Hormazábal i cols., 2003) s’empren per a 

desgreixar l’extracte. Alguns autors utilitzen permeació per gels (GPC) com a 

procediment addicional per eliminar interferències (Ai i col., 2011; Chico i cols. (Chico i 

cols., 2013) tot i que l’extracció en fase sòlida (SPE) emprant rebliments de sílice, C18 i 

en els últims anys els polimèrics de fase invertida OASIS HLB (Waters) són els què s’han 

emprat amb major freqüència. 

Alternativament i com a mètodes més nous, tot i que amb menor freqüència d’aplicació, 

s’han proposat procediments de cromatografia d’immunoafinitat, dispersió en fase 

sòlida (matrix sòlid phase dispersion, MSPD) i extraccions amb fluids supercrítics. 

Aquest esquema de tractament de mostra clàssic (extracció-purificació) és en general 

lent i pot ser mes o menys dificultós segons la matriu i les etapes necessàries, encara 

que acostuma a ser imprescindible en utilitzar determinats sistemes de detecció. Així, 

els sistemes de detecció poc selectius, com ara el detector ultraviolat (UV), requereixen 

d’extractes força nets per tal de minimitzar les interferències i així millorar els 

paràmetres de qualitat dels mètodes d’anàlisi. Per contra, si el mètode de detecció és 

selectiu com per exemple l’espectrometria de masses, el nivell d’exigència de la neteja 

dels extractes a injectar no és tan elevat i encara ho és menys si es treballa en 

espectrometria de masses en tàndem. Atès que aquest mode de treball és el més emprat 

actualment (Taula 1.6), en els darrers anys s’estan imposant tractaments de mostra més 

ràpids tot i que són menys efectius des del punt de vista de la puresa de l’extracte. En 



Capítol 1 

21 

 

aquesta línia, Matabudul i cols. (Matabudul i cols., 2002) van desenvolupar un 

tractament de mostra per a ous i fetge que posteriorment ha estat aplicat per molts 

altres autors. El procediment consisteix a barrejar les mostres amb Na2SO4 per eliminar 

aigua, i posteriorment extreure amb acetonitril i purificar emprant extracció en fase 

sòlida amb sílice. Les recuperacions es van situar entorn el 90% per als compostos 

estudiants en les dues matrius. Encara s’han proposat procediments més senzills, per 

exemple Mortier i cols. (Mortier i cols., 2003) descriuen la determinació de 5 

coccidiostats en ous emprant un procediment que consisteix en una extracció amb 

acetonitril, evaporació del solvent a sequedat i posterior reconstitució en una mescla a 

parts iguals d’acetonitril i aigua amb filtració de l’extracte prèvia a la injecció. En aquesta 

mateixa línia Shao i cols., (Shao i cols., 2009) proposen l’extracció de 14 coccidiostats 

d’ous i carn amb acetonitril, concentració dels extractes i injecció en el cromatogràf de 

líquids i reporten recuperacions superiors al 78% per a tots els anàlits estudiats. Els 

últims anys diversos autors, proposen utilitzar el mètode conegut com a QuEChERS 

(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe és a dir, ràpid, fàcil, econòmic, efectiu, 

robust i segur). Aquest mètode primerament es va aplicar a l’anàlisi de pesticides en 

fruites però a poc a poc s’ha anat estenent a altres àrees com ara anàlisi de residus de 

medicaments en aliments.  Es basa en l’extracció amb acetonitril i l’addició de sals per a 

induir una separació de fases entre el solvent orgànic i l’aquós, seguida d’una etapa 

d’extracció en fase sòlida dispersiva, mitjançant l’addició de sorbents (sílice, C18, carbó 

actiu, etc.) per a l’eliminació de part de la matriu i de sulfat de magnesi per a eliminar 

possibles traces d’aigua. Posteriorment, l’extracte acostuma a ser evaporat fins a un 

volum conegut o bé a sequedat, la qual cosa permet reconstituir l’extracte en un solvent 

compatible amb la cromatografia i aconseguir així una millora dels límits de 

quantificació. Seguint aquesta estratègia Clarke i cols., (Clarke i cols., 2013) van 

desenvolupar un mètode d’anàlisi per a coccidiostats en llet de vaca obtenint 

recuperacions superiors al 80% per a tots els compostos estudiats. 

En el cas de l’anàlisi de mostres de caire ambiental, s’ha utilitzat l’extracció amb solvents 

o solucions tamponades per a l’anàlisi de fangs, sediments i sòls. Kim i cols. (Kim i cols., 

2006) utilitzen una solució tampó d’hidròxid sòdic 1 M a pH 10,0 per a l’extracció de 

monensina, salinomicina i narasina de sediments de riu. El procediment que segueixen 
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requereix tan sols l’agitació de la mostra amb la solució d’extracció. Aquest mateix 

procediment el segueixen també Sun i cols. (Sun i cols., 2013) amb una solució 

d’extracció constituïda per una mescla de tampó de McIlvaine (EDTA, Na2HPO4, àcid 

cítric):metanol:hexà que permet extreure els compostos de sòls i gallinassa. Per la seva 

banda, Herrero i cols. (Herrero i cols., 2013) proposen un mètode d’extracció basat en 

l’extracció amb solvents pressuritzats emprant únicament acetona com a solvent 

d’extracció dels polièters ionòfors de fangs de depuradora. Per a l’anàlisi d’aigües, ja 

siguin superficials o d’entrada/sortida de plantes depuradores, s’utilitza extracció en 

fase sòlida (P. Herrero i cols. (2012); A. Iglesias i cols. (2012)). Aquesta es duu a terme 

fent passar un gran volum de mostra (250-1000 mL) per cartutxos reblerts amb sorbents 

polimèrics de fase invertida o bé mixtos bescanvi iònic/fase invertida. Aquests són 

capaços de retenir eficaçment els anàlits en estudi els quals són posteriorment eluïts 

amb petits volums de solvent, de manera que s’aconsegueix una concentració dels 

anàlits a l’extracte i a més una primera etapa de purificació de la mostra atesa la no 

retenció d’aquells components de la mostra que no són afins amb l'adsorbent escollit. 

L’any 2010 l’Agència Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA) preocupada per l’ús de 

coccidiostats en les granges va proposar avaluar la probabilitat que aquests compostos 

arribessin a la cadena alimentària degut a l’absorció per part dels vegetals dels 

medicaments presents en els sòls i adobs. En resposta a aquesta proposta Broekaert et 

al. (Broekaert et al. 2011) van desenvolupar un mètode d’anàlisi de coccidiostats en 

vegetals i van comparar el mètode QuEChERS amb una extracció amb metanol seguida 

d’una purificació amb columnes de C18, concloent que els millors resultats els 

proporcionava la segona metodologia ja que permetia assolir millors límits de 

quantificació.  

 

Separació i detecció 

La determinació de coccidiostats ja sigui en mostres ambientals o alimentàries es duu a 

terme generalment mitjançant cromatografia de líquids. Atesa la naturalesa apolar de 

la majoria de compostos de la família dels coccidiostats, especialment els polièters 

ionòfors, els rebliments de les columnes utilitzades acostumen a ser de base sílice amb 

fases estacionàries de C18, tal com es pot apreciar a la taula 1.6. Si bé hi ha autors que 
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han optat per fases estacionaries amb cadenes de menor longitud (C8) (Dubreil i cols., 

2009) que ofereixen una menor retenció, o d’una certa polaritat com les fenil (Heller i 

cols., 2004; Li i cols., 2006), fenil-hexil (Olejnik i cols., 2009) o amida (Herrero i cols., 

2012). Les longituds de columna són molt variables i en general, les columnes més 

llargues s’utilitzen en els mètodes proposats per a la determinació d’un nombre de 

compostos elevat. Pel què fa a la utilització de sistemes de cromatografia de líquids 

d’elevada eficàcia, a partir de l’any 2011 es comencen a trobar alguns treballs que 

utilitzen aproximacions similars a les proposades en aquesta tesi. Es a dir  es comencen 

a emprar columnes de tecnologia UPLC amb diàmetres de partícula d’1,7 µm (Broekaert 

i cols., 2011; Clarke i cols., 2013) i columnes de tecnologia FusedCore (Herrero i cols., 

2012; Herrero i cols., 2013). 

En relació a les fases mòbils utilitzades, aquestes són majoritàriament mescles 

d’acetonitril:aigua, metanol:aigua, o barreges de metanol, acetonitril, tetrahidrofurà i 

aigua, sovint tamponades amb acetat o formiat amònic o acidificades  amb un 0,1%  

d’àcid fòrmic ja sigui a la fase aquosa o en ambdues, aquosa i orgànica. Una excepció a 

aquests tipus de fases mòbils, són les emprades en els mètodes de determinació 

d’amprolium ja que en aquest cas, pràcticament tots els mètodes descrits a la 

bibliografia utilitzen fases mòbils que contenen formadors de parells iònics com 

l’heptanosulfonat de sodi (Furusawa i cols., 2002) o més freqüentment l’àcid 

heptafluorobutíric (Song i cols., 2007; Squadrone i cols., 2008), un àcid compatible amb 

l’espectrometria de masses tot i que contamina els equips si s’utilitza de forma 

prolongada. Normalment s’utilitza gradient d’elució especialment en els mètodes 

enfocats a l’anàlisi d’un nombre elevat de compostos mentre que els mètodes isocràtics 

s’acostumen a emprar si es pretén determinar un únic o pocs anàlits. 

Pel què fa referència a la detecció, cal esmentar que abans de l’any 2000 pràcticament 

tots els mètodes d’anàlisi de coccidiostats empraven detecció UV tant per als 

coccidiostats químics com per als polièters ionòfors.  Un exhaustiu recull d’aquest tipus 

de metodologies es pot trobar en l’article de revisió publicat l’any 2014 per Clarke i cols., 

on a més, s’inclouen els mètodes basats en tècniques d’immunoafinitat com l’ELISA. 

Encara a principis del nou mil·lenni, alguns autors es decantaven per aquest tipus de 

detecció o per la fluorescència (Tarbin i cols., 2002). Cal esmentar que en el cas de la 
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determinació de coccidiostats químics, la detecció UV directa no presenta cap 

inconvenient al marge de la poca selectivitat i dels límits de detecció que permet assolir, 

ara bé, per als polièters ionòfors, la detecció UV implica, per tal d’obtenir uns límits de 

detecció acceptables, una derivatització pre o post columna atesa la manca de grups 

cromòfors d’aquestes molècules. Un exemple és el mètode desenvolupat per Blazsek i 

cols. (2005) per a la detecció de salinomicina en premescles medicamentoses emprant 

derivatització post-columna amb vanil·lina i treballant a una longitud d’ona de detecció 

de 520 nm. Els polièters ionòfors reaccionen amb la vanil·lina produint complexes 

acolorits en un medi d’àcid sulfúric-metanol, aquesta és una reacció inespecífica que 

transcorre seguint un mecanisme de substitució electròfila aromàtica entre la vanil·lina 

i els àtoms d’oxigen dels polièters ionòfors resultant en la formació de compostos 

triarilmetà responsables del color. No obstant això, i com es pot observar a la taula 1.6, 

la gran majoria de mètodes descrits a la literatura utilitzen l’espectrometria de masses 

com a tècnica de detecció ja que és més selectiva i amb freqüència més sensible que 

qualsevol dels altres sistemes de detecció emprats habitualment en cromatografia de 

líquids. 

Per tant, la tendència en la determinació de residus de coccidiostats en aliments es veu 

clarament abocada a la utilització de l’espectrometria de masses i preferentment en 

mode tàndem. Entre els avantatges més importants que presenta aquesta tècnica cal 

esmentar, com ja s’ha exposat anteriorment, la seva selectivitat que permet emprar 

mètodes de purificació de mostra menys exhaustius, l’elevada sensibilitat que sobre tot 

s’obté si es treballa en tàndem (en concret amb MRM (múltiple reaction monitoring) 

amb un triple quadrupol), a més de la possibilitat de confirmar la identitat dels 

compostos analitzats. L’espectrometria de masses només requereix que els compostos 

a analitzar siguin ionitzables. D’entre les tècniques d’ionització a pressió atmosfèrica 

emprades en l’acoblament de la cromatografia de líquids a l’espectrometria de masses, 

la que més s’ha utilitzat per a l’anàlisi dels coccidiostats (Taula 1.6) ha estat 

l’electrospray (ESI en polaritat positiva per als polièters ionòfors  i en polaritat tant 

positiva com negativa  pels coccidiostats. Els polièters ionòfors generen ions intensos en 

ESI del tipus [M+H]+, [M+Na]+ i [M+NH4]+, que es fragmenten fàcilment en tàndem 

donant lloc a diversos ions producte la majoria d’ells fruït de múltiples pèrdues de 



Capítol 1 

25 

 

molècules d’aigua atès l’elevat nombre de grups hidroxil presents a la seva estructura. 

En canvi els coccidiostats químics tenen poca tendència a formar adductes amb Na+ i 

NH4
+ i per tant, els ions produïts són els [M+H]+ en mode positiu i el [M-H]- en mode 

negatiu amb l’excepció de l’amprolium que en ésser una amina quaternària dóna lloc a 

l’ió [M]+. En general, els coccidiostats es ionitzen fàcilment en ESI excepte el toltrazuril i 

els seus metabòlits que presenten certs inconvenients. Tan sols es ionitzen en mode 

negatiu i a més, els ions desprotonats generats són difícils de fragmentar. De fet, el 

toltrazuril només genera un ió producte, mentre que la toltrazuril sulfona i el toltrazuril 

sulfòxid no es fragmenten, la qual cosa dificulta la seva anàlisi ja que no es poden satisfer 

els criteris de confirmació de la UE que requereixen d’un nombre mínim de 3 punts 

d’identificació.  

Pel que fa referència als analitzadors, la gran majoria dels mètodes publicats a la 

literatura utilitzen equips de triple quadrupol (QqQ) ja que en general, són capaços 

d’assolir límits de detecció/quantificació per sota dels 5 µg/kg, i per tant permeten 

complir amb garanties els límits màxims (MRLs) establerts a la legislació per alguns dels 

coccidiostats. A més, aquests analitzadors proporcionen la informació necessària, per a 

la confirmació que la Decisió de la Comissió 657/2002/EC obliga per a residus en 

aliments. Aquests últims anys també s’han emprat instruments híbrids de més altes 

prestacions com els Q-Trap (Iglesias i cols., 2012, Nebot i cols. 2012) que proporcionen 

nivells de quantificació per sota del µg/kg. Tot i així en l’anàlisi de coccidiostats també 

s’han obtingut bons resultats amb instruments més senzills com per exemple, els de 

trampa iònica (Heller i cols., 2004, Cha i cols., 2005, Li i cols., 2006, Kim i cols., 2006, 

Squadrone i cols., 2008) que en poder treballar en MSn permeten obtenir informació 

estructural dels compostos a analitzar tot i que els límits de quantificació obtinguts són 

una mica més elevats. Alguns autors utilitzen analitzadors de quadrupol simple (Q) que 

ofereixen prestacions més limitades pel fet de no poder proporcionar confirmació però 

amb sensibilitats força acceptables, de l’ordre dels baixos ppb. Per obtenir més d’un ió i 

així disposar dels punts d’identificació necessaris per confirmar la presència dels 

compostos alguns autors han emprat estratègies  basades en l’aplicació d’elevats 

voltatges a la font d’ionització per tal de provocar la fragmentació de les molècules que 

hi arriben. Per exemple, Sun i cols. (2013) van desenvolupar un mètode per a l’anàlisi de 
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monensina, salinomicina i narasina en sòls, gallinassa i aigües de filtració. Aquests 

polièters ionòfors generen únicament un ió, la molècula sodiada ([M+Na]+), però la 

monitorització en el quadrupol dels ions sense fragmentar i dels fragmentats generats a 

la font els va permetre aconseguir el seguiment de més d’un ió per anàlit. 



 

 

 

Taula 1.6. Metodologia analítica per a la determinació de coccidiostats en mostres alimentàries i ambientals 
Anàlits Matriu Extracció-

Purificació 
Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

AMP Múscul i 
fetge 

EtOH/aigua 
(Ultrasons)-
centrifugació 

96 Mightysil RP-4 GP  
(endcapped) 
(150 x 4.6 mm, 5µm) 

EtOH: heptonosulfonat de 
sodi 5 mM (35:65) 

UV 0,22-0,25 µg/g Furusawa i 
cols. (2002) 

DNC, LAS, 
MON, NAR, SAL 

Ous i fetge LSE (ACN i 
Na2SO4)-SPE 
(Sílice) 

86-92 Luna Fenil-hexil  
(150 x 2,1 mm, 3 µm) 

ACN: aigua: MeOH: 
THF:TFA (67:13:10:10:0,1) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 2,5 µg/kg Matabudul i 
cols. (2002) 

LAS Carn 
processada 

LSE (ACN i 
Na2SO4O-SPE 
(sílice +NH2) 

74-96 PLRP-S  
(150 x 4,6 mm, 5 µm) 

Tetraborat de sodi 0,01 M 
pH10: ACN (45:55) 

FLD - Tarbin i cols. 
(2002) 

DIC, DNC Greix, fetge i 
múscul 

LSE (ACN) i n-
hexà-LLP 

>87 XTerra RP-18  ACN-0,5% acetat d’amoni 
0,01 M hidrogensulfat de 
tetrabutilamoni (43:57) 

UV LOQ: 4-10 µg/kg Kanda i cols. 
(2003) 

TOL, TOLSO2  
(i altres) 

Múscul i ous Acetona/THF-
DCM/Evaporació 
fase aquosa: àcid 
heptanosulfònic 
Greix: hexà i 
filtració 

91-98 Chromolith Performance  
RP-18e (100 x 4.6 mm) 

ACN: àcid acètic 0.1% 
(Gradient) (TOL, TOLS,  

ESI (+) 
MS (Q) 
 

2-5 µg/kg Hormazábal i 
cols. (2003) 

DIC, DMZ, DNZ, 
HFG, ROB 

Ous LSE (ACN)-
evaporació-
reconstitució 

42-113 Waters Symmetry C18  
(150 x 2.1 mm, 5 µm) 

ACN 0,1% àcid fòrmic: 
0,1 % àcid fòrmic 
(Gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC:  0,75-6,0 µg/kg Mortier i 
cols. (2003) 

LAS, MON, 
NAR, SAL 

Ous LSE 
(ACN+Na2SO4)-
SPE (Sílice) 

60-85 YMC Fenil  
(50 x 4 mm, 3 µm) 

ACN: àcid fòrmic 0,1 % 
(Gradient) 

ESI (+) 
MS/MS 
(IT) 

1 µg/kg Heller i cols. 
(2004) 

HFG, DIC, DNC, 
ROB, LAS, MAD, 
MON, NAR, SAL 

Ous i múscul LSE 
(ACN+Na2SO4)-
SPE (Sílice) 

40-60 Purosphere C18  
(125 x 3 mm, 5µm) 

ACN 0,1% àcid fòrmic: àcid 
fòrmic 0,1 % (Gradient) 

ESI (+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC:  0,07-0,6 µg/kg Dubois i cols. 
(2004) 
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Taula 1.6. Metodologia analítica per a la determinació de coccidiostats en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 
Anàlits Matriu Extracció-

Purificació 
Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

NAR, MON, 
LAS, SAL 

Ous Extracció amb 
ACN-
centrifugació-
evaporació i 
redissolució 

90,3-112,7 Waters Symmetry C18  
(150 x 2.1 mm, 5 µm) 

Aigua:ACN (95:5) 0,1% àcid 
fòrmic: ACN 0,1 %àcid 
fòrmic  (Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC: 1 µg/kg Mortier i 
cols. (2005)f 

ROB Ous ACN/hexà 79-105 Novapack C18  
(250 x 4,6 mm) 

ACN: tampó fosfats pH 6,8 
ajustat amb TEA (65:35) 

UV CC:  10 µg/kg Dowling i 
cols. (2005) 

DNC Fetge  ACN/Hexà/ 
evaporació/ 
reconstitució 
ACN-aigua/SPE 
C18/ evaporació/ 
reconstitució 

73.0-125.5 Hypersil BDS C18  
(250 x 4,6 mm) 

Aigua: ACN (55:45) UV CC:  228 µg/kg Capurro i 
cols. (2005) 

TOL, HFG Ous  EtAc/evaporació/
reconstitució 
hexà/extracció 
Na3PO4 0,02M/ 
SPE(OasisHLB)/ 
evaporació-
reconstitució 

- Waters Symmetry  
(150 x 4,6, 5 µm) 

MeOH: 0,2% àcid acetic ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

30 µg/kg Mulder i 
cols. (2005) 

TOLSO2 (i 
altres*) 

Gambes 5% àcid 
tricloroacètic/SPE 
(Oasis 
HLB)/Evaporació i 
reconstitució 

10% YMC fenil  
(50 x 4 mm, 3 µm) 

5% ACN/0,1% àcid 
fòrmic:85% ACN/0,05% 
àcid fòrmic (Gradient) 

APCI(-) 
MSn 
(IT) 

50 µg/kg Li i cols. 
(2006) 

LAS, MON, 
NAR, SAL 

Ous i múscul LSE (ACN)+SPE 
(Sílice) 

62-100 Luna C18  
(150 x 3 mm, 5 µm) 

ACN: acetat d’amoni 
2mm/2% àcid acètic (95:5) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC:  0,8-2,5 µg/kg Rokka i cols. 
(2006) 

TOL, DIC Ronyó i fetge MSPD >71 C18  
(250 x 4,6 mm, 5 µm) 

Tampó Àcid fosfòric 0,05 
M/TEA:ACN (40:60) 

UV LOQ: 15 µg/kg Qi i cols. 
(2007) 
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Taula 1.6. Metodologia analítica per a la determinació de coccidiostats en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 
Anàlits Matriu Extracció-

Purificació 
Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

LAS, MAD, 
MON, NAR SAL 

Fetge i 
múscul 

LSE 
(ACN+Na2SO4)-
SPE (Sílice) 

65-94 Luna C18  
(150 x 3 mm, 5 µm) 

ACN: acetat d’amoni 
2mm/2% àcid acètic (95:5) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC:  0,7-2,4 µg/kg Jestoi i cols. 
(2007) 

SAL, NAR Múscul Cromatografia 
d’immunoafinitat 

83-106 Supelcosil LC-18  
(250 x 4,6 mm, 5 µm) 

MeOH:àcid acètic: H2O 
(940:30:30 (v/v)) 

UV (deriv. 
Vainillina) 

2,5 µg/kg Ra i cols. 
(2008) 

HFG, DEC, DIC, 
DNC, CLAZ, LAS, 
MAD, MON, 
NAR, ROB, SAL, 
SEM 

Fetge  LSE (ACN)-SPE 
(Alúmina +HLB) 

81-120 Luna Fenil-hexil  
(150 x 2 mm, 3 µm) 

ACN:MeOH: tampó 0,01 M 
formiat amònic pH 4 
(Gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC: 3,18-245 µg/kg Olejnik i cols. 
(2009) 

AMP, DEC, DIA, 
DIC, DMZ, DNC, 
ETH, HFG, LAS, 
MAD, MNZ, 
MON, NAR, 
RNZ, ROB, SAL 

Ous i múscul LSE (ACN)-
concentració 

78-125 Acquity UPLC BEH C18  
(100 x 2,1 mm, 1,7 µm) 

0,1% àcid fòrmic: MeOH 
(Gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 0,1-0,2 µg/kg Shao i cols. 
(2009) 

HFG, ROB, DIC, 
DNC, MON, 
NAR, LAS, SAL, 
MAD, SEM 

Ous  LSE (ACN)-
evaporació-
reconstitució 

85-108 Zorbax Eclipse XDB-C8  
(150 x 3 mm, 5 µm) 

ACN 0,1% àcid fòrmic: àcid 
fòrmic 0,1 % (Gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC: 0,27-165 µg/kg Dubreil-
Cheneau i 
cols. (2009) 

ROB Ous i múscul LSE (ACN)-SPE 
(HLB) 

>73 - ACN: 0,05 M tampó 
dihidrogenfosfat d’amoni 
(6:4, pH 6,5) 

UV 15 µg/kg Liu i cols. 
(2010) 

LAS, MAD, 
MON, NAR, 
SAL, SEM 

Ous LSE (ACN)-
evaporació-
reconstitució 

78-168 ACE C18  
(50 x 2,1 mm, 3 µm) 

Aigua:MeOH:ACN (0,1 % 
àcid fòrmic a cada fase) 
(gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 1,1-3,4 µg/kg Ferraz Spisso 
i cols. (2010) 

LAS, MON, 
NAR, SAL 

Llet LSE (ACN) 60-118 Waters XTerra MS C18  
(50 x2,1 mm, 3,5 µm) 

Aigua: ACN:MeOH (0,1% 
àcid fòrmic a cada fases) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 1 µg/kg Thompson i 
cols. (2011) 

3
1

 



 

 

 

Taula 1.6. Metodologia analítica per a la determinació de coccidiostats en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 
Anàlits Matriu Extracció-

Purificació 
Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

DIC, TOL, 
TOLSO, TOLSO2 

Ous i múscul LSE (EtAc)-GPC 89-93 Intertsil ODS-3  
(150 x 2,1 mm, 4,6 µm) 

ACN: 0,1% àcid acètic 
(55:45) 

ESI(-) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 1,2-1,8 µg/kg Ai i cols. 
(2011) 

MON, SAL, LAS, 
NAR, DNC, DIC 

Vegetals LSE (MeOH)-SPE 
C18 

93-120 Acquity UPLC BEH C18  
(100 x2,1 mm, 1,7 µm) 

MeOH 0,1% àcid fòrmic: 
0,1 % àcid fòrmic (gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 5,02-16,0 µg/kg Broekaert i 
cols. (2011) 

LAS, MAD, 
MON, NAR, 
SAL, SEM, DEC, 
DIC, HFG, DNC, 
ROB 

Ous ACN-Hexà-SPE 
(Sílice) 

 Synergy Fusion  
(150 x 2,0 mm, 4 µm) 

0,1% àcid fòrmic:ACN (0,1 
% àcid fòrmic i 0,02M 
acetat de sodi) (Gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC: 2,2-174 µg/kg Galarini i 
cols. (2011)  

DEC, DIC, DNC, 
HFG, LAS, MAD, 
MON, NAR, 
ROB, SAL, SEM 

Llet  LSE (ACN)-SPE-
evaporació-
reconstitució 

77-118 Agilent Eclipse XDB-C8  
(150 x 3 mm, 3,5 µm) 

Aigua:ACN (0,1 % àcid 
fòrmic a cada fase) 
(Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC: 1,25-21 Nasz i cols. 
(2012) 

ROB, DEC, 
MON, SAL, LAS, 
MAD, NAR 

Llet  Extracció amb 
ACN/SPE Strata-X 

69-109 Synergy Polar-RP  
(50 x 2,0 mm, 2,5 µm) 

Aigua:ACN (0,1 % àcid 
fòrmic a cada fase) 
(Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QTrap) 

LOQ: 0,5-2,5 µg/kg Nebot i cols. 
(2012) 

CLO, DIC, ETH, 
LAS, MAD, 
MON, NAR, SAL 

Ous EtAc+GPC No indicat Luna C18 (2) HST  
(50 x 2,1 mm, 2,5 µm) 

ACN:aigua (0,1 % àcid 
fòrmic a cada fase) 
(Gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 0,16-163 µg/kg Chico i cols. 
(2013) 

CLO,ETH,NEQ,D
EC, DIC, HFG, 
LAS,MAD,MON
NAR,NIC, ROB, 
SAL, SEM, TOL, 
TOLSO 

Llet, múscul 
d’ànec i 
altres 
espècies (no 
aviram) 

Llet: QuEChERS  
LSE (ACN)-
evaporació-
reconstitució 

80-125 Aquity BEH C8  
(50 x 2,1 mm, 1,7 µm) 

ACN 0,1% àcid fòrmic: àcid 
fòrmic 0,1 % (Gradient) 

ESI(+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

CC: 1,1-122 µg/kg Clarke i cols. 
(2013) 

LAS, MAD, 
MON, NAR, 
SAL, SEM 

Llet QuEChERS (sense 
purificació dSPE) 

93-113 ACE C18  
(50 x 2,1 mm, 3µm) 

Aigua:ACN:MeOH (0,1 % 
àcid fòrmic a cada fase) 
(Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOD: 0,03-0,4 µg/kg Ulberg 
Pereira i 
cols. (2016) 
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Taula 1.6. Metodologia analítica per a la determinació de coccidiostats en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 
Anàlits Matriu Extracció-

Purificació 
Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

AMP, ETH, LAS, 
MON, NAR, SAL 

Pinsos MeOH/Acetona/T
HF/aigua 
(ultrasons) 
- centrifugació 

87-99 Purosphere STAR RP-18e 
(55x4 mm, 3 µm) (LAS, 
MON, NAR, SAL). 
Supelcosil LC-ABZ+Plus 
(250x4.6mm,5µm) (ETH). 
Supelcosil LC-CN 
(150x4.6mm,5µm) (AMP) 

88%MeOH: 12% àcid 
fòrmic 0.1% 
65% acetat d’amoni 10 
mM: 35%acetonitril 
50% acetonitril: 50% 
acetat d’amoni 10 mM 

ESI (+) 
MS  
(Q) 
 

1,5-5 µg/g Hormazábal i 
cols. (2000) 

LAS, MON, 
NAR, SAL 

Pinsos MeOH/Acetona/T
HF-centrifugació-
Hexà- evaporació-
reconstitució 

97-106 PLRP-S 100Å  
(150 x 4,6 mm, 5 µm) 

Acetat d’amoni 10 mM: 
MeOH:ACN:THF 
(Gradient) 

ESI(+) 
MS  
(Q) 

0,2-0,6 µg/g Hormazábal i 
cols. (2005) 

AMP Pinsos MeOH:aigua/ 
Filtració i dilució 
amb fase mòbil 

89,1-103,1 Pursuit XRs (C18)  
(150 x 2 mm, 3 µm) 

HFBA 5 mM:MeOH 
(Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(IT) 

1 mg/kg Squadrone i 
cols. (2008) 

AMP, CLO, DEC, 
DIC, DNC, ETH, 
HLF, LAS, MAD, 
MeDIC, MON, 
NAR, ROB, SAL, 
SEM, TOL 

Pinsos 1% NH3 en 
MeOH/Ultrasons/
2% àcid acètic en 
MeOH/Agitació i 
centrifugació 

89-124 Agilent Poroshell 120 EC-
C18  
(100 x 2,1 mm, 2,7 µm) 

Formiat d’amoni 0,01M 
pH 4.0: MeOH: 
Acetonitril (Gradient) 

ESI (+/-) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOD: 0,002-0,14 mg/kg Pietruk i cols. 
(2015) 

SAL Premescles 
medicament
oses i medis 
de cultiu 

EtOH (ultrasons)-
Filtració 

- Intertsil ODS-3  
(150 x4.6 mm, 5µm) 

MeOH: tampó acetat  
0.2 M pH 5.8 (100:10) 

UV 32,5 µg/mL Blazsek i 
cols. (2003) 

SAL Premescles 
medicament
oses i medis 
de cultiu 

Acetona/filtració - Chromolith RP-18e  
(100 x 4,6 mm) 

MeOH:0,1 % àcid 
fòrmic (85:15) 

UV 
(derivatit
zació) 

- Blazsek i 
cols. (2005) 

MON, SAL, NAR Aigües 
superficials 

SPE (Oasis HLB) 83,6-101,7 XTerra MS C18  
(50 x 2,1 mm, 2,5 µm) 

0,1% àcid 
fòrmic:MeOH: ACN 

ESI (+)-
MS/MS 
(IT) 

0,03-0,05 µg/L Cha i cols. 
(2005) 

3
3

 



 

 

 

Taula 1.6. Metodologia analítica per a la determinació de coccidiostats en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 
Anàlits Matriu Extracció-

Purificació 
Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

MON, SAL, NAR Aigües 
superficials i 
sediments 

SPE (Oasis HLB) 
*Sediments: 
extracció NaOH 
1 M pH 10,0 

51,7-123,6 XTerra MS C18 (50 x 2,1 
mm, 2,5 µm) 

0,1% 
àcid fòrmic:MeOH 

ESI (+) 
MS/MS 
(IT) 

0,001 µg/L (aigües) 
1 µg/kg (sediments) 

Kim i cols. 
(2006) 

AMP, MON (i 
altres**) 

Aigües 
superficials 

SPE (Oasis HLB) 94,9-113,0 Thermo Hypersil Gold (50 x 
2,1 mm, 5 µm) 

ACN:Aigua (20 mM 
HFBA a cada fase) 
(gradient 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

1-8 ng/L Song i cols. 
(2007) 

LAS, MAD, 
MON, NAR, SAL 

Aigües de 
depuradora 
d’entrada i 
sortida i 
superficials 

SPE (Oasis MAX) 86-100 Ascentis Express RP-Amide 
(100 x 2,1 mm, 2,7 µm) 

0,1 %  
àcid fòrmic:MeOH:ACN 
(50:50) (Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 1-20 ng/L Herrero i 
cols. (2012) 

DEC, DIC, LAS, 
MAD, MON, 
NAR, NIC, ROB, 
SAL 

Aigües  
superficials 

SPE (Strata-X) 94-101 Synergy Polar-RP (50 x 2,0 
mm, 2,5 µm) 

Aigua:ACN (0,1 % àcid 
fòrmic a cada fase) 
(Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QTrap) 

LOQ: 12,5 ng/L Iglesias i 
cols. (2012) 

LAS, MAD, 
MON, NAR, SAL 

Fangs 
depuradora 

PLE (Acetona) 80-98 Ascentis Express RP-Amide 
(100 x 2,1 mm, 2,7 µm) 

0,1 %  
àcid fòrmic:MeOH:ACN 
(50:50) (Gradient) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ: 1-5 µg/kg Herrero i al. 
(2013) 

MON, SAL, NAR Sòls, 
gallinassa i 
aigües de 
filtració 

Aigües: SPE Oasis 
HLB 
Sòls: Tampó de 
McIlvaine: 10 mM 
EDTA, Na2HPO4 i 
àcid cítric (pH 7), 
MeOH:Hexà 
(x2)/evaporació i 
reconstitució 

79-99 Ascentis RP-Amida (150 x 
2,1 mm, 3 µm) 

Àcid fòrmic 0,1%: ACN: 
MeOH (Gradient) 

ESI (+) 
MS 
(Q) 

LOD: 15,5-38,8 ng/L 
7,6-25,1 µg/kg 

Sun i cols. 
(2013) 

3
4
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1.5.2 Metodologia analítica per a la determinació benzimidazoles 

 

Com ja s’ha indicat a l’apartat 1.1 d’aquesta tesi les benzimidazoles presenten una estructura 

química basada en un anell de benzè fusionat amb un anell imidazole i contenen diversos grups 

funcionals. Alhora, els processos metabòlics dels organismes vius transformen aquests 

compostos hidroxilant-los, sulfonant-los o aminant-los, per mitjà de reaccions generalment de 

tipus redox de manera que el conjunt dels possibles compostos benzimidazòlics i dels seus 

metabòlits esdevé un grup que presenta notables diferències en les seves propietats físico-

químiques. En conseqüència, el desenvolupament de mètodes per a la determinació de residus 

de benzoimidazoles pot esdevenir un procés complex tan pel que fa referència a l’extracció dels 

compostos de la matriu com a la seva separació que generalment es duu a terme mitjançant 

cromatografia de líquids. 

 

Extracció i purificació 

Les benzimidazoles s’han analitzat en diverses matrius, normalment alimentàries. A la taula 1.7 

es recullen els treballs publicats a partir de l’any 1995 ja que els mètodes desenvolupats per a 

l’anàlisi i control d’aquests compostos a partir d’aquesta data tenen una clara relació amb els 

que es desenvolupen actualment. Les publicacions incloses  en aquesta taula s’han  agrupat pel 

tipus de matriu estudiada. La llet és la matriu estudiada amb més freqüència, si bé existeixen 

mètodes dedicats a l’anàlisi de diversos tipus de teixits (múscul, fetge, etc.) així com de pinsos. 

Altrament, algunes benzimidazoles, essencialment la tiabendazole, han estat emprades en 

agricultura on s’afegeixen a fruites i verdures després de la recol·lecció per prevenir l’aparició 

de fongs. Per aquest motiu, a la literatura es troben també algunes referències de mètodes en 

els què s’analitzen benzimidazoles juntament amb altres pesticides en matrius com fruites i 

verdures, que a priori tenen poca relació amb l’ús habitual d’un fàrmac veterinari. Tot i la 

varietat de matrius a analitzar la major part dels mètodes publicats a la literatura per a l’anàlisi 

de benzimidazoles s’inicien amb una extracció líquid-líquid convencional emprant acetonitril  o 

acetat d’etil com a solvent. En ocasions, l’extracció es realitza en medi àcid o bàsic en funció dels 

anàlits a extreure. Les polaritats i pKa poden diferir notablement entre el compost parental i el 

metabòlit, la qual cosa pot obligar a treballar en un determinat interval de pH per afavorir el pas 

dels anàlits al solvent d’extracció. Danaher i cols. (Danaher i cols., 2007) publicaren un article de 

revisió de la metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en teixits biològics 

on s’inclou un recull dels pKa, obtinguts tant experimentalment com mitjançant programes de 

simulació (Pallas Software v 3.0) que és una bona font per establir l’interval de pH en el qual les 

diferents molècules es troben en forma neutre i per tant, es podran extreure fàcilment amb 
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solvents orgànics. En aquest article es posa de manifest que alguns compostos com per exemple 

la 5-hidroxitiabendazole es troben sempre en forma iònica.  

En el cas de l’anàlisi de mostres amb un contingut elevat de greix (llet, fetge, etc.) molts autors 

opten per una etapa d’eliminació del greix després de l’extracció, normalment duent a terme 

una nova extracció amb un solvent no polar com l’hexà. La purificació de l’extracte resultant 

normalment es realitza per extracció en fase sòlida utilitzant en la majoria de casos, resines de 

bescanvi catiònic, fort (SCX) o mitjà (MCX), tot i que no són les úniques opcions. Per exemple, 

Cannavan i cols. (Cannavan i cols., 1998) proposen emprar cartutxos de cianopropil mentre que 

altres autors utilitzen rebliments de fase invertida polimèrics (OASIS HLB) i amb cadenes 

alquíliques de diferents longituds (C2, C8 i C18). 

Tot i que la majoria dels mètodes es basen en una extracció líquid-líquid seguida de 

purificació/preconcentració mitjançant SPE, també es troben mètodes alternatius basats en 

altres tècniques. Així, a partir de la segona meitat de la dècada 2000-2010 van començar a 

utilitzar-se els QuEChERS per a l’extracció. Aquest mètode ha estat emprat en l’anàlisi de llet 

(Kinsella i cols., 2009; Keegan i cols., 2009), proporcionant recuperacions superiors al 66%, ous 

(Domínguez-Álvarez i cols., 2013) amb recuperacions superiors al 74% i aliments infantils 

(Gilbert-López i cols. (2007) amb una recuperació per a la tiabendazole del 94,9%. Altres 

mètodes que es troben a la literatura són la microextracció en fase sòlida (SPME) emprada en 

l’anàlisi de llet i aigua per Zhang i cols. (2015) i Cacho i cols (2008) respectivament, la 

microextracció líquid-líquid dispersiva assistida per ultrasons amb surfactants com agent 

d’emulsió (Boontognto i cols., 2014) que s’ha utilitzat per a l’anàlisi de llet, així com la pre-

concentració on-line emprant cartutxos LiChroCart, reblerts de material de sílice que s’ha 

proposat per a l’anàlisi de llet encara que cal diluir i ajustar el pH de la mostra (García-Gómez i 

cols. 2012). 

 

Separació 

Per a la separació i anàlisi de les benzimidazoles normalment s’utilitza cromatografia de líquids 

i pràcticament la totalitat dels mètodes descrits a la literatura empren columnes de fase 

invertida de C18. Només Gilbert-López i cols. (Gilbert-López i cols., 2007) van emprar una 

columna de C8 encara que cal esmentar que aquests autors proposen un mètode per a la 

determinació de tiabendazole i 11 pesticides més. Respecte a les fases mòbils utilitzades, la 

majoria dels mètodes empren acetonitril com a fase orgànica i fases aquoses acidificades 

principalment amb àcid fòrmic o bé que contenen tampons fòrmic/formiat o acètic/acetat. 

Quan la detecció posterior a la separació es duu a terme per UV, es poden trobar fases mòbils 
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amb tampons no volàtils, com els fosfats o fins i tot amb formadors de parells iònics com 

l’octanosulfonat de sodi (De Ruyck i cols., 2000). Sovint quan la detecció es realitza per mitjà de 

l’espectrometria de masses, s’acidifica tant la fase aquosa com l’orgànica addicionant un 0,1% 

d’àcid fòrmic a cada fase. 

D’altra banda, i tenint en compte la capacitat d’ionització de les benzimidazoles a determinats 

pHs, existeix una quantitat gens menyspreable de mètodes basats en l’electroforesi capil·lar. 

Aquesta tècnica de separació ha estat aplicada preferentment en la determinació de 

tiabendazole en fruites, però Domínguez-Àlvarez i cols. (Domínguez-Àlvarez i cols., 20013) la 

varen emprar també en l’anàlisi d’ous on van determinar fins a 9 benzimidazoles entre 

compostos parentals i metabòlits. Derivada de l’electroforesi capil·lar, l’electrocromatografia 

capil·lar, un híbrid entre l’HPLC i la CE també ha estat emprada en la determinació de 

tiabendazole. En aquesta tècnica la fase mòbil es transporta gràcies al flux electroosmòtic a 

través de la fase estacionària que rebleix el capil·lar de sílice. Concretament, el treball descrit 

per Cacho i cols. (Cacho i cols., 2008) va emprar un capil·lar amb una fase estacionària de 

polímers d’empremta molecular (MIP) dissenyats per al reconeixement de THB i una fase mòbil 

o electròlit de transport d’acetonitril amb un 4% d’àcid cítric.  

Per a la determinació de benzimidazoles també s’han utilitzat altres tècniques d’anàlisi. Així, a 

la literatura es troben mètodes per a la determinació de benzimidazoles que utilitzen 

cromatografia de gasos, tal com es recull a l’article de revisió de Danaher i cols. (Danaher i cols., 

2007). Si bé la naturalesa bàsica d’aquests compostos i la seva baixa volatilitat fan que siguin 

mètodes complexes. No obstant, la tiabendazole i la triclabendazole són suficientment volàtils 

com per poder ser determinades per GC sense necessitat de derivatització. Es troben aplicacions 

d’aquesta metodologia per a la determinació d’aquests compostos que s’utilitzen com a 

fungicides en fruita. Val a dir però, que actualment aquesta metodologia no s’aplica, òbviament 

perquè presenta molts inconvenients en comparació amb la cromatografia de líquids. 

Les tècniques que tot i ser de les més antigues, encara prevalen en l’actualitat són les basades 

en kits d’immunoassaig i ELISA. Principalment perquè el camp d’aplicació no acostuma a ser el 

de la determinació de residus en aliments o medi ambient, sinó el seguiment de la 

farmacocinètica dels medicaments en estudi i els nivells de depleció dels mateixos, raó per la 

qual els nivells de concentració que acostumen a determinar-se són força elevats en comparació 

amb els mètodes basats en la cromatografia de líquids, per exemple de 50 a 500 µg/kg en fetge 

(Brandon i cols., 1998), però perfectament compatibles amb aquests tipus de tècnica.  
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Com a tècnica més innovadora, es pot destacar la publicació de Keegan i cols. (Keegan ic cols., 

2009) en què van emprar un biosensor de ressonància de plasmons per a la determinació d’onze 

benzimidazoles entre compostos parentals i metabòlits en llet assolint un límit de detecció de 

2,7 µg/kg. Els resultats obtinguts mitjançant aquesta nova tècnica varen ser contrastats amb un 

mètode d’UPLC-MS/MS confirmant-se la idoneïtat de la tècnica per a un ràpid cribratge 

d’aquests compostos en llet. La proporció de falsos negatius va ser establerta per sota del 5% i 

en qualsevol cas, els autors proposaren el propi mètode d’UPLC-MS/MS per a la confirmació de 

mostres sospitoses de ser positives.  

 

Detecció 

La detecció emprada en l’anàlisi de benzimidazoles en cromatografia de líquids acostuma a ser 

bàsicament de tres tipus, UV, fluorescència o bé acoblament a l’espectrometria de masses. Les 

benzimidazoles posseeixen un grup cromòfor molt potent i per tant poden ser fàcilment 

determinades mitjançant detecció UV. Per aquesta raó aquest sistema de detecció fou dels 

primers en ésser utilitzats i existeixen nombrosos treballs a la literatura que empren aquesta 

detecció per a l’anàlisi de mostres biològiques, ambientals i alimentàries. Ara bé, atès que alguns 

compostos (ABZ, CAM, FLU, TCB; TBZ i els seus metabòlits) presenten estructures amb anells 

condensat que són naturalment fluorescents,  la detecció per fluorescència, que és més sensible 

i selectiva que la detecció UV és i ha estat una bona opció per aquests compostos. Per exemple, 

López i cols. (López i cols., 2007) utilitzant una longitud d’ona d’excitació de 300 nm una 

d’emissió de 350 nm van obtenir uns límits de detecció per a la tiabendazole i flubendazole en 

mostres d’aigua de l’ordre dels ppt. Tot i així, l’aplicabilitat d’aquesta tècnica és limitada i per 

aquest motiu ha estat tradicionalment, molt menys emprada que la detecció UV. En UV 

s’acostuma a treballar a longituds d’ona de detecció entorn els 290-300 nm i s’obtenen límits de 

quantificació de l’ordre dels baixos ppbs.  

Darrerament, però, l’acoblament de la cromatografia de líquids a l’espectrometria de masses 

s'ha imposat atesa la seva capacitat de combinar l’anàlisi quantitativa amb la confirmació de 

l’anàlit. Les benzimidazoles s’ionitzen preferentment en mode positiu generant ions intensos del 

tipus [M+H]+ mentre que en aplicar polaritat negativa s’obtenen els ions [M-H]- que en general 

presenten una intensitat menor. Tan sols la triclabendazole i els seus metabòlits acostumen a 

ser analitzats preferentment en polaritat negativa ja que la presència de diversos àtoms de clor 

en la seva estructura estabilitza la càrrega negativa proporcionant en conseqüència una senyal 

notablement més intensa que en polaritat positiva (Kinsella i cols., 2009; Jedziniak i cols., 2009). 
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Pel que fa referència a les fonts d’ionització, la gran majoria dels mètodes de MS que es troben 

descrits a la literatura utilitzen l’electrosprai i només Cannavan i cols. (Cannavan i cols., 1998) 

van utilitzat una font d’ionització química a pressió atmosfèrica (APCI). En aquest cas, la 

utilització d’aquesta font d’ionització enlloc de l’ESI va permetre als autors treballar amb 

fragmentació a la font i obtenir més d’un ió producte per a la confirmació dels anàlits emprant 

un quadrupol simple (Q) i complint els requeriments de la legislació pel que fa a la confirmació.  

De fet el mètode més emprat avui dia per a l’anàlisi de les benzimidazoles és l’acoblament de la 

cromatografia de líquids a l’espectrometria de masses emprant ESI com a font d’ionització i un 

triple quadrupol com analitzador. Aquesta tècnica  permet obtenir baixos límits de detecció que 

pot arribar als ng/kg (Wangs i cols., 2016) i garanteix el suficient nombre d’ions diagnòstic per a 

una adequada confirmació. Això queda reflectit a la taula 1.7 on es pot comprovar que gairebé 

la totalitat dels mètodes basats en l’espectrometria de masses, fan ús d’aquest tipus 

d’instrumentació. Val la pena destacar, per ser l’excepció a aquesta tendència generalitzada, el 

treball de Gilbert-López i cols. (Gilbert-López i cols., 2007) on es va emprar un analitzador de 

temps de vol (TOF) per a la determinació de tiabendazole i altres pesticides en aliments infantils 

determinant les masses exactes d’ions precursors i productes per a la confirmació dels 

compostos analitzats. 



 

 
 

Taula 1.7. Metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en mostres alimentàries i ambientals 

Anàlits Matriu Extracció-Purificació Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

ABZ I altres Llet ACN-Hexà-DCM-

evaporació/ 

redissolució- SPE (C2) 

- Supelco C18  

(75 x 4,6 mm) 

ACN: 10 mM 

NH4Ac/HFor 

pH=4,5 (Gradient) 

ESI(+) 

MS/MS 

(QqQ) 

LOD: 5 µg/L Casetta i 

cols., 1996 

FEN, TBZ, ABZ, 

OXI 

Llet CHCl3/0,1 M NaOH-

concentració 

68-85 % Alltima C18  

(150 x 3,2 mm, 5 µm) 

0,01 M 

octanosulfonat de 

sodi pH 3,5 

H3PO4:ACN:Aigua 

(Gradient) 

UV (295 nm) LOQ: 1,4-6,9 µg/L  De Ruyck i 

cols., 2000 

TBZ, OXF, OXI, 

ABZ, FEN, FEB, 

TCB 

Llet Mostra en medi basic 

(NaOH)-EtAc-

evaporació-

reconstitució 

90-102 % Alltima C18  

(150 x 3,2 mm, 5 µm) 

0,1%  

àcid fòrmic:ACN 

(Gradient) 

ESI(+) 

MS/MS 

(QqQ) 

CCα:1,1-1,4 µg/L De Ruyck i 

cols., 2002 

BZ CAM, OXI, 

FLU, MEB, OXF,  

TBZ, TCB i 

metabòlits 

Llet QuEChERS 66-111 % Phenomenex Prodigy 

C18  

(150 x 3 mm, 5 µm) 

25 mM NH4COOH 

pH 4: 12,5 mM 

NH4COOH en 

ACN:MeOH 

(50:50) (Gradient) 

ESI (+/-) 

MS/MS 

(QqQ) 

CCα: 11-112 µg/kg Kinsella i 

cols., 2009 

ABZ, MEB, OXF, 

OXI, FLU, TCB, 

FEB i 

metabòlits 

Llet QuEChERS 81-116 % - - Biosensor SPR 

(Ressonància de 

plasmons de 

superficie) 

LOD: 2,7 µg/kg Keegan i 

cols., 2009 

4
0

 



 

 
 

Taula 1.7. Metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 

Anàlits Matriu Extracció-Purificació Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

LEV, TCB, CAM, 

FEN, MEB, FLU, 

OXI, OXF, TBZ, 

ABZ I 

metabòlits 

Llet EtAc-hexà-EtOH 

acidificat 

70-110 % XTerra MS C18  

(150 x 2,1 mm,  3,5 µm) 

ACN: 0,025 M 

NH4Ac/HAc pH 5,0 

(Gradient) 

ESI (+/-) 

MS 

(Q) 

LOD: 0,1-1,0 µg/kg Jedziniak i 

cols., 2009 

ABZ, TBZ, FEN, 

MEB, CAM, OXI, 

FLU, FEN, TCB I 

metabòlits 

Llet Solució 1 % BHT 

ACN,Na2SO4 anhidre- 

evaporació-

redissolució-SPE 

(MCX) 

78-110 % XTerra C18  

(250 x 4,6 mm, 5 µm) 

0,02 N NH4Ac/ 

ACN 

(Gradient) 

UV (292 nm) LOD: 3 µg/kg Chen i cols., 

2010 

TBZ, ABZ, OXF, 

OXI, FEN, MEB, 

FLU, FEB I 

metabòlits 

Llet Centrifugació-

eliminació del greix-

SPE (Oasis MCX) 

80-101 % Acquity BEH C18  

(50 x 2,1 mm, 1,7 µm) 

ACN:aigua (0,1% 

àcid formic a cada 

fase) (Gradient) 

ESI(+) 

MS/MS 

(QqQ) 

LOD: 0,01-0,5 µg/L Xia i cols., 

2010 

ABZ, MEB, FEN, 

OXF, OXI, FLU, 

FEB I 

metabòlits 

Llet Dilució 50% MeOH i 

tampó fosfat /citrat 

pH 7,2, i EDTA 

(0,37 g)-

preconcentració 

on-line LiChroCART 

254LiChrospher RP4 

alkyl-diol-silica (ADS) 

(25 μm, 25× 4 mm) 

70-120 % Zorbax Eclipse XDB-

C18 

(150 x 4,6 mm, 3 µm) 

ACN:Aigua 

(Gradient) 

ESI(+) 

MS/MS 

(QqQ) 

CCα: 3,2-5,7 µg/kg García-

Gómez i 

cols., 2012 

4
1

 



 

 
 

Taula 1.7. Metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 

Anàlits Matriu Extracció-Purificació Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

OXF, ABZ, MEB, 

FLU, FEN 

Llet Ultrasound-assisted 

surfactant enhanced 

emulsification 

microextraction 

(UASEME) 

79-118 % Intertsil C18  

(150 x 4,6 mm, 5 µm) 

ACN: 0,1% àcid 

formic (Gradient) 

UV (296 nm) LOD: 0,5-6,0 µg/L Boontognto i 

cols., 2014 

ABZ, TBZ, MEB, 

FLU, FEN, OXF, 

OXI, FEB, 

metabòlits I 

altres 

Llet 1% àcid acetic en 

ACN-evaporació-

reconstitució-SPE 

(OASIS MCX) 

87-119 % Acquiti BHE C18  

(100 x 2,1 mm,  

1,7 µm) 

0,1% àcid 

formic/5 mM 

acetat d’amoni: 

MeOH (Gradient) 

ESI (+) 

MS/MS 

(QqQ) 

CCα: 0,01-112 µg/kg Mahou i 

cols., 2014 

FEN, TBZ, MEB, 

ABZ, OXF 

Llet I mel TFA/aigua-SPME 

(fibres monolítiques) 

72-121 % Hypersil C18  

(250 x 4,6 mm, 5 µm) 

ACN: 0,1% àcid 

formic (Gradient) 

UV (DAD) LOD: 0,1-0,30 µg/L  Zhang i cols., 

2015 

TBZ, ABZ, OXI, 

MEB, FEN, FLU, 

OXF I 

metabòlits I 

altres 

Llet ACN-evaporació-

reconstitució-SPE 

(Oasis MCX) 

60-102 % Acquity BEH C18  

(50 x 2,1 mm, 1,7 µm) 

ACN:aigua (0,1% 

àcid formic a cada 

fase) (Gradient) 

ESI(+/-) 

MS/MS 

(QqQ) 

LOQ: 5-50 ng/kg Wang i cols., 

2016 
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Taula 1.7. Metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 

Anàlits Matriu Extracció-Purificació Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

TBZ I metabòlit Múscul, 
fetge I ronyó 

Tampó fosfat (pH 
7.0)/EtAc-
centrifugació i 
evaporació-hexà/SPE 
(CN) 

96-103 % Prodigy 5 ODS 3 (150 x 
4,5 mm, 2 µm) 

0,1% NH4Ac: ACN 
(Gradient) 

APCI (+) 
MS 
(Q) 

- Cannavan i 
cols., 1998 

TBZ, ABZ, FEB, , 
FEN, TCB, OXI, 
CAM, FLU I 
metabòlits 

Múscul, 
fetge i ous 

EtAc- SPE (estirè-
divinilbenzè)  

>50 %  

 

Zorbax RX C18 (150 x 
1,1 mm, 5 µm) 

ACN-0,01 M 
NH4Ac 0,5% HAc 
(60:40) 

ESI(+) 
MS/MS 
(QqQ) 

LOQ:5-30 µg/kg Balizs, 1999 

FEB, FEN, OXF i 
metabòlits 

Fetge ACN-acidificació àcid 
acètic-SPE  (SCX) 

37-105 % Chromsphere 5C8 (250 
x 3 mm) 

A: NH4CO3 0,1 M-
MeOH (80:20) 
B: NH4CO3 0,1 M-
MeOH (20:80) 
(Gradient) 

UV (290 nm) - Rose, 1999 

MEB i 
metabòlits 

Fetge EtAc-evaporació-
reconstitució en 
MeOH-hexà 

86-99 % Alltima C18 (150 x 2,1 
mm, 5 µm) 

0,1% àcid fòrmic: 
ACN (Gradient) 

ESI (+) 
MS/MS 
(QqQ) 

CCα: 56,6-64,2 µg/L De Ruyck i 
cols., 2001 

TBZ, OXF, MEB, 
OXI, CAM, MEB, 
ABZ, FEN, TCB, 
FLU i 
metabòlits 

Fetge Extracció amb CO2 
supercrític-SPE (SCX ) 

31-93 % XTerra C18 (150 x 3,0 
mm, 3,5 µm) 

A: NH4H2PO4 pH 
6,8: MeOH:ACN 
(76:15:9) B: 
NH4H2PO4 pH 6,8: 
MeOH:ACN 
(52:30:18) C: 
NH4H2PO4 pH 
6,8:MeOH (18:82) 
(Gradient) 

UV (298 nm) LOD: 50 µg/kg Danaher i 
cols., 2003 
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Taula 1.7. Metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 

Anàlits Matriu Extracció-Purificació Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

ABZ, FLU, MBZ, 

OXI, OXF, TBZ I 

metabòlits 

Fetge Na2SO4-K2CO3 4 M-

EtAc-centrifugació- 

evaporació-EtOH:HCl 

0,2 M: Hexà-

centrifugació-SPE 

(C18)-elució amb 

EtAc-evaporació-

redissolució 

20-94 % XTerra C18  

(150 x 3,0 mm, 3,5 µm) 

NH4H2PO4   

pH 6,5:MeOH,  

ACN (Gradient) 

UV (298 nm) CCα:242-1303 µg/kg Dowling i 

cols. 2005 

ABZ, OXI, TBZ, 

OXF, TCB, FEN, 

FLU I metatòlits 

Fetge ACN, Na2SO4 anhidre-

SPE (SCX) 

80-101 % Zorbax SB-C18  

(250 x 4,6 mm, 3 µm) 

A: ACN:MeOH(9:1)  

B: t NH4H2PO4  

pH 4,78 (Gradient) 

UV (285 nm) LOD: 5-15 µg/kg Caprioli i 

cols., 2010 

ABZ, OXI, FEN, 

OXF, MEB I 

metabòlits 

Ous QuEChERS (PSA) 74-112 % - Aigua:isopropanol 

(70:30) 6 M 

àcid fòrmic 

CE-ESI (+) 

MS 

(Q) 

CCα: 7-62 µg/kg Domínguez-

Álvarez i 

cols., 2013 

TBZ, ABZ, OXI, 

MEB, FEN, FLU, 

OXF I 

metabòlits 

Múscul, 

fetge I 

ronyons 

EtAc-SPE (Oasis MCX) 63-109 % Acquity BEH C18  

(50 x 2,1 mm, 1,7 µm) 

ACN:aigua (0,1% àcid 

formic a cada fase) 

(Gradient) 

ESI(+) 

MS/MS 

(QqQ) 

LOD: 1-30 ng/kg Xia i cols., 

2013 

FLU, FEB Pinsos DMF 98-99 % Supelcosil LC-18 DB 

(150 x 4,6 mm, 5 µm) 

ACN: H3PO4  

/NaH2PO4 pH 3; 

0,017M (Gradient) 

UV (300 nm) LOD: 3 mg/kg Dusi i cols. 

2005 
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  Taula 1.7. Metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 

Anàlits Matriu Extracció-Purificació Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

TBZ, OXI, ABZ, 

MEB, FEN, FLU, 

OXF, TCB 

Pinsos 0,1% àcid formic en 

ACN-dilució amb 

0,1% àcid fòrmic 

84-104 % XBridge C18 (150 x 2,1 mm, 

3,5 µm) 

0,1% àcid fòrmic: ACN 

(Gradient) 

ESI (+) 

MS/MS 

(QqQ) 

LOD: 2,1-63,0 

µg/kg 

Li i cols., 

2011 

FEN, FLU I altres Pinsos MeOH-evaporació-

reconstitució 

- Acquity UPLC HSS T3 (C18) 

(150 x 2,1 mm, 1,7 µm) 

Aigua:ACN (0,05% àcid 

formic a cada fase) 

(Gradient) 

ESI (+) 

MS/MS 

(QqQ) 

- Robert i 

cols., 2015 

TBZ i altres Raïm MeOH:H2O-SPE (C8) 73-75 % - 4mM H3PO4 /NaH2PO4 

pH= 3,5 

CZE-UV  

(210 nm) 

LOD: 50 µg/kg Rodríguez i 

cols., 2001 

TBZ Llimones EtAc i NH3/Na2SO4
-

evaporació-CHCl3-

evaporació 

62 % - 33% 50 mM NaH2PO4/ 

H3PO4  pH 3 67% ACN 

CE-UV LOD: 2,3 µg/mL Kaltsonoudis 

i cols., 2003 

TBZ I altres Llimones 0,5% TFA en ACN/ 

EtAc:éter de petroli-

addició NH3 30%/ 

evaporació-

reconstitució en ACN i 

SDS 3 mM/SPE (HLB) 

97-98 % Supelcosil LC-C18 (250 x 4,6 

mm, 5 µm) 

ACN:aigua:NH3 (30%) 

(39:60,5:0,5) 

UV (254) LOD: 270 µg/kg Konstantinos 

i cols., 2004 

TBZ i altres Aliments 

infantils 

QuEChERS i SPE 

(Oasis HLB) (per a 

sucs de fruites) 

95 % Zorbax Eclipse C8 XDB-C8 

(150 x 4,6 mm, 5 µm) 

ACN:0,1% àcid formic 

(Gradient) 

ESI(+) 

MS 

(TOF) 

LOD: 0,4 µg/kg Gilber-López 

i cols., 2007 
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Taula 1.7. Metodologia analítica per a la determinació de benzimidazoles en mostres alimentàries i ambientals (Continuació) 

Anàlits Matriu Extracció-Purificació Recuperació Columna analítica Fase mòbil Detecció Sensibilitat Referència 

TBZ 

(multiresidu 

pesticides) 

Fruites i 

verdures 

EtAc (Na2SO4 anhidre)- 

evaporació-dilució 

70-106,8 XTerra MS C18  

(100 x 2,5 mm, 3,5 µm) 

Aigua:ACN (0,1 % àcid fòrmic 

a cada fase) (Gradient) 

ESI(+) 

MS/MS 

(QqQ) 

LOQ: 10 µg/kg Boititsi i 

cols., 2007 

THB, FLU Aigua SPME 115-119 Symmetry C18  

(150 x 3,9 mm, 8 µm) 

MeOH:aigua (45:55) FLD (300 nm 

excitació/350 

ememissió) 

LOD: 0,03-0,04 

µg/L  

López i cols., 

2007 

TBZ Cítrics ACN-ultrasons 97-99 Capilar d’electroforesi 

reblert de MIP 

ACN 4 % àcid cítric MIP-CEC-UV  

(305 nm) 

LOD: 40 µg/kg Cacho i cols., 

2008 

4
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1.6 Presència de fàrmacs antiparasitaris en aliments i el medi ambient 

 

Tot i la legislació vigent en matèria de seguretat alimentària, avui dia encara es detecta 

amb una certa freqüència la presència d’alguns compostos antiparasitaris en mostres 

destinades al consum humà. Segons diversos estudis, la raó principal per la qual es 

troben mostres no conformes amb la legislació és que s’hagin administrat fàrmacs a 

animals per als quals no estan destinats o bé que s’hagi superat la dosi recomanada. 

També pot ser que no es respectin els períodes de depleció i que per tant, no es doni 

temps per a l’eliminació metabòlica del fàrmac de l’organisme de l’animal. Finalment, la 

presència de fàrmacs als teixits animals també pot estar causada pel consum de pinsos 

que estiguin involuntàriament contaminats amb aquestes substàncies. 

Durant la dècada dels 90 l’interès per determinar residus de coccidiostats en aliments 

va augmentar degut a l’elevat nombre d’informes que van aparèixer sobre aliments 

contaminats amb nicarbazina i lasalocid. Durant aquells anys i la primera dècada del 

2000, es van trobar nivells de lasalocid en ous entre 0,3 i 129 µg/kg. L’any 2005 un estudi 

dut a terme per la UE va posar de manifest que el lasalocid era el coccidiostat que es 

trobava amb més freqüència en ous. Per exemple, en un dels estudis va ser detectat en 

el 23% de les mostres analitzades (300) (Mortier i cols., 2005). Un altre aspecte a 

destacar d’aquest mateix estudi és que es va detectar la presència de més d’un 

coccidiostat en més d’una tercera part de les mostres analitzades. En un altre estudi 

Danaher i cols. (2008), van detectar la presència de nicarbazina en el 26% de les mostres 

analitzades. En aquest context, diverses investigacions portades a terme a les granges 

de producció avícola, van concloure que la causa més probable d’aquestes 

contaminacions eren les males praxis en la manipulació dels pinsos (O’Keeffe i cols., 

2007; Kennedy i cols., 1998). Un altre aspecte a destacar d’aquests estudis és que es va 

observar que més d’un 20% dels pinsos no medicats analitzats presentaven 

contaminació creuada per monensina a uns nivells un 5% superiors a la dosi terapèutica 

de l’esmentat principi actiu i aquest fet va posar en evidència la problemàtica de les 

contaminacions creuades. Es va demostrar, a més, que l’administració de pinsos 

contaminats a una concentració superior a la dosi terapèutica pot provocar la presència 

d’aquest fàrmac en ous per sobre dels límits legals establerts. Altres estudis duts a terme 
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per determinar la font de la contaminació per coccidiostats van posar de manifest que 

en la majoria dels casos són les males pràctiques a les fàbriques de pinsos i les 

manipulacions portades a terme a les mateixes granges les responsables de la 

contaminació creuada. 

L’informe anual de la UE sobre residus de coccidiostats de l’any 2010 reporta un índex 

de mostres no conformes d’un 2,1% en mostres de carn de pollastre i d’un 1,2%  en ous 

mentre que en aquest mateix informe de l’any 2011 aquest índex mostra una reducció 

fins un 0,22% i 0,72% respectivament. Ara bé, aquesta millora es deu majoritàriament a 

una relaxació dels MRLs per a la nicarbazina que va passar de 200 µg/kg per a qualsevol 

teixit (abans del 2010) a 4000 µg/kg, 6000 µg/kg i 15000 µg/kg per a múscul, ronyó i 

fetge respectivament (a partir de finals del 2010). Això implica que mostres que haurien 

estat no conformes segons els MRLs anteriors al 2010, amb els nous MRLs van passar a 

ser considerades mostres conformes. Fora de la UE, una publicació de Shao i cols. (2009) 

reporta la presència de maduramicina a nivells entre 0,21-0,93 µg/kg en el 45% de les 

mostres de pollastre analitzades (27) i en un 12% de les mostres d’ou a concentracions 

entre 0,14-0,30 µg/kg. En un 42% de les mostres d’ous aquests autors també van 

detectar salinomicina a nivells entre 0,26-2,15 µg/kg. 

Respecte les benzimidazoles, a la bibliografia d’accés públic no s’han publicat dades 

sobre la presència d’aquests compostos en mostres d’origen animal destinades al 

consum humà. La pràctica totalitat de les publicacions en les que s’estableixen mètodes 

de determinació de benzimidazoles en productes de consum humà empren matrius 

blanques per a la validació dels mètodes desenvolupats i no reporten resultats positius 

per a cap dels compostos analitzats. Els MRLs establerts sembla doncs que garanteixen 

la seguretat dels productes consumits i atenent a la manca de dades disponibles, cal 

considerar que en els laboratoris de seguretat alimentària no és freqüent trobar mostres 

no conformes. Ara bé, la utilització de tiabendazole com a pesticida antifúngic en fruites 

i verdures, ha portat a trobar aquest compost en productes destinats a infants com per 

exemple en els purés de fruites. Gilbert i cols. (2007) van trobar nivells d’aquest compost 

en aquests productes a unes concentracions d’entre els 0,82 µg/kg i els 3,63 µg/kg. 

Pel que fa referència a la presència d’aquests compostos en el medi ambient, existeixen 

pocs estudis al respecte. Tot i així, Herrero i cols. (2012) van analitzar aigües de 
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depuradora en la cerca de polièters ionòfors i van trobar nivells de monensina i narasina 

de 10-16 ng/L i 43-47 ng/L respectivament en les aigües residuals d’entrada a plantes 

depuradores i en una de les mostres van detectar la presència de salinomicina a un nivell 

de 32 ng/L. En els efluents de la depuradora, els nivells trobats de monensina i narasina 

van ser de 22-34 ng/L i 6-15 ng/L respectivament, la qual cosa posa de manifest que el 

procés de depuració de l’aigua és efectiu pel que fa a l’eliminació de narasina però no 

per a la monensina. També s’han detectat residus de monensina i narasina en fangs de 

depuradora de plantes de tractament d’aigües residuals a uns nivells de concentració de 

3,5 µg/kg i 3,7 µg/kg respectivament (Herrero i cols., 2013). Aquests compostos així com 

la salinomicina, també s’han trobat en aigües superficials a nivells d’entre els 3 ng/L i 38 

ng/L els dos primers i d’entre els 4 ng/L i els 7 ng/L la salinomicina (Cha i cols., 2005; Kim 

i cols., 2006; Kim i cols., 2007). 
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2.1  Introducció 

 

En aquest capítol s’inclouen les publicacions resultat del treball experimental realitzat 

en aquesta tesi doctoral. Amb l’objectiu de desenvolupar metodologies ràpides i 

eficients per a la determinació de fàrmacs antiparasitaris en aliments i aigües superficials 

s’han posat a punt diversos mètodes que pretenen ésser una alternativa a la 

metodologia disponible a la literatura. En el desenvolupament dels mètodes s’ha incidit 

tant en el tractament de la mostra com en la separació dels anàlits i en la seva 

caracterització i quantificació. 

En l’anàlisi de mostres complexes és necessari aïllar els anàlits d’interès de la resta de 

compostos de la mostra i això obliga a un exhaustiu tractament de la mostra que inclou 

etapes d’extracció, preconcentració, fraccionament i purificació dels extractes (clean-

up). En aquesta tesi s’ha intentat en la mesura del possible, minimitzar els volums de 

dissolvents emprats en l’extracció així com el grau de perillositat dels solvents 

seleccionats. En tots els mètodes optimitzats s’ha dut a terme una avaluació del 

procediment d’extracció i purificació dels extractes i en concret s’han emprat dues 

tècniques: l’extracció en fase sòlida i els QuEChERS, els fonaments dels quals s’han 

exposat en l’apartat 1.4 d’aquesta memòria.  

D’altra banda, la correcta identificació i quantificació dels anàlits d’interès, requereix la 

seva separació i en conseqüència, és pràcticament imprescindible la utilització de les 

tècniques de separació. En concret, com s’ha comentat a l’apartat 1.4 d’aquesta 

memòria, per a la determinació de fàrmacs veterinaris la cromatografia de líquids és la 

tècnica de separació més emprada. En els últims anys, i amb l’objectiu d’augmentar 

l’eficàcia de la separació cromatogràfica i de desenvolupar mètodes ràpids, s’utilitzen 

columnes de diàmetre de partícula sub-2µm. Aquesta reducció del diàmetre de la 

partícula comporta una important disminució de la difusió aparent, de la resistència a la 

transferència de massa de l’anàlit a la fase mòbil i a la fase mòbil estagnant, així com de 

la fracció de fase mòbil estagnant que fa disminuir l’alçada equivalent a un plat teòric i 

augmentar l’eficàcia, tot i que comporta un augment considerable de la pressió. Un tipus 

de rebliments que també permet millorar l’eficàcia amb l’avantatge que no genera 

sobrepressions és el que conté partícules de nucli sòlid. Aquest tipus de partícules han 
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irromput al mercat aquesta última dècada i es caracteritzen per tenir un nucli no porós 

envoltat d’una capa porosa d’un gruix d’entre un 30% i un 40% del diàmetre total de la 

partícula. Això permet minimitzar la difusió de l’analit en els porus de les partícules del 

rebliment i reduir la resistència a la transferència de massa a la fase mòbil estagnant. A 

més, la gran l’homogeneïtat de les partícules, superior a la de les sub-2µm, es tradueix 

en una menor variació en la distribució de mides de les partícules i permet un bon 

empaquetament i disminuir significativament la difusió aparent. Una altra innovació de 

la cromatografia de líquids d’aquests últims anys ha estat el desenvolupament de noves 

fases estacionaries que han permès disposar de fases alternatives a les d’octadecilsilà 

(C18). En aquesta tesi s’ha emprat la cromatografia de líquids d’interacció hidrofílica 

(HILIC) per a l’anàlisi d’ampròlium (Article III). Aquest compost, com ja s’ha comentat a 

l’apartat 1.4 d’aquesta tesi, s’ha analitzat tradicionalment per cromatografia en fase 

normal o mitjançant cromatografia de fase invertida amb l’addició de formadors de 

parell iònic a la fase mòbil atesa la seva naturalesa catiònica. Aquests mètodes però, 

dificulten la posterior detecció amb espectrometria de masses ja que empren solvents 

no polars o additius no volàtils. Per exemple, l’àcid heptafluorobutíric, un dels formadors 

de parell iònic proposats té l’inconvenient el ser un compost difícil d’eliminar dels 

sistemes, deixa els equips d’espectrometria de masses contaminats durant llargs 

períodes de temps i provoca efectes de supressió iònica quan es treballa en mode de 

polaritat negativa. En HILIC (Alpert,1990) s’utilitzen fases estacionàries hidrofíliques que 

faciliten la formació d’una capa d’aigua en la superfície. El mecanisme de retenció en 

aquest tipus de cromatografia en emprar una columna de sílice pura és una complexa 

combinació de partició líquid-líquid que es produeix entre els compostos polars presents 

en una fase mòbil enriquida en solvent orgànic i la capa d’aigua adsorbida a la fase 

estacionària, de retenció per bescanvi iònic entre els grups silanols de la sílice pura i els 

anàlits i d’interaccions de dipol-dipol entre determinats grups funcionals i la fase 

estacionària. El gran avantatge que presenta aquest tipus de fase estacionària és que 

permet analitzar compostos molt polars emprant fases mòbils típiques de cromatografia 

en fase invertida que són comunament més segures, menys contaminants i d’un ús més 

senzill. 
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Pel que fa referència a l’espectrometria de masses, en aquesta tesi ha estat emprada 

tan com a eina d’elucidació estructural com per a la detecció i quantificació dels anàlits. 

S’han avaluat diferents fonts d’ionització a pressió atmosfèrica (API), electrosprai (ESI), 

ionització química a pressió atmosfèrica (APCI) i fotoionització a pressió atmosfèrica 

(APPI), tenint en compte les característiques dels anàlits i els mecanismes d’ionització 

en cada cas. L’electrosprai és la font d’ionització més emprada en l’acoblament de la 

cromatografia de líquids amb l’espectrometria de masses ja que és compatible amb un 

gran ventall de compostos de polaritat mitjana-alta. En ESI la ionització dels compostos 

es produeix en fase líquida mitjançant equilibris àcid-base, es formen micro-gotes 

carregades enriquides en ions positius o negatius segons la polaritat emprada, i els ions 

passen a la fase gas via evaporació iònica. Aquesta font d’ionització produeix una 

ionització suau que evita que les molècules es fragmentin i permet analitzar molècules 

d’elevat pes molecular sempre que presentin en la seva estructura diversos grups 

funcionals ionitzables. Ara bé, aquest tipus d’ionització, és més susceptible de patir 

efectes matriu, ja siguin de supressió o augment de la ionització. En ionització química a 

pressió atmosfèrica (APCI) per contra, la ionització es produeix en fase gas en aplicar un 

potencial de descàrrega a un elèctrode en forma d’agulla, de manera que els compostos 

que coelueixen interfereixen menys en l’eficàcia de la ionització essent per tant, una 

font menys sensible a la supressió de la ionització que l’ESI. Ara bé, en aquesta tècnica, 

es treballa a unes condicions més energètiques que en ESI la qual cosa facilita la 

fragmentació a la font. Pel que fa al camp d’aplicació, el de l’APCI és més limitat que el 

de l’ESI ja que només es ionitzen molècules de pes molecular relativament baix i 

polaritats moderades i baixes. En APPI, una altra de les tècniques API emprades en el 

desenvolupament d’aquesta tesi (Article V), la ionització de les molècules té lloc en fase 

gas per mitjà dels fotons emesos (10,0 i 10,6 eV) per una làmpada de criptó i é adequada 

per a la ionització de compostos aromàtics. En aquest tipus d’ionització l’eficàcia 

acostuma a ser baixa si no s’afegeixen dissolvents (dopants) fàcilment ionitzables i que 

puguin transferir la càrrega als compostos d’interès per mitjà de reaccions de 

transferència de càrrega, transferència protònica o captura electrònica. El camp 

d’aplicació d’aquesta font API és bastant més limitat que el de les fonts d’ionització 

anteriors i per aquest motiu, el nombre de publicacions que es troben a la literatura és 

baix en comparació amb les altres tècniques i sovint, basades en l’estudi dels 
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mecanismes d’ionització que es produeixen més que no pas en aplicacions a l’anàlisi de 

mostres reals. 

En aquesta tesi també s’ha avaluat la potencialitat d’una font d’ionització de les 

anomenades “ambient”, concretament el Direct analysis in real time (DART) (Article VI). 

Avui dia les tècniques “ambient” tenen un gran interès ja que permeten l’anàlisi directe 

de mostres sense cap preparació prèvia o bé amb una mínima manipulació. Aquestes 

tècniques són molt indicades per a l’anàlisi de substàncies en superfícies i permeten una 

anàlisi dels compostos en segons ja que no requereixen de separació cromatogràfica 

prèvia. Ara bé, per a una òptima identificació dels compostos requereixen utilitzar un 

espectròmetre de masses amb un analitzador de masses d’alta resolució que compensi 

la manca de separació prèvia. Entre les tècniques “ambient” les més emprades són la  

Desorption electrospray ionization (DESI) i el DART, tot i que aquest últim és mes popular 

probablement degut a que és més fàcil d’utilitzar. El DESI es basa en una 

extracció/ionització per electrosprai mentre que el DART utilitza un plasma d’àtoms 

d’heli metaestable generat mitjançant una descàrrega elèctrica en una cambra de glow 

discharge (efecte corona) que reaccionen amb els gasos atmosfèrics (N2, O2, H2O). 

Aquest procés inicia un seguit de reaccions ió-molècula en fase gas que produeixen en 

última instància les reaccions de protonació/desprotonació o transferència de càrrega 

que originaran els ions dels anàlits d’estudi. 

Pel què fa als tipus d’analitzadors de masses emprats en el desenvolupament d’aquesta 

tesi se n’han utilitzat essencialment tres, la trampa de ions (IT), el triple quadrupol (QqQ) 

i l’Obitrap. El primer d’ells, l’IT, és un analitzador amb capacitat per a produir la 

fragmentació dels ions seleccionats en el temps, estabilitzant els ions precursors a 

l’interior de la trampa de ions per posteriorment fragmentar-los i realitzar l’escombratge 

d’ions producte. Els ions que entren a l’analitzador provinents de la font d’ionització o 

bé els produïts per fragmentació a l’interior de la trampa d’ions són estabilitzats 

mitjançant un camp electromagnètic amb una trajectòria oscil·lant estable i expulsats 

de manera seqüencial a mesura que es va variant l’amplitud del camp de 

radiofreqüència aplicat. El disseny d’aquest analitzador permet realitzar múltiples 

etapes de selecció d’ió precursor-fragmentació sent, per tant, un analitzador molt útil 

per a la caracterització i elucidació estructural dels compostos ja que proporciona 
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informació de l’ordre genealògic dels ions producte. Els modes habituals de treball són 

el Full Scan i el Product ions scan, ambdós modes permeten adquirir tot l’espectre de 

masses en el rang de m/z seleccionat. El QqQ consta de tres quadrupols consecutius on 

el primer d’ells (Q1) actua com a filtre de masses permetent la selecció d’un determinat 

ió. El segon quadrupol (q) és pròpiament la cambra de col·lisió on es produeix la 

fragmentació de l’ió prèviament seleccionat al Q1 i els ions generats són finalment 

separats en el tercer quadrupol (Q3). A diferència de la IT, la fragmentació dels ions es 

produeix en l’espai i per tant només permet arribar a la segona generació d’ions 

producte. Els triples quadrupols treballant en mode tàndem (MS/MS) i concretament 

monitoritzant les transicions seleccionades, és a dir en mode Selected Reaction 

Monitoring (SRM) o Multiple Reaction Monitoring (MRM) permeten augmentar 

considerablement la sensibilitat la qual cosa explica que siguin l’analitzador i mode de 

treball més estesos per a l’anàlisi quantitativa. Tan la IT com el QqQ utilitzats en els 

mètodes desenvolupats en aquesta tesi són equips de baixa resolució. Ara bé, 

l’analitzador QqQ empleat utilitza quadrupols de geometria hiperbòlica que permeten 

treballar en unes condicions de resolució superior a la dels instruments de baixa 

resolució (0.7 m/z Full Width Half Maximum, FWHM). Aquest valor es pot reduir fins a 

valors de m/z 0.1-0,04 FWHM mitjançant una correcta calibració dels quadrupols Q1 i/o 

Q3. Els modes de treball en què un dels quadrupols o ambdós treballen a resolucions 

superiors a 0.7 m/z FWHM es denominen modes Highly Selective, i s’abreugen amb les 

sigles habituals del mode de treball (SRM, SIM) precedides per una H, així es diu que es 

treballa en Highly Selective selected reaction monitoring (H-SRM) o Highly selective 

single ion monitoring (H-SIM). 

Finalment, en aquesta tesi també s’ha emprat un analitzador de masses Orbitrap que és 

l’analitzador més nou del mercat. Fou desenvolupat per Makarov durant la dècada dels 

90 i el seu llançament comercial es va produir l’any 2005 durant el congrés de 

l’Associació Americana d’Espectrometria de Masses (ASMS) on es va presentar el LTQ 

Orbitrap de Thermo Fisher Scientific. El seu funcionament es basa en la tradicional 

trampa d’ions millorada, formada per dos elèctrodes, un intern en forma de fus i l’altre 

extern que tanca la cambra generada. Mitjançant l’aplicació de camps elèctrics entre 

l’elèctrode intern (fus) i el l’extern (cilindre) s’aconsegueix que els ions descriguin òrbites 
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al voltant de l’elèctrode intern. Aquest analitzador és capaç de proporcionar poders de 

resolució de fins a 140.000 FWHM a m/z 200, és per tant, un analitzador d’alta resolució. 

En el desenvolupament d’aquesta tesi, aquest analitzador ha estat emprat en dos equips 

de configuracions diferents. El primer d’ells és un equip híbrid de trampa lineal 

combinada amb un analitzador Orbitrap (LTQ Orbitrap XL) (Article I). Aquest instrument 

(figura 2.1) permet realitzar experiments en MSn gràcies a la trampa de ions lineal de 

que disposa i determinar les masses exactes dels ions producte generats en les diferents 

etapes de fragmentació gracies a l’elevada resolució de l’Orbitrap.  

 

Figura 2.1. Esquema de l’instrument LTQ Orbitrap XL (Imatge de Thermo Fischer Scientific) 

 

L’altra configuració emprada és una versió més senzilla dels equips de la sèrie Orbitrap, 

què només disposa d’un analitzador Orbitrap amb una cel·la de fragmentació 

anomenada HCD i un acumulador o focalitzador de ions denominat C-trap. L’esquema 

d’aquest instrument es mostra a la figura 2.2.  
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Figura 2.2. Esquema de l’instrument Orbitrap (Imatge de Thermo Fischer Scientific) 

 

Aquest equip no permet treballar en tàndem (MS/MS) ja que no disposa de cap 

analitzador col·locat davant de l’orbitrap tot i que permet treballar en la modalitat all 

ion fragmentation en el qual s’aplica un potencial a la cel·la de col·lisió que fragmenta 

de forma no selectiva tots els ions provinents de la font d’ionització. Els ions producte 

generats són focalitzats en la C-trap i enviats a l’analitzador  Orbitrap. Aquest és un equip 

que malgrat les limitacions pel que fa a la versatilitat dels modes de treball, presenta 

certes característiques interessants, especialment la velocitat d’escombratge, la facilitat 

d’ús i el poc manteniment que requereix.  

 

2.2 Treball experimental  

 

En aquest apartat s’inclou el treball experimental realitzat en aquesta tesi el qual s`ha 

basat en el desenvolupament de mètodes per a la determinació de fàrmacs 

antiparasitaris, coccidiostats i benzimidazoles, especialment en mostres alimentàries. 

L’ordre d’inclusió de les diferents publicacions en aquest apartat s’ha establert seguint 

majoritàriament l’ordre cronològic de publicació. El primer bloc (articles I a IV) fa 

referència als mètodes desenvolupats per a la determinació de compostos pertanyents 

al grup dels coccidiostats seguit d’un article (Article V) en el qual es desenvolupa un 
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mètode per a la determinació d’un elevat nombre de benzimidazoles. Finalment s’inclou 

un últim article (Article VI) on es planteja la determinació d’ambdós famílies de 

compostos (coccidiostats i benzimidazoles). 

En el primer treball es desenvolupa un mètode per a la determinació de coccidiostats 

mitjançant LC-MS/MS. Aquest treball s’ha publicat amb el títol Fast liquid 

chromatography/multiple-stage mass spectrometry of coccidiostats a la revista Rapid 

Communications in Mass Spectrometry 23 (2009) 1255-1263. Aquest treball, a més de 

presentar un mètode de cromatografia ràpida per a l’anàlisi d’aquests compostos 

emprant una columna de diàmetre de partícula sub-2µm, aprofundeix en l’estudi dels 

patrons de fragmentació dels polièters ionòfors i alguns dels coccidiostats químics 

estudiats en el transcurs de la present tesi mitjançant l’espectrometria de masses en 

tàndem en múltiples etapes en un analitzador de trampa de ions amb una font 

d’ionització d’electrosprai.  

En el treball, Fast liquid chromatography/tandem mass spectrometry (highly selective 

selected reaction monitoring) for the determination of toltrazuril and its metabolites in 

food, publicat a la revista Analytical and Bioanalytical Chemistry 397 (2010) 2893-2901, 

es desenvolupa un mètode per a la determinació del coccidiostat toltrazuril i els seus 

principals metabòlits en productes carnis. En aquest treball es presenta un estudi 

comparatiu de la ionització d’aquests compostos en dues fonts d’ionització com són l’ESI 

i l’APCI que determina de forma decisiva el posterior mètode d’anàlisi. A més, es posa 

de manifest l’avantatge d’augmentar la resolució per millorar la selectivitat i sensibilitat 

del mètode eliminant interferències. En concret l’augment de resolució s’ha aconseguit 

utilitzant un triple quadrupol que permet treballar en la modalitat “enhanced–

resolution” (∆m/z 0,1 FWHM). 

A continuació, s’inclouen dos treballs en què es proposen mètodes per a la determinació 

d’ampròlium, Analysis of amprolium by hydrophilic interaction liquid chromatography-

tandem mass spectrometry, publicat a la revista Journal of Liquid Chromatography A 

1217 (2010) 5802-5807 i Field amplified sample injection-capillary zone electrophoresis 

for the analysis of amprolium in eggs, publicat a la revista Electrophoresis 34 (2013) 870-

876. En el primer d’aquests articles es proposa un mètode de determinació d’ampròlium 

basat en cromatografia de líquids emprant una columna HILIC acoblada a 
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l’espectrometria de masses en tàndem combinada amb un tractament de mostra 

extremadament senzill basat en una estratègia d’extract-and-shoot. En el segon treball 

es proposa un mètode d’anàlisi basat en electroforesi capil·lar de zona (CZE) combinada 

amb una estratègia de pre-concentració de la mostra on-line com és el Field Amplified 

Sample Injection (FASI). Per a l’extracció de les mostres en aquest cas, es proposa una 

etapa de SPE de carbó grafititzat per tal de purificar els extractes. Ambdues publicacions 

tracten addicionalment la problemàtica de la identificació de compostos desconeguts 

interferents en l’anàlisi de l’ampròlium. 

L’article Ultra-high performance liquid chromatography-atmospheric pressure chemical 

ionization-tandem mass spectrometry for the analysis of benzimidazole compounds in 

milk samples publicat a la revista Journal of Chromatography A 133 (2013) 119-131 

proposa un mètode d’UHPLC-MS/MS per a la determinació de 19 benzimidazoles en llet. 

Aquest treball presenta a més un estudi exhaustiu de la ionització d’aquesta família de 

compostos en diferents fonts d’ionització com l’ESI, l’APCI i l’APPI i de la seva 

fragmentació tan en un analitzador de trampa de ions com en un de triple quadrupol.  

Finalment el treball Direct analysis in real time high-resolution mass spectrometry for 

high-throughput analysis of antiparasitic veterinary drugs in feed and food ha estat 

publicat a la revista Rapid Communications in Mass Spectrometry 27 (2013) 467-475. En 

aquest treball s’ avalua el potencial d’una novadora font d’ionització emprada per a 

l’anàlisi directe com és el DART per a l’anàlisi de coccidiostats i benzimidazoles en 

combinació amb l’espectrometria de masses d’alta resolució emprant un equip 

d’analitzador Orbitrap. Per a l’anàlisi de pinsos i llet es necessari dur a terme una etapa 

d’extracció i clean-up de les mostres i es proposa emprar el mètode QuEChERS adaptat 

en cada cas al tipus d’analits d’interès. 
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La discussió dels resultats obtinguts en aquesta tesi que s’han inclòs en les publicacions 

del capítol 2, s’ha organitzat en quatre àrees temàtiques diferenciades: tractament de 

mostra, separació dels compostos d’estudi, espectrometria de masses i paràmetres de 

qualitat dels mètodes d’anàlisi desenvolupats. Aquesta agrupació permet discutir de 

forma conjunta i valorar de forma global el treball dut a terme així com posar en relleu 

les fites més rellevants assolides en cada etapa del procediment analític.  

 

3.1 Tractament de mostra 

 

En la present tesi s’han desenvolupat mètodes d’anàlisi de coccidiostats en aigua, 

productes carnis, ous i pinsos així com de benzimidazoles en llet. El tractament de 

mostra emprat en cada cas s’ha ajustat a les famílies de compostos a analitzar així com 

a la matriu en estudi. 

En línies generals, el mètode emprat, tant per a l’extracció dels coccidiostats com de les 

benzimidazoles, ha estat una extracció amb acetonitril modificant, en cas que fos 

necessari, el pH del medi d’extracció mitjançant l’addició d’àcid fòrmic o bé de solucions 

aquoses d’amoníac o bé afegint sals com per exemple NaCl i MgSO4 en el mètode 

QuEChERS. Ara bé, per a l’anàlisi de coccidiostats (monensina, salinomicina, narasina, 

lasalocid, maduramicina, robenidina, diclazuril i 4,4’-dinitrocarbanilida) en mostres 

d’aigua s’ha emprat un procediment d’extracció en fase sòlida què en una única etapa, 

permet l’extracció dels analits de la matriu i la purificació dels extractes a més de la 

concentració dels mateixos. Aquesta metodologia de tractament de mostra va permetre 

obtenir uns valors de recuperació superiors al 85% per a la majoria dels compostos 

estudiats tal com es mostra a la taula 3 de l’article I (capítol 2). Només la robenidina va 

presentar una recuperació inferior (60 %) probablement degut a una baixa retenció en 

el rebliment de C18 durant l’etapa de càrrega de mostra que es pot explicar per la 

protonació del grup amino de la robenidina en les condicions de treball (mostra 

acidificada amb àcid fòrmic al 0,1%).  Aquests valors de recuperació dels coccidiostats 

són molt similars als obtinguts per altres autors; per exemple, Iglesias i cols. (2012) i 

Herrero i cols. (2012) emprant adsorbents de base polimèrica van obtenir valors d’entre 

el 88% i 110% per als polièters ionòfors. Aquests autors (Iglesias i cols., 2012) indiquen 
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que tant la robenidina com el lasalonicid queden poc retenguts   en aquests tipus 

d’adsorbents al pH de treball (àcid) utilitzat per la qual cosa els han eliminat de l’estudi.  

Per a la resta de mostres estudiades, totes elles de tipus alimentari (ous, productes 

carnis, llet i pinso), es va seguir en tots els casos el mateix patró d’extracció emprant 

com a solvent d’extracció l’ acetonitril que és el més utilitzat per a l’extracció d’aquests 

compostos com ja s’ha comentat a l’apartat 1.4 d’aquesta memòria. A vegades 

l’extracció s’ha pogut dur a terme sense afegir cap reactiu addicional com per exemple 

en l’extracció d’ampròlium (articles III i IV del capítol 2). Tot i així, altres vegades ha 

calgut afegir algun additiu, com per exemple, per a l’extracció de les benzimidazoles de 

la llet (mètode QuEChERS, article V i VI) on es proposa l’addició d’amoníac amb l’objectiu 

de tenir la majoria dels grups ionitzables de les benzimidazoles en estat neutre i així 

millorar la transferència dels anàlits a la fase orgànica. Seguint el mateix raonament i 

per tal d’afavorir la seva extracció, es va provar d’addicionar un 0,1% d’àcid fòrmic a 

l’acetonitril per a l’extracció dels coccidiostats dels pinsos mitjançant el mètode 

QuEChERS (article VI) ja que els polièters ionòfors són àcids carboxílics. Ara bé, en no 

observar diferències significatives pel que fa a la recuperació es va optar per no 

addicionar àcid fòrmic i simplificar així el procediment d’extracció. La formació de 

pseudomacrocicles amb un ió sodi en la cavitat interior que interacciona amb els grups 

polars de la molècula, com s’ha descrit al capítol 1 d’aquesta tesi, pot explicar aquest 

fet, ja que en aquest cas no és necessari addicionar un àcid per a mantenir la molècula 

neutra atesa la presència del catió sodi que compensa la càrrega negativa del grup 

carboxílic desprotonat. A més, l’estructura química resultant amb múltiples èter cíclics 

enllaçats és relativament poc polar. 

Pel que fa referència a l’etapa de purificació i/o concentració, els mètodes 

desenvolupats en aquesta tesi es poden agrupar en els què empren la metodologia 

QuEChERS  i els basats en extracció en fase sòlida (SPE). Excepcionalment, el mètode 

desenvolupat per a la determinació d’ampròlium en pollastre, ous i pinsos mitjançant 

cromatografia de líquids acoblada a l’espectrometria de masses (article III), no inclou 

cap etapa de purificació de l’extracte. En aquest cas i amb la finalitat de disminuir el 

temps d’anàlisi, es proposa emprar l’estratègia d’extract-and-shoot en la qual l’extracte 

obtingut s’injecta directament en el sistema LC-MS/MS. Tot i la simplicitat del 
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tractament de mostra proposat que és evidentment un avantatge a tenir en compte, la 

manca d’una etapa de purificació va comportar problemes en l’etapa d’anàlisi 

instrumental atesa la coextracció d’altres compostos presents a les matrius d’estudi tal 

i com es discutirà en apartats posteriors. Les recuperacions van ser lògicament elevades 

(80%-90%), tenint en compte que el procediment d’anàlisi no inclou etapes en què es 

pugui produir la pèrdua d’anàlit, i per tant només s’avalua l’eficiència de l’extracció. De 

fet, la necessitat d’ una etapa addicional de purificació es va posar de manifest en la 

determinació d’ampròlium utilitzant electroforesi capil·lar de zona amb preconcentració 

en línia FASI (Field Amplified Sample Injection) ja que la injecció dels extractes obtinguts 

mitjançant el procediment d’extract-and-shoot emprat anteriorment no proporcionava 

cap senyal d’ampròlium en l’electroferograma ni tan sols amb extractes addicionats amb 

elevades concentracions d’aquest compost. Aquest fet es degut a que l’elevat contingut 

de components coextrets de la matriu impedeixen la introducció en el capil·lar de l’anàlit 

d’interès. En aquest cas per solucionar aquest problema es proposa addicionar una 

etapa de clean-up amb SPE. A l’ article IV (apartat 2) es comenten els experiments 

realitats en l’avaluació de dos tipus d’adsorbents, l’Oasis MCX (Mixed-mode Cation 

Exchange, Waters) i el carbó grafititzat (Envi-Carb, Supelco). Els primers retenen els 

analits per interacció de bescanvi catiònic i els segons per interaccions de tipus π-π, es 

a dir entre electrons dels anells aromàtics, en aquets cas de l’ampròlium, i els electrons 

sp2 dels àtoms de carboni que conformen l’estructura de grafit, així com per interaccions 

de tipus π-catió entre el grafit i l’amina quaternària. Cal esmentar que va ser necessari 

diluir l’extracte inicial (100% acetonitril) amb aigua desmineralitzada fins a una 

proporció del 90% d’aigua per tal d’assegurar la retenció de l’ampròlium en el cartutx 

corresponent. En el cas d’emprar els cartutxos Oasis MCX, malgrat l’evaporació de 

l’extracte a sequedat i posterior reconstitució en aigua desmineralitzada, la presència 

de traces d’amoníac en l’alíquota d’injecció (l’elució es duu a terme amb 5% d’amoníac 

en MeOH) va impedir la preconcentració en línia de l’ampròlium en la injecció en mode 

electrocinètic de la mostra raó per la qual la utilització dels cartutxos Oasis MCX va ser 

descartada. En canvi, els resultats  obtinguts amb els cartutxos de carbó grafititzat van 

ser satisfactoris amb bona repetibilitat, valors de desviació estàndard relativa (RSD %) 

d’entre el 9,5% i el 14,2% en funció del nivell de concentració, i una recuperació global 

del 85%. Si aquest valor de recuperació es compara amb l’obtingut amb el mètode 



Capítol 3 

138 

 

d’extracció basat en la metodologia d’extract-and-shoot (90%) proposada l’Article III es 

comprova que malgrat l’etapa de purificació i concentració afegides, tan sols es perd un 

5% addicional respecte a l’etapa d’extracció amb acetonitril, per tant es pot considerar 

que l’optimització del tractament de mostra ha estat exitosa. 

En aquesta tesi també es proposa la utilització d’SPE com a etapa de purificació per a la 

determinació de toltrazuril i els seus principals metabòlits en productes carnis (article II, 

apartat 2). En aquest cas, els dos tipus de cartutxos avaluats, els Oasis HLB de base 

polimèrica i els de C18, van proporcionar unes bones recuperacions, tot i que les 

obtingudes amb els de C18 (86%-94%) van ser lleugerament superiors als de l’Oasis HLB 

(72%-77%), motiu pel qual es proposa emprar els primers en detriment dels polimèrics. 

Si es compara aquesta metodologia amb la disponible a la literatura per a l’anàlisi de 

productes derivats carnis (Hormazabal i cols. (2003), veure taula 1.6) la qual està basada 

en múltiples extraccions amb solvents com l’acetona, el tetrahidrofurà, el diclormetà i 

l’hexà, es posa de manifest que el mètode proposat en aquesta tesi és significativament 

més ràpid i senzill i a més empra dissolvents més segurs i menys contaminants. 

Finalment, en el desenvolupament d’aquesta tesi es va aplicar la metodologia 

QuEChERS, descrita ja en l’apartat 1.4.2 del Capítol 1, per a la determinació dels fàrmacs 

antiparasitaris en matrius alimentàries (articles V i VI del capítol 2). La optimització 

d’aquesta metodologia per a la determinació de benzimidazoles en llet i de coccidiostats 

en pinsos es descriu a l’article V del capítol 2. En l’etapa inicial de l’extracció (extracció 

amb acetonitril i addició de NaCl + MgSO4) es va seguir sense modificacions el mètode 

original. Ara bé, per a la purificació de l’extracte de llet en l’anàlisi de benzimidazoles es 

va avaluar l’addició de PSA (Primary-Secondary Amine) i la combinació de PSA i C18 en 

una proporció 1:1 com a sorbents d’eliminació de matriu. A la Figura 2 de l’article V on 

es compara el comportament d’aquests dos sorbents en la purificació dels extractes es 

pot observar una millora substancial en la resposta de la fenbendazole i la cambendazole 

en emprar PSA+C18, mentre que per a la resta de benzimidazoles estudiades les 

diferències no són significatives. Aquesta mescla de sorbents ha estat emprada en 

l’anàlisi de benzimidazoles en mostres de llet tant utilitzant UHPLC-APCI-MS/MS (article 

VI) com DART (article V) obtenint-se recuperacions superiors al 75% per a tots els anàlits 

en estudi excepte per a la triclabendazola i la ketotriclabendazola que donen valors una 
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mica inferiors (65% i 71% respectivament). Atesos els bons resultats obtinguts en la 

recuperació de les benzimidazoles en mostres de llet es va avaluar l’aplicabilitat de la 

mescla de PSA:C18 (1:1) per a l’extracció de polièters ionòfors de pinsos. L’estudi del 

comportament  de patrons de polièters ionòfors  (àcids carboxílics) amb el PSA de 

naturalesa alcalina i amb una moderada capacitat d’intercanvi iònic va posar de manifest 

que aquests compostos no interaccionen amb el sorbent, la qual cosa indica que es pot 

emprar per eliminar interferències de la matriu. No obstant això, la posterior anàlisi dels 

extractes de pinso emprant DART-HRMS només va permetre determinar monensina, 

salinomicina, narasina i robenidina, compostos que van ésser detectats amb una 

recuperació superior al 74%, mentre que compostos com la 4,4’-dinitrocarbanilida o la 

maduramicina no van ser detectats probablement degut a un efecte de supressió de la 

ionització produïda per la presència de components de la matriu a l’extracte. 

Els diversos tractaments de mostra desenvolupats en aquesta tesi han proporcionat en 

tots els casos resultats satisfactoris per als requeriments dels mètodes d’anàlisi 

posteriors, assolint-se els objectius de desenvolupar tractaments de mostra ràpids, 

senzills i efectius. Els mètodes basats en l’estratègia QuEChERS són més senzills i ràpids 

que els d’extracció en fase sòlida, si bé segons els resultats obtinguts en l’anàlisi de 

coccidiostats poden ser sensiblement menys efectius pel que fa a l’eliminació 

d’interferències de la matriu la qual cosa cal tenir especialment en compte si la tècnica 

d’anàlisi emprada posteriorment prescindeix de l’etapa de separació cromatogràfica 

habitual en l’anàlisi d’aquests compostos, com és el cas del DART-HRMS que s’ha utilitzat 

en aquesta tesi. Pel que fa als mètodes basats en l’extracció en fase sòlida desenvolupats 

per a la determinació de coccidiostats en aliments i aigües, en tots els casos s’ha 

demostrat que són mètodes reproductibles i efectius atesos els bons resultats obtinguts 

en termes de percentatges de recuperació dels analits estudiats.  
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3.2. Separació dels analits 

 

La tècnica de separació utilitzada en la major part de les metodologies optimitzades en 

aquesta tesi ha estat la cromatografia de líquids de fase invertida emprant columnes 

amb fase estacionaria d’octadecilsilà (C18) atesa la naturalesa apolar de la majoria dels 

compostos analitzats, tant coccidiostats com benzimidazoles. L’única excepció ha estat 

la determinació d’ampròlium per a la qual s’ha emprat cromatografia de líquids 

d’interacció hidrofílica (HILIC) utilitzant una columna amb un rebliment de sílice pura 

especialment dissenyada per a la retenció de compostos amb un marcat caràcter polar 

(article III del capítol 2). Per aquest compost i atesa la seva naturalesa catiònica, també 

s’ha optimitzat un mètode de determinació  emprant l’electroforesi capil·lar com a 

tècnica de separació (article IV del capítol 2).  

Pel que fa referència als mètodes de cromatografia de líquids optimitzats, tots ells 

presenten un denominador comú que és la utilització de columnes de cromatografia de 

líquids de nova generació amb partícules de petit diàmetre, <2µm, o de nucli sòlid 

(Fused-Core), amb la finalitat de treballar en condicions de cromatografia de líquids 

d’ultra-elevada eficàcia (UHPLC, Ultra-High Performance Liquid Chromatography). En 

aquest sentit els treballs inclosos en aquesta tesi mostren l’evolució que la 

instrumentació i les columnes de cromatografia de líquids ha sofert en els últims anys. 

Així, en el primer treball inclòs en el capítol 2 (article I) on es desenvolupa un mètode 

per a la separació dels coccidiostats químics, robenidina, diclazuril i 4,4’-

dinitrocarbanilida i els polièters ionòfors, es va utilitzar una columna d’octadecilsilà d’1,9 

µm de diàmetre de partícula (Hypersil Gold C18) amb una fase mòbil d’aigua i acetonitril 

però en un equip de cromatografia de líquids convencional. En aquestes condiciones es 

generava una elevada sobrepressió que superava el valor màxim de pressió que podia 

suportar el sistema utilitzat, problema que es va resoldre treballant a una temperatura 

de 50oC que va permetre reduir la pressió ja que en aquestes condicions la viscositat de 

la mescla acetonitril-aigua es menor. Com ja s’ha comentat a la introducció del capítol 2 

l’aparició de les noves columnes amb partícules de nucli sòlid va permetre obtenir 

prestacions similars a les de les columnes sub-2µm en termes d’eficàcia sense generar 

les sobrepressions que aquestes produeixen i poder emprar en conseqüència, 
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instruments convencionals. Així, en aquesta tesi, s’ha desenvolupat un mètode per a 

l’anàlisi de toltrazuril i els seus dos principals metabòlits, toltrazuril sulfona i toltrazuril 

sulfòxid, (article II del capítol 2) emprant una columna C18 de nucli sòlid (Ascentis 

Express C18, 150 x 2,1 mm, 2,7µm) i una fase mòbil de metanol/aigua en mode gradient 

que ha permès obtenir una separació a línia de base dels tres compostos en menys de 

dos minuts. Aquesta mateixa columna cromatogràfica ha estat utilitzada per a la 

separació de 19 benzimidazoles, entre compostos parentals i metabòlits en menys de 7 

minuts (article VI del capítol 2). 

En relació a les fases mòbils utilitzades en els tres mètodes optimitzats cal esmentar que 

sempre s’ha emprat gradient d’elució i acetonitril o metanol com a solvent orgànic. Així, 

per a la separació dels coccidiostats químics i els polièters ionòfors (article I del capítol 

2) es proposa emprar acetonitril i un gradient de separació molt ràpid (del 40% al 70% 

de ACN en 0,75 min) amb el qual s’aconsegueix una separació òptima dels 9 compostos 

en aproximadament 5 minuts. Aquest és també el dissolvent emprat per a la separació 

de les de 19 benzimidazoles (article VI del capítol 2) ja que en presentar un poder 

eluotròpic major que el del metanol permet disminuir el temps d’anàlisi. Cal esmentar 

que en aquest últim cas i degut a la diversitat de pKa dels diferents compostos, ha estat 

necessària una acurada optimització del pH de la fase mòbil.  Els valors de pKa de les 

benzimidazoles (veure taula 1, article VI del capítol 2) indiquen que a pH inferiors a 2,8 

totes les substàncies es troben ionitzades, mentre que per sobre d’aquest valor es 

comencen a trobar compostos en estat neutre que per tant, es retindran millor en la 

fase estacionària de C18. Els resultats experimentals confirmen aquest fet ja que en 

augmentar el pH de 2,65 (àcid fòrmic) a 3,75 (àcid fòrmic/acetat d’amoni) i 4,75 (àcid 

acètic/acetat d’amoni) s’observa un augment de la retenció de la majoria dels 

compostos. Aquest augment té en alguns casos, un efecte contraproduent; per exemple, 

els dos primers compostos en eluir, la hidroxi-tiabendazole i la 2-amino-albendazole 

estan totalment separats a pH 2,65, amb uns temps de retenció de 1,9 min i 2,3 min 

respectivament, mentre que arriben a coeluir a pH 4,0 amb un temps de retenció de 2,7 

min (veure Figura 2, article VI). Aquest, no és un cas aïllat ja que la variació del pH de la 

fase aquosa afecta en major o menor mesura a tots els compostos de manera que l’ordre 

d’elució es veu alterat respecte a l’observat a pHs més baixos tot i que el temps total de 
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separació no es veu gairebé afectat. Això últim es deu a que els compostos que elueixen 

amb un major temps de retenció (febantel i ceto-triclabendazole) pràcticament no 

s’endarrereixen; la ceto-triclabendazole (pKa: 11,84) perquè a l’interval de pH estudiat 

no es modifica la ionització de la molècula, i el febantel (pKa: 5,83) perquè a més de tenir 

un pKa una unitat per sobre del pH estudiat, és el compost de major pes molecular. Atès 

que a pH 4,0 s’observa la coelució de tres parelles de compostos, l’esmentada 

anteriorment, la tiabendazole amb l’albendazole sulfòxid i l’aminoflubendazole amb la 

cambendazole, es proposa treballar al pH més baix (2,65) ja que a aquest pH, obtingut 

mitjançant l’acidificació de la fase aquosa amb un 0,1% d’àcid fòrmic, s’obté la separació 

de les 19 benzimidazoles estudiades. Per a la separació dels coccidiostats químics i els 

polièters ionòfors (article I del capítol 2) també es proposa addicionar àcid fòrmic (0,1%) 

a la fase mòbil, però en aquest cas concret, aquesta addició no respon a criteris 

cromatogràfics sinó espectromètrics ja que així s’afavoreix la ionització dels anàlits en 

polaritat positiva a la font d’electrosprai. 

Pel que fa a l’ordre d’elució dels compostos estudiats en aquesta tesi, aquest està 

directament relacionat amb la seva polaritat i pes molecular com correspon a una 

columna de C18. Per exemple, en el mètode optimitzat per a l’anàlisi del totrazuril i els 

seus metabòlits (article II del capítol 2), els compostos elueixen seguint l’ordre de 

polaritat, el toltrazuril sulfòxid en primer lloc atesa la major polaritat del grup sulfòxid 

respecte al grup sulfona, en segon lloc la toltrazuril sulfona i finalment el toltrazuril. Per 

altra banda, els coccidiostats químics, més polars presenten una menor retenció (article 

I del capítol 2) que els polièters ionòfors i l’elució d’aquests últims segueix un ordre basat 

en el pes molecular tot i que s’ha observat alguna excepció com per exemple, la 

maduramicina que tot i ser el compost de pes molecular més elevat, no és l’últim 

compost en eluir probablement degut a que la formació d’una estructura macrocíclica 

amb l’ió sodi (interacció del catió sodi amb 6 àtoms d’oxigen a l’interior de la 

macroestructura)  deixa encara un elevat nombre d’àtoms d’oxigen a la part externa de 

la molècula, conferint-li així un caràcter lleugerament més polar, que fa disminuir la 

capacitat de retenció.  

En relació als mètodes optimitzats amb cromatografia de fase invertida, cal esmentar 

que fins la data de publicació del treball sobre la separació del totrazuril i els seus 
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metabòlits inclòs en aquesta tesi, no s’havia publicat a la literatura cap mètode d’anàlisi 

que permetés l’anàlisi dels tres compostos alhora i a més, les metodologies descrites 

empraven separacions cromatogràfiques convencionals, amb uns temps d’anàlisi molt 

superiors al proposat en aquesta tesi. 

L’ampròlium, com ja s’ha comentat repetidament en aquesta memòria, és un compost 

amb una amina quaternària que tal i com s’ha comprovat experimentalment, no es reté 

en columnes de tipus C18 emprant fases mòbils convencionals de cromatografia en fase 

invertida. Per aquest motiu en aquesta tesi s’han optimitzat dos mètodes especialment 

adequats per a l’anàlisi de compostos catiònics, la cromatografia de líquids d’interacció 

hidrofílica (HILIC) i la electroforesi capil·lar. En HILIC s’ha escollit una columna de nucli 

sòlid (Fused-Core) de sílice pura i en electroforesi capil·lar de zona s’ha emprat FASI (field 

amplified sample injection) com a mode d’injecció. En el mètode cromatogràfic s’ha 

utilitzat acetonitril (60%) com a modificador orgànic a la fase mòbil ja que en les 

columnes HILIC de sílice pura no són recomanables els solvents pròtics, com el metanol, 

mentre que en electroforesi capil·lar aquest últim solvent orgànic més polar és el que  

finalment s’ha addicionat al tampó electroforètic (40%) per aconseguir la separació de 

l’ampròlium de les substàncies coextretes de la matriu. En ambdós casos s’ha estudiat 

l’efecte que produeix la concentració i el pH del tampó en la forma dels pics i en el temps 

d’elució i sempre s’ha observat que un augment de la concentració del tampó comporta 

una millora de la forma del pic de l’ampròlium que es fa més estret, encara que l’efecte 

sobre el temps d’anàlisi és diferent en les dues tècniques. Així, mentre que en HILIC 

l’ampròlium queda menys retingut, probablement degut a que en augmentar la força 

eluotròpica del dissolvent s’afavoreix el desplaçament de l’equilibri de bescanvi iònic 

que té lloc amb la fase estacionària, en electroforesi capil·lar el temps de migració 

augmenta. En aquest últim cas l’augment s’explica perquè a forces iòniques més 

elevades es produeix una disminució del camp elèctric efectiu i per tant, una menor 

velocitat lineal de les espècies carregades. L’estretament del pic en electroforesi capil·lar 

amb la concentració del tampó tot i que el temps de migració augmenti (veure figura 1, 

article IV), està lligat a un efecte de preconcentració entre el medi d’injecció (aigua 

100%) i el de separació electroforètica (tampó) durant la injecció FASI. Aquesta 

diferència produeix la ràpida migració de l’anàlit cap a la interfície entre els dos medis 
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de forma que es crea una banda estreta que en aplicar la diferència de potencial de la 

separació, migra pel capil·lar cap al detector i com més gran és la diferència entre els 

dos medis, major és l’efecte de preconcentració i més estret és el pic.  Pel què fa al pH, 

s’observa un efecte similar en les dues tècniques, en augmentar el pH, millora la forma 

del pic mentre que a pHs baixos es produeix un eixamplament. Aquesta millora es pot 

observar a la Fig. 3.1 on es mostra la variació dels pics corresponents a l’amprolium 

obtinguts en HILIC (A) i en electroforesi capil·lar de zona (B) en variar el pH del tampó 

de 3,25 a 4,0 en el primer cas i de 4,0 a 5,5 en el segon.  

 

Figura 3.1. A) Cromatogrames obtinguts per a una solució estàndard d’ampròlium i 
clormequat-d4 (patró intern) amb fase mòbil ACN:tampó formiat d’amoni (50 mM) (60:40) a 
diferents pHs. B) Electroferogrames obtinguts per a una solució estàndard d’ampròlium amb 
tampó electrolític d’acetat d’amoni (150 mM) a diferents pHs. 

 

En tots dos casos s’observa un eixamplament de banda en disminuir el pH del tampó 

que dóna lloc a pics amb cues molt importants en HILIC i en aquest cas, amb un augment 

significatiu del temps de retenció mentre que en electroforesi capil·lar també s’observa 

eixamplament però els temps de migració disminueixen a baixos pHs. Aquest 

comportament coincideix amb l’observat en augmentar la concentració del tampó i està 

directament relacionat amb l’augment de la força iònica. A pH elevat la força iònica és 

més gran ja que augmenta la dissociació de la forma àcida del tampó i això afavoreix 
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d’una banda l’elució de l’ampròlium en la columna HILIC i de l’altra, la disminució de la 

velocitat de migració en electroforesi capil·lar. 

Per a l’anàlisi de l’amprolium en una columna HILIC es proposa emprar com a fase mòbil 

acetonitril/formiat amònic a pH 4 ja que a valors superiors, el patró intern CQ-d4 queda 

poc retingut i coelueix amb els components de la matriu. D’altra banda, i atès que es 

desaconsella emprar concentracions elevades de sals en l’acoblament LC-MS, es 

proposa per al tampó una concentració 50 mM com a compromís. Un altre avantatge 

important a esmentar d’aquest mètode està relacionat amb l’extracció de les mostres 

ja que es poden extreure amb acetonitril i ser injectades directament en el sistema LC-

MS sense haver d’addicionar aigua a l’extracte. De fet, la injecció de la mostra al 100% 

d’acetonitril resulta avantatjosa quan es treballa en cromatografia HILIC, cosa que no 

succeeix quan es treballa en cromatografia de fase invertida. En HILIC l’acetonitril és el 

dissolvent de la fase mòbil de menor força eluotròpica i produeix un efecte de 

preconcentració dels analits en el cap de la columna cromatogràfica que contribueix a 

l’obtenció de pics estrets. Justament l’efecte contrari es produeix quan es treballa amb 

columnes de C18 en les quals es recomana injectar en solvent amb una proporció 

d’aigua el més elevada possible.  

Per a l’anàlisi d’ampròlium amb el mètode d’electroforesi capil·lar les condicions 

òptimes s’han obtingut en emprar tampó aquós àcid acètic/acetat amònic 50 mM a pH 

5. De fet, a pHs superiors a 5,0 no s’aprecia una millora significativa pel que fa a 

l’amplada dels pics i a més, augmenten considerablement els valors del corrent elèctric 

generat, fet que també es va observar a concentracions superiors a 150 mM. Tot i així, 

aquestes no van ser les condicions definitives del mètode, ja que en  aplicar el mètode 

a l’anàlisi de mostres d’ou es va detectar una interferència amb el mateix temps de 

migració que l’ampròlium la qual posteriorment va ser identificada com a tiamina 

(vitamina B1). Per tal de separar aquests dos compostos, es va re-optimitzar la 

composició de l’electròlit de separació afegint metanol com a modificador orgànic fins 

a un 40% de la composició final del dissolvent electroforètic. El pH del component aquós 

format pel tampó d’àcid acètic/acetat es va baixar fins a un valor de 4,5, ja que en 

mesclar-se amb el component orgànic, el pH efectiu final de la mescla s’incrementa de 

manera que el valor final es proper a 5,0 que és el proposat amb anterioritat. L’addició 
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de metanol a l’electròlit de separació, va fer augmentar el temps d’anàlisi degut a una 

disminució de la conductivitat del medi, fet que es va minimitzar incrementant el 

potencial aplicat fins a +30 kV.  

Ambdós mètodes desenvolupats per a l’anàlisi d’ampròlium representen una aportació 

innovadora en relació als mètodes que es troben a la literatura. Cal destacar, però, que 

el camp d’aplicació d’aquests mètodes és clarament diferent, especialment si hom té en 

compte el tipus de detecció emprada, la seva selectivitat i sensibilitat i el cost econòmic 

de l’anàlisi. El mètode d’HPLC (detecció per espectrometria de masses en tàndem) està 

pensat per a la detecció de residus a una concentració de ppb (ng/g) mentre que el 

mètode d’electroforesi capil·lar de zona (detecció UV) és una tècnica més econòmica 

però tan sols és capaç d’analitzar mostres a una concentració un ordre de magnitud 

superior (ppm (µg/g)).  

 

3.3. Espectrometria de masses  

 

Un aspecte important del treball desenvolupat en aquesta tesi ha estat l’estudi dels 

compostos a analitzar mitjançant espectrometria de masses, tècnica que s’ha emprat no 

tan sols com a eina de detecció acoblada a la cromatografia sinó també per a la 

caracterització i identificació dels anàlits. Així, en aquest apartat es discuteixen els 

resultats obtinguts des d’aquests dos punts de vista. Es posa especial èmfasi en aspectes 

rellevants d’aquesta tècnica com són els avantatges de la utilització d’espectròmetres 

que permeten fragmentar els analits en múltiples etapes (tàndem en el temps) que són 

especialment adequats per a la identificació d’ions producte en estudis de fragmentació, 

així com en la utilització de l’espectrometria de masses d’alta resolució. Aquesta última 

tècnica permet confirmar amb seguretat les assignacions dels ions i fornir suficient 

informació per a la identificació dels compostos. Aquestes característiques de 

l’espectrometria de masses d’alta resolució han permès l’optimització en aquesta tesi 

de metodologia per a l’anàlisi directa de fàrmacs veterinaris utilitzant el DART. La 

discussió, s’ha subdividit en dos apartats, el primer dedicat a comentar els resultats 

obtinguts en l’estudi del comportament dels compostos estudiats en espectrometria de 
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masses (ionització i fragmentació) i el segon que fa referència a les condicions 

d’acoblament de la cromatografia de líquids a l’espectrometria de masses.  

 

 

Ionització i fragmentació dels compostos estudiats 

Les diferents fonts d’ionització utilitzades en aquesta tesi han estat l’electrosprai (ESI), 

la ionització química a pressió atmosfèrica (APCI) i la fotoionització a pressió atmosfèrica 

(APPI) que s’han emprat en sistemes acoblats a la cromatografia de líquids, així com el 

direct analysis in real time (DART), tècnica d’ionització que s’ha emprat per avaluar 

l’aplicabilitat de l’anàlisi directa sense separació cromatogràfica. Les tècniques a utilitzar 

en cada cas concret s’han escollit a partir de la informació bibliogràfica disponible o a 

partir de la comparació de les respostes obtingudes per als fàrmacs antiparasitaris en 

les fonts avaluades. En concret, per als polièters ionòfors s’ha emprat una font d’ESI en 

mode positiu i en aquestes condicions s’ha obtingut com a pic base de l’espectre 

l’adducte de la molècula amb sodi ([M+Na]+) que és el descrit a la literatura com a 

majoritari per aquests compostos (Volmer i cols., 1998; Lopes i cols., 2002). La capacitat 

d’aquestes molècules de formar aquests adductes rau en la conformació 

pseudomacrocíclica que adopten en solució i que dóna lloc a estructures estables en 

afavorir les interaccions per pont d’hidrogen entre el grup carboxílic i l’hidroxil terminal 

de la molècula (veure figura 1.2 del Capítol I). Aquesta estabilitat explica que aquests 

adductes també s’hagin observat en DART(+) (article V), tot i que en aquesta font 

d’ionització habitualment no es generen aquest tipus d’ions. Els polièters ionòfors 

també es ionitzen en ESI(-) atès que són àcids carboxílics i en aquest mode d’ionització 

generen l’ió [M-H]-, encara que la resposta és molt menor que l’obtinguda en polaritat 

positiva. En canvi, la polaritat negativa és l’òptima per als coccidiostats químics diclazuril 

i 4,4’-dinitrocarbanilida, atesa la capacitat d’estabilitzar la carrega negativa que tenen 

els grups carbonil adjacents a les amines de les seves estructures (Fig. 1, article I). Els 

altres coccidiostats químics es ionitzen en polaritat positiva generant la molècula 

protonada. Polaritat positiva és també l’adequada per a l’ampròlium (articles III i IV) com 

correspon a una sal d’amoni quaternari. Aquest compost dóna en conseqüència com a 

pic base de l’espectre tan en ESI com en APCI, l’ió de m/z 243, que correspon a la massa 
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monoisotòpica del catió ampròlium. El toltrazuril i els seus metabòlits, toltrazuril sulfona 

i toltrazuril sulfòxid (article II) es ionitzen tan en ESI com en APCI generant com a pic 

base dels espectres els ions [M+H]+ o [M-H]- segons correspongui a la polaritat de treball 

seleccionada. Ara bé, en APCI en polaritat negativa el pic base de l’espectre del totrazuril 

i la totrazuril sulfona no correspon a l’ió molecular desprotonat sinó que és el [M-69]- 

que prové d’una fragmentació a la font deguda a la pèrdua del fragment CF3, 

fragmentació que també fou observada per Li i cols. (2006). El mateix fenomen s’ha 

observat per al totrazuril sulfòxid que dóna com a pic base de l’espectre l’ió [M-70]-· 

resultat de la pèrdua del fragment CHF3
·. Cal esmentar però que l’ió corresponent a la 

molècula desprotonada també s’observa en els espectres d’aquestes substàncies amb 

una abundància que va del 5% per al totrazuril al 60% per al totrazuril sulfòxid. Pel què 

fa al comportament dels coccidiostats químics a la font DART, i a diferència dels polièters 

ionòfors, els compostos que es ionitzen en polaritat positiva generen l’ió [M+H]+ com a 

pic base de l’espectre i no s’observa la presència d’adductes. A mode d’exemple a la 

figura 3.2 es mostra l’espectre obtingut per a una mescla de patrons de coccidiostats en 

DART(+)-HRMS on es pot observar la presencia dels adductes amb sodi per als polièters 

ionòfors monensina, salinomicina i narasina i els ions protonats per als coccidiostats 

químics clopidol i robenidina. Cal destacar la baixa senyal observada per a la 

maduramicina deguda probablement al seu elevat pes molecular que dificulta la seva 

desorció de la vareta de vidre que s’utilitza per introduir la mostra a la font d’ionització 

DART. L’ampròlium  no va ser detectat en aquestes condicions possiblement per la 

mateixa raó, ja que en trobar-se com a catió en la solució és difícil la transferència a la 

fase gas. 
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Figura 3.2. Espectre de masses obtingut en DART(+)-HRMS d’una solució patró de coccidiostats 
de concentració 1 µg/mL 

 

L’establiment d’un mètode per a l’anàlisi de les benzimidazoles (article VI) ha permès 

comparar el comportament de tres fonts d’ionització convencionals APCI, ESI i APPI, 

estudi que s’ha completat amb la utilització d’una tècnica ambient, el DART (article V). 

Els resultats posen de manifest que les benzimidazoles poden ser ionitzades tan en ESI 

com en APCI i DART en els dos modes d’ionització (positiu i negatiu) proporcionant com 

a únic ió de l’espectre de masses el [M+H]+ o [M-H]- corresponent. Aquesta capacitat és 

deguda a la nombrosa presència de nitrògens a l’estructura que tenen propietats àcides 

o bàsiques en funció de la seva posició a la molècula i l’aromaticitat de la mateixa. 

Únicament la ceto-triclabendazole no proporciona cap ió estable en mode positiu 

mentre que sí que ho fa en mode negatiu ja que l’electronegativitat dels àtoms de clor 

en la seva estructura (Taula 1, article VI) estabilitza la càrrega negativa. Per aquesta raó 

es proposa analitzar aquesta molècula així com el seu compost parental la 

triclabendazole en polaritat negativa. En general, les respostes obtingudes per a les 

benzimidazoles en APCI són superiors (10-20 %) que en l’ESI. Pel que fa referència a 

l’aplicabilitat de l’APPI amb l’addició post-columna de dopants (toluè, acetona, 
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tetrahidrofurà, anisol i clorbenzè) per tal d’afavorir la fotoionització de les 

benzimidazoles, els resultats obtinguts no van ser satisfactoris en cap cas, ja que els 

senyals registrats varen ser de baixa intensitat per tots els anàlits. A diferència de les 

altres fonts d’ionització estudiades, en APPI a més d’obtenir-se els ions corresponents a 

la protonació (+) o desprotonació (-) de les molècules en estudi també es va observar en 

emprar clorbenzè i l’anisol com a dopants, la formació dels cations o anions radicals amb 

abundàncies relatives entre el 40% i el 100%. La coexistència de l’ió radical i la molècula 

protonada o desprotonada és desfavorable des del punt de vista de la resposta, ja que 

aquesta s’ha de dividir entre els dos ions originats. Com s’ha comentat en la introducció 

del capítol 2, l`APPI és una font d’ionització indicada per a l’anàlisi de compostos apolars 

amb un elevat grau d’aromaticitat. En aquest cas, les benzimidazoles no són compostos 

amb una certa polaritat i tot i que tenen l’anell benzimidazol a la seva estructura, 

probablement aquesta aromaticitat no és suficient per ser uns bons candidats a ésser 

analitzats per APPI. Atesos els resultats obtinguts amb les diferents fonts d’ionització 

estudiades, es va seleccionar l’APCI en mode positiu o negatiu en funció de la millor 

resposta observada per a cada analit per a la posterior anàlisi. Aquesta conclusió 

contrasta amb la metodologia disponible a la literatura que majoritàriament empra 

fonts de tipus ESI per a l’anàlisi d’aquests compostos, probablement degut a la major 

disponibilitat d’aquesta font en els laboratoris d’anàlisi. Només una publicació de l’any 

1998 de Cannavan i cols. empra una font d’APCI per a l’anàlisi de tiabendazole i el seu 

metabòlit majoritari, la hidroxitiabendazole en mostres de teixit animal. 

En aquesta tesi s’ha aprofundit en l’estudi de la fragmentació dels compostos 

antiparasitaris en espectrometria de masses en tàndem (MS/MS) per tal d’identificar els 

ions fragment, establir la relació genealògica entre els ions generats i seleccionar els ions 

més abundants i selectius i per la posterior anàlisi (quantificació i confirmació) en LC-

MS/MS. Per aquests estudis s’ha utilitzat un analitzador de trampa d’ions (IT) que 

permet dur a terme fragmentacions successives en l’espai dels ions generats, mentre 

que el triple quadrupol (QqQ) s’ha emprat per a la quantificació ja que permet disminuir 

els límits de detecció en treballar en SRM. 

En els estudis de fragmentació s’han utilitzat les fonts d’ionització i els ions precursors 

més abundats dels espectres obtinguts en full-scan. Per exemple, per als polièters 
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ionòfors s’ha utilitzat l’adducte amb sodi, [M+Na]+, mentre que per als coccidiostats 

químics i les benzimidazoles s’ha emprat l’ió molecular protonat, [M+H]+. Cal esmentar 

que en intentar fragmentar els ions moleculars protonats o desprotonats obtinguts en 

ESI per al toltrazuril i els seus metabòlits no es va obtenir cap ió estable, motiu pel qual 

es va treballar en APCI(-) seleccionant com a ió precursor el [M-CF3]- per al toltrazuril i la 

toltrazuril sulfona i el [M-CHF3]-· per a toltrazuril sulfòxid. En relació als ions producte 

obtinguts, s’ha constatat que en alguns casos, són poc específics com per exemple, els 

dels polièters ionòfors per als quals majoritàriament el pic base de l’espectre d’ions 

producte és l’ió provinent de la pèrdua d’una molècula d’aigua (m/z -18). En aquests 

casos la fragmentació successiva en una trampa d’ions ha permès d’obtenir informació 

sobre ions més selectius utilitzables per a la confirmació. Per exemple, en l’espectre MS3 

dels polièters ionòfors que contenen un grup cetona (salinomicina, narasina i lasalocid) 

obtingut seleccionant com a ió precursor l’ió de segona generació (MS2) [M+Na-H2O]+, 

s’observen els ions provinents del trencament de l’enllaç en posició β respecte a aquest 

grup. La figura 3 de l’article I mostra el mecanisme d’aquesta fragmentació. Els altres 

compostos de la família (monensina i maduramicina) generen altres ions producte 

generalment provinents de la fragmentació dels èters cíclics. Les fragmentacions 

obtingudes en MS3 en una trampa d’ions són directament observables en els espectres 

de MS/MS obtinguts en un equip de QqQ en el qual es poden produir col·lisions 

múltiples tal com reporten altres autors (Dubois i cols. (2005), Rokka i cols (2006), Jestoi 

i cols. (2007)). En aquesta tesi s’ha proposat la utilització d’ions de tercera generació 

(MS3) com ions de confirmació en MS/MS per a l’anàlisi d’alguns coccidiostats (Fig. 5 

article I) així com de les benzimidaloles (Fig. 1 article VI). Un exemple interessant de 

l’aportació que pot comportar la utilització d’analitzadors que fragmenten en el temps 

com les trampes d’ions, ha estat la identificació d’alguns dels ions de l’espectre de 

masses de l’amprolium obtingut en un triple quadrupol. Com es posa de manifest a la 

figura 2 del article III, els ions de baixa intensitat de l’espectre obtingut en el triple 

quadrupol (m/z 122; 135 i 108) provenen de l’ió producte majoritari (m/z 150) i es 

generen per múltiples col·lisions que afavoreixen el trencament de la cadena alquílica 

de l’ió fragment aminopirimidílic (m/z 150). 
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Un fet a destacar dels estudis de fragmentació duts a terme en aquesta tesi ha estat el 

comportament de la maduramicina. El pic base de l’espectre d’ions producte obtingut a 

partir de l’ió precursor [M+Na]+ és l’ió [M+Na-62]+ enlloc de la pèrdua d’aigua com els 

altres polièters ionòfors (article I). Aquesta fragmentació es pot explicar per la pèrdua 

simultània de H2O i CO2, que és possible per la conformació pseudomacrocíclica que 

adopten aquestes molècules (veure figura 1.2 del Capítol 1). L’assignació es va confirmar 

utilitzant espectrometria de masses d’alta resolució (HRMS) amb un analitzador 

Orbitrap a un poder de resolució de 60000. L’error en l’assignació de la massa és més 

baix per a aquesta proposta que per a d’altres possibles assignacions com per exemple 

la pèrdua de dos grups metoxi que conseqüentment van ser descartades (Taula 2, article 

I). La pèrdua simultània de H2O i CO2 també ha estat observada, i confirmada per HRMS, 

per a d’altres polièters ionòfors en MS3 (Taula 1, article I) 

En general, la fragmentació dels compostos que contenen heteroàtoms a la seva 

estructura té lloc en els enllaços amb els heteroàtoms. Per exemple, l’ió base de 

l’espectre MS/MS de l’ampròlium correspon a una fragmentació per l’enllaç adjacent al 

nitrogen quaternari (Fig. 2, article III), el de la robenidina es genera pel trencament de 

l’enllaç N-N, la dinitrocarbanilida es trenca per l’enllaç amida i el diclazuril per l’anell de 

triazina (article I). El pic base de l’espectre d’ions producte del toltrazuril i els seus 

metabòlits es deu també al trencament de l’anell de triazina (Taula 2, article II). Les 

benzimidazoles també segueixen aquest patró de fragmentació (Taula 2, article V), la 

triclabendazole i la ceto-triclabendazole originen ions fragment provinents de la pèrdua 

de l’anell de diclorobenzè enllaçat a un grup èter, les que contenen un grup 

metilcarbamat a l’anell imidazol normalment perden metanol pel trencament de l’enllaç 

en α del grup carbonil, les que contenen un substituent amb sofre en el grup fenil també 

es fragmenten per l’enllaç en α respecte al sofre. Aquesta última fragmentació 

s’afavoreix en les molècules que contenen un grup sulfòxid a l’estructura com es pot 

observar a la figura 1 de l’article V.  

Els mètodes desenvolupats per a l’anàlisi de fàrmacs antiparasitaris mitjançant DART-

HRMS no utilitzen l’espectrometria de masses en tàndem ateses les característiques de 

l’instrument utilitzat (Exactive, Orbitrap) que només permet realitzar una fragmentació 

no selectiva dels ions que s’introdueixen a la cel·la de col·lisió HCD ja que no es pot 
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realitzar la selecció dels ions precursors. Considerant a més, que en treballar en DART 

es prescindeix de la separació cromatogràfica dels compostos, no es recomana realitzar 

aquest tipus de fragmentació ja que és impossible correlacionar els ions precursors amb 

els ions producte generats. Com a alternativa per a la quantificació i identificació dels 

compostos s’utilitza la resolució que l’analitzador d’aquest equip és capaç de 

proporcionar. En el nostre estudi, per tal de definir el poder de resolució mínim a emprar 

es van utilitzar dos compostos, l’albendazole sulfona i la 5-hidroximebendazole, els m/z 

de les quals difereixen només en 33 mDa. Tal com es pot observar a la figura 3.3, es 

requereix un poder de resolució mínim de 25.000 FWHM per tal de separar aquests dos 

compostos en l’analitzador Orbitrap. Així mateix, la separació obtinguda en emprar 

100.000 FWHM si bé és molt bona, ofereix una baixa sensibilitat (el senyal de fons 

d’escala disminueix unes 50 vegades) i una velocitat d’escombratge de tan sols 2 

espectres/segon, que és massa baixa per poder reconstruir els cronogrames obtinguts 

en DART que són de tan sols uns pocs segons. Per aquest motiu, es va escollir com a 

resolució de compromís 50.000 FWHM. 

 

 

Figura 3.3. Efecte del poder de resolució utilitzat en l’Orbitrap en la separació de l’ABZ-SO2 
(m/z 298,0857 i el MBZ-OH m/z 298,1187) 
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Acoblament cromatografia de líquids-espectrometria de masses 

Per a la quantificació i confirmació de la identitat dels analits en l’acoblament LC-MS/MS 

s’han escollit les transicions més selectives i abundants. A la taula 3.1 s’inclouen els ions 

seleccionats per a tots els compostos estudiats en aquesta tesi. Com es pot observar a 

la taula, diversos ions de confirmació (indicats amb *) corresponen a ions de tercera 

generació. En el cas dels mètodes que empren com a analitzador de masses el QqQ 

aquests ions de tercera generació són observats en l’etapa de MS/MS i per tant la 

confirmació es fa seguint la transició corresponent. En el cas d’emprar l’IT com a 

analitzador de masses si  el mètode es configura únicament amb l’etapa de MS2 en cas 

de trobar una mostra sospitosa de ser positiva per als compostos que requereixen ions 

de tercera generació (monensina, robenidina y 4,4’-dinitrocarbanilida) és necessari re-

injectar la mostra activant només el mode MS3. En aquest treball el procediment es va 

establir d’aquesta manera degut a la limitació de la velocitat d’escombratge de la trampa 

d’ions utilitzada. Aquesta no era suficientment ràpida i no permetia obtenir un nombre 

de punts suficient per reconstruir el pic cromatogràfic si es duien a terme dues etapes 

de fragmentació successives. Les trampes d’ions de nova generació són suficientment 

ràpides i sensibles per permetre aplicar dues etapes de fragmentació successives sense 

problemes. 

Un tema a tenir en compte en l’acoblament LC-MS/MS és l’efecte matriu especialment 

important en emprar electrosprai com a tècnica d’ionització. És per tant necessari, 

avaluar la resposta dels compostos en les mostres i comparar-la amb la dels patrons a la 

mateixa concentració per comprovar si existeixen diferències significatives entre 

patrons i mostres. En aquesta tesi s’ha posat clarament de manifest que l’efecte matriu 

depèn tant de l’anàlit com de la mostra analitzada. Per exemple, en la determinació de 

coccidiostats en aigua (article I) aquest efecte no fou significatiu, tot i que la font 

d’ionització és l’ESI especialment propensa a sofrir efectes matriu. El tipus de mostra, 

relativament neta explica aquest comportament i va permetre proposar un mètode de 

calibratge extern per a la quantificació sense que l’exactitud del mètode es veiés 

afectada.  

 



 

 

 

Taula 3.1. Ions seleccionats per a l’anàlisi de fàrmacs antiparasitaris en l’acoblament LC-MS/MS 

Compost Font ionització Analitzador de 
masses 

Ió precursor Ió producte 1  
(quantificació) 

Ió producte 2  
(confirmació) 

Monensina ESI IT 693 ([M+Na]+) 675 ([M+Na-H2O]+) 657*([M+Na-H2O-H2O]+) 
Salinomicina ESI IT 773 ([M+Na]+) 755 ([M+Na-H2O]+) 531 ([M+Na-C13H22O4]+) 
Narasina ESI IT 787 ([M+Na]+) 769 ([M+Na-H2O]+) 531 ([M+Na-C14H24O4]+) 
Lasalocid ESI IT 613 ([M+Na]+) 595 ([M+Na-H2O]+) 577([M+Na-2H2O]+) 
Maduramicina ESI IT 939 ([M+Na]+) 877 ([M+Na-(H2O+COO)]+) 397 ([M+Na-C29H50O9]+) 
Robenidina ESI IT 334 ([M+H]+) 317 ([M+H-NH3]+) 263* ([M+H-NH3-CN3]+) 
Diclazuril ESI IT 405 ([M-H]-) 335 ([M-H-C2H2ON2]-) 334 ([M-H-C2HO2N]-) 
4,4’-Dinitrocarbanilida ESI IT 301 (M-H]-) 137 ([M-H-C7H4O3N2]-) 107*([M-H-C7H4O3N2-NO]-) 
Amprolium ESI QqQ 243 ([M]+) 150 ([M-C6H7N]+) 94 ([M-C8H12N3]+) 
Toltrazuril APCI QqQ 356 ([M-CF3]-) 256 ([M-CF3-C3H4O2N2]-) 124* ([M-CF3-C11H10O3N3]-) 

Toltrazuril sulfona APCI QqQ 388 ([M-CF3]-) 288 ([M-CF3-C3H4O2N2]-) 248 ([M-CF3-C4H2O3N3]-) 
Toltrazuril sulfòxid APCI QqQ 371 ([M-CHF3]-) 371 ([M-CHF3]-) 271 ([M-CF3-C3H4O2N2]- ) 
Albendazole APCI QqQ 266 ([M+H]+) 234 ([M+H-CH3OH]+) 192* ([M+H-C4H10O]+) 
Albendazole sulfona APCI QqQ 298 ([M+H]+) 266 ([M+H-CH3OH]+) 159* ([M+H-C4H10SO3]+) 
Albendazole sulfòxid APCI QqQ 282 ([M+H]+) 240 ([M+H-C3H6]+) 208* ([M+H-C4H10O]+) 
Albendazole aminosulfona APCI QqQ 240 ([M+H]+) 133 ([M+H-C3H6SO2]+) 198 ([M+H-C3H6]+) 
Cambendazole APCI QqQ 303 ([M+H]+) 217* ([M+H-C4H6O2]+) 261 ([M+H-C3H6]+) 
Febantel APCI QqQ 445 ([M-H]-) 370 ([M-H-C2H5O2N]-) 298* ([M-H-C5H9O4N]-) 
Fenbendazole APCI QqQ 300 ([M+H]+) 268 ([M+H-CH3OH]+) 159* ([M-H-C5H9O3S]-) 
Fenbendazole sulfona APCI QqQ 332 ([M+H]+) 300 ([M+H-CH3OH]+) 159* ([M+H-C7H6O3S]+) 
Flubendazole APCI QqQ 314 ([M+H]+) 282 ([M+H-CH3OH]+) 95 ([M+H-C10H8O3N3]+) 
Flubendazole amino APCI QqQ 256 ([M+H]+) 95* ([M+H-C8H7ON3]+) 123 ([M+H-C9H9O2N3H]+) 
Mebendazole APCI QqQ 296 ([M+H]+) 264 ([M+H-CH3OH]+) 105* ([M+H-C8H10O2]+ ) 
Mebendazole amino APCI QqQ 238 ([M+H]+) 105 ([M+H-C8H10O2]+) 77* ([M+H-C8H7ON3]+) 
Hidroximebendazole APCI QqQ 298 ([M+H]+) 266 ([M+H-CH3OH]+) - 
Oxfendazole APCI QqQ 316 ([M+H]+) 159 ([M+H-C7H9O2S]+) 191 ([M+H-C6H5OS]+) 
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Taula 3.1. Ions seleccionats per a l’anàlisi de fàrmacs antiparasitaris en l’acoblament LC-MS/MS (continuació) 

Compost Font ionització Analitzador de 
masses 

Ió precursor Ió producte 1  
(quantificació) 

Ió producte 2  
(confirmació) 

Oxibendazole APCI QqQ 250 ([M+H]+) 218 ([M+H-CH3OH]+) 131* ([M+H-C2HNS]+) 
Tiabendazole APCI QqQ 202 ([M+H]+) 175 ([M+H-CHN]+) 131* ([M+H-C2HNS]+) 

Hidroxitiabendazole APCI QqQ 218 ([M+H]+) 147* ([M+H-C2HNS]+) 191 ([M+H-CHN]+) 
Triclabendazole APCI QqQ 357 ([M-H]-) 197* ([M-H-C7H6Cl2]-) 342 ([M-H-CH3]-) 
Ceto-triclabendazole APCI QqQ 327 ([M-H]-) 182 ([M-H-C6H3Cl2]-) 146* ([M-H-C6H4Cl3]-) 

*Ions generats en etapa de MS3 en analitzador IT.  
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En canvi, tan en la determinació de benzimidazoles en llet (article V) com en la 

determinació de toltrazuril i els seus metabòlits en productes carnis (article II), es va 

arribar a observar una supressió de la senyal de fins a un 22 % tot i utilitzar una font 

d’ionització d’APCI. Per aquest motiu, en aquests mètodes es proposa emprar calibratge 

en matriu (matrix-matched calibration) que permet evitar la quantificació de les mostres 

per defecte ja que tan els patrons com les mostres pateixen la supressió iònica en la 

mateixa mesura. Ara bé, aquest mètode requereix disposar d’una matriu blanca de cada 

tipus de mostra a analitzar. La determinació d’ampròlium mitjançant LC-(ESI)MS/MS 

(article III), representa un cas completament diferent ja que es va observar un importat 

efecte d’augment de la resposta, que per als extractes addicionats és més del doble de 

la obtinguda en les corresponents solucions patró. Es produeix un increment del senyal 

degut a la presència de substàncies coextretes de la matriu que coelueixen amb 

l’ampròlium. En aquest cas es posa clarament de manifest l’efecte de la matriu (pinso, 

ous i múscul de pollastre). El procediment dut a terme per a la identificació de la 

substància responsable d’aquest augment del senyal (enhancement) és una mostra de 

la utilització de les possibilitats que ofereixen les diferents tècniques d’espectrometria 

que es troben a disposició de l’analista en un moment donat. L’obtenció de l’espectre 

de masses en mode full scan en la regió d’elució de l’ampròlium va permetre observar 

la presència d’un pic cromatogràfic al temps de retenció de l’ampròlium corresponent a 

un ió de m/z 162,1 (veure figura 4, article III). A partir de l’espectre MS/MS d’aquest ió, 

obtingut emprant un triple quadrupol que permet treballar a una relativa elevada 

resolució en el tercer quadrupol (Q3) (∆m/z 0,1 FWHM), i de la utilització de programes 

d’elucidació estructural i bases de dades d’estructures químiques es va poder identificar 

el compost responsable de l’efecte matriu que va resultar ser la L-carnitina, un compost 

amb un grup amino quaternàri que es sintetitza en el fetge i el ronyó dels animals. 

Aquest compost competeix amb l’ampròlium en la formació de parells iònics amb els 

components de la fase mòbil afavorint l’augment de la concentració d’ampròlium en la 

superfície de la gota de l’electrosprai i produint l’efecte d’augment del senyal 

(enhancement). Aquest efecte ha estat utilitzat en aquesta tesi per controlar l’efecte 

d’aquesta interferència de la matriu. Així, s’ha proposat l’addició de L-carnitina als 

extractes fins a una concentració 700 ng/mL de manera que l’efecte sigui el mateix en 

totes les matrius amb independència de la concentració de carnitina endògena ja que 
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els patrons de quantificació es preparen addicionant-hi aquest compost a aquesta 

mateixa concentració. Aquest efecte no ha estat descrit mai a la literatura relacionada 

amb l’anàlisi d’amprolium, si bé tots els mètodes disponibles proposen tractaments de 

mostra molt més exhaustius que el proposat en aquesta tesi i probablement eliminen 

aquesta interferència. Tot i així, la presència d’aquest compost, acaba sent beneficiosa 

per a la sensibilitat del mètode ja que permet baixar els límits de detecció i quantificació 

respecte als obtinguts per altres autors com Squadrone i cols. (2008) i Pietruk i cols. 

(2015) els quals obtenen límits de quantificació de 10 a 1000 vegades superiors.  

En l’anàlisi d’ampròlium en mostres d’ou per CZE-UV (article IV), també es va trobar una 

interferència que impedia la seva quantificació. En aquest cas, l’acoblament de 

l’electroforesi capil·lar a un espectròmetre de masses amb un analitzador de trampa de 

ions va permetre obtenir els espectres en mode full scan  i tàndem d’aquest aquest 

compost que va ser identificat com la tiamina o vitamina B1 (veure figura 2 de l’article 

IV). Identificada la interferència, i tal com s’ha exposat a l’apartat 3.2, la separació va ser 

re-optimitzada per a separar els dos compostos i poder continuar proposant la detecció 

UV com a mètode de detecció sense necessitat de l’espectrometria de masses. 

En aquesta tesi s’ha utilitzat espectrometria de masses en tàndem tant emprant 

analitzadors de trampa d’ions com triples quadrupols treballant en baixa resolució. Tan 

sols s’ha emprat alta resolució (Orbitrap) en el DART i en la identificació d’ions producte 

com s’ha comentat a l’apartat anterior. Nogensmenys durant l’anàlisi de mostres de 

productes carnis per a la determinació de toltrazuril i es seus metabòlits (article II) 

emprant un analitzador de triple quadrupol es van evidenciar dificultats a l’hora de 

quantificar el toltrazuril a nivells propers al límit de quantificació. Mentre que la 

quantificació i confirmació de totrazuril sulfona es pot dur a terme sense problemes 

emprant ambdós quadrupols en baixa resolució (Q1 ∆m/z 0,7 FWHM i Q3 ∆m/z 0,7 

FWHM) les traces de quantificació (m/z 256) i confirmació (m/z 124) del toltrazuril 

presenten un elevat soroll de fons en aquestes condicions. Per solucionar aquest 

problema es va aprofitar la possibilitat que presenta el QqQ utilitzat en aquesta tesi de 

treballar amb una relativa alta resolució. Així, si el primer quadrupol (Q1) treballa a una 

resolució de ∆m/z 0,1 FWHM, mode H-SRM (Highly selective Selected Reaction 

Monitoring), s’aconsegueix reduir el soroll degut a l’eliminació de possibles 
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interferències isobàriques de l’ió precursor. Això permet millorar substancialment la 

sensibilitat del mètode i quantificar i confirmar el toltrazuril fins a un nivell de 2,2 µg/kg 

(veure figura 5, article II). 

 

3.4 Paràmetres de qualitat i aplicació 

 

Els paràmetres de qualitat de mètode (límits de detecció instrumental (LOD), límit de 

quantificació del mètode (MLOQ), precisió i exactitud) així com la recuperació dels 

diferents anàlits de les matrius analitzades han estat avaluats per a cadascun dels 

mètodes desenvolupats en aquesta tesi doctoral. A la taula 3.4.1 es resumeixen els 

valors obtinguts per a cada paràmetre i compost tot especificant el mètode emprat per 

a l’obtenció de cadascun dels valors així com les unitats en què s’expressa el límit de 

quantificació del mètode atesa la diversitat de mostres analitzades. Els valors 

d’exactitud i precisió recollits a la taula corresponen al nivell de concentració més baix 

avaluat per a cada mètode. 

Analitzant les dades recollides en la taula 3.4.1 s’observa en primer lloc una clara 

diferència entre els LODs instrumentals obtinguts amb l’analitzador de trampa d'ions 

(IT), indicats amb una “a” a la taula, i els obtinguts amb un triple quadrupol de QqQ 

treballant en mode de SRM. Els valors obtinguts amb la trampa d’ions són en general, 

un ordre de magnitud superiors als del QqQ independentment del compost analitzat. 

Aquí s’evidencia la diferència de generacions entre instruments a més de la major 

sensibilitat dels instruments de QqQ treballant en mode SRM enfront de les trampes 

d’ions. El LOD més baix obtingut correspon a l’ampròlium en emprar LC-ESI-MS/MS 

(QqQ), probablement degut a l’efecte d’augment de la senyal produït per la presència 

de L-carnitina que s’afegeix als patrons de calibratge, com ja s’ha indicat a l’apartat 

anterior on es comenta l’efecte d’aquest compost en la resposta de l’amprolium en 

electrosprai.  



 

 
 

Taula 3.4.1. Resum dels paràmetres de qualitat obtinguts per als diferents compostos analitzats i mètodes desenvolupats en la present tesi 

Compost Límit de detecció 
Instrumental 
(LOD) 
(pg injectats) 

Límit de quantificació 
de mètode  
(MLOQ) 

Recuperació  
(%) 

Exactitud  
(% error relatiu) 

Precisió  
(% RSD) 

Salinomicina 10a 33 ng/L a/0,25 mg/kgb 90 a /87 b 3 a/8,5 b 5,8 a /20 b 
Narasina 15a 54 ng/L a/0,25 mg/kgb  90 a /84 b 3 a/9,1 b 6,5 a /24 b 
Lasalocid 20a 69 ng/L a 85 a 4 a 6,7 a 
Monensina 15a 51 ng/L a/0,5 mg/kgb 92 a /92 b 3 a/9,2 b 5,2 a /19 b 
Maduramicina 25a 93 ng/L a 80 a 5 a 8,7 a 
Robenidina 30a 150 ng/L a/0,5 mg/kgb 60 a /72 b 8 a/10,6 b 12,1 a /19 b 
Diclazuril 60a 213 ng/L a 85 a 6 a 7,4 a 
4,4’-dinitrocarbanilida 50a 168 ng/L a 90 a 5 a 9,3 a 
Toltrazuril 0,5c/0,5d 3 c /1,5d µg/kg 94  5 d 1,8 c /3,7 d 
Toltrazuril sulfona 0,5c /0,5d 3 c /1,5d µg/kg 92 5 d 1,3 c /1,9 d 
Toltrazuril sulfòxid 3c/4d 24 c /15d µg/kg 86 14 d 1,5 c /2,4 d 
Amprolium 0,2e/0,25 µg/Lf 0,6 e /75 f µg/kg 80e /85 f 7e /13,1 f 12,9 e /14,2 f 
Albendazole 2,5g 0,6 g /1h µg/kg 92 h 13 g /19 h 13 g /2,5 h  
Albendazolesulfona 5,0g 0,9 g /5 h µg/kg 87 h 18 g /25 h 9,9 g /8,3 h 
Albendazolesulfòxid 7,5g 0,9 g /1 h µg/kg 86 h 9 g /21 h 11 g /8,5 h 
Albendazoleaminosulfona 7,5g 1,5 g /5 h µg/kg 82 h 13 g /25 h 21 g /7,9 h 
Tiabendazole 5,0g 1,5 g /1 h µg/kg 95 h 13 g /17 h 16 g /5,3 h 
Hidroxitiabendazole 10g 1,5 g /1 h µg/kg 89 h 9,5 g /15 h 6 g /6,2 h 
Fenbendazole 1,0g 0,6 g /1 h µg/kg 82 h 16 g /13 h 16 g /5,4 h 
Fenbendazolesulfona 1,0g 0,6 g /5 h µg/kg 84 h 23 g /20 h 15 g /9,3 h 
Mebendazole 2,5g 0,6 g /1 h µg/kg 88 h 13 g /18 h 4,6 g /6,2 h 
Mebendazoleamino 2,5g 1,5 g /5 h µg/kg 85 h 16 g /25 h 9,1 g /9,2 h 
Hidroximebendazole 2,5g 0,9 g /1 h µg/kg 84 h 18 g /22 h 6,0 g /6,8 h 
Flubendazole 1,0g 0,6 g /1 h µg/kg 79 h 13 g /10 h 7,6 g /7,4 h 
Aminoflubendazole 5,0g 0,9 g /10 h µg/kg 77 h 20 g /22 h 11 g /7,7 h 
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Taula 3.4.1. Resum dels paràmetres de qualitat obtinguts per als diferents compostos analitzats i mètodes desenvolupats en la present tesi (Continuació) 

Compost Límit de detecció 
Instrumental 
(LOD) 
(pg injectats) 

Límit de quantificació 
de mètode  
(MLOQ) 

Recuperació  
(%) 

Exactitud  
(% error relatiu) 

Precisió  
(% RSD) 

Oxfendazole 5,0 g 0,9 g /5 h µg/kg 89 h 12 g /23 h 12 g /8,1 h 
Oxibendazole 10 g 0,9 g /1 h µg/kg 87 h 22 g /19 h 12 g /6,5 h 
Cambendazole 1 g 1,5 g /1 h µg/kg 90 h 21 g /12 h 17 g /7,9 h 
triclabendazole 10 g 3,0 g /1 h µg/kg 76 h 16 g /18 h 18 g /7,2 h 
Cetotriclabendazole 5,0 g 1,5 g /1 h µg/kg 65 h 21 g /15 h 11 g /8,4 h 
Febantel 5,0 g 1,5 g /1 h µg/kg 92 h 7 g /14 h 5,9 g /6,5 h 
Levamisole - 1 h µg/kg 94 h 19 h 8,6 h 

aLC-ESI- MS/MS (IT)-aigua de riu; bDART-HRMS-pinsos; cLC-APCI- MS/MS (QqQ)(SRM)-productes carnis; dLC-APCI- MS/MS (QqQ)(H-SRM)-productes carnis; 
eLC-ESI-MS/MS (QqQ)-ous, pinso i carn pollastre; fFASI-CZE-UV-ous; gLC-APCI-MS/MS(QqQ)-llet; hDART-HRMS-llet
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D’altra banda, cal indicar que les unitats en què s’expressa el límit de detecció 

instrumental d’ampròlium per FASI-CZE-UV són de µg/L, la concentració de la solució 

injectada, ja que amb aquesta tècnica no es pot determinar el volum efectiu de mostra 

injectat atès que en treballar amb injecció electrocinètica tan sols s’introdueixen en el 

capil·lar els ions presents a la solució. Si bé el límit de detecció instrumental dóna idea 

de la capacitat de la tècnica i instrumentació utilitzades, el paràmetre que té interès des 

del punt de vista de l’aplicació d’una determinada metodologia és el límit de 

quantificació de mètode (MLOQ) que dóna informació sobre el mètode complert, tenint 

en compte les etapes d’extracció, purificació i la pròpia anàlisi instrumental considerant 

el possible efecte matriu. Així, malgrat que els LODs obtinguts per als coccidiostas amb 

el mètode LC-ESI-MS/MS (IT) no són com ja s’ha comentat, gaire bons, els MLOQs 

obtinguts en l’aplicació d’aquest mètode a mostres d’aigua superficial (riu) es troben en 

l’interval de 33-213 ng/L (ppt) per als diferents coccidiostats estudiats atès l’efecte de 

preconcentració de la mostra que és d’un factor aproximat de 210, ja que el mètode 

parteix de 200 mL de mostra que es concentren fins a un volum final de 950 µL. Aquests 

MLOQs són del mateix l’ordre que els obtinguts per Iglesias i cols. (2012) en un equip de 

QqQ per a la monensina, salinomicina i maduramicina però són un ordre de magnitud 

superiors als trobats per Herrero i cols. (2012) que proporcionen valors de 1,0 ng/L per 

als polièters ionòfors en mostres d’aigua superficial, encara que aquests últims autors 

realitzen una major preconcentració de la mostra (1000 mL per a mostres d’aigua 

superficial portats a un volum final d’1 mL). La resta de mètodes optimitzats en aquesta 

tesi i basats en espectrometria de masses en tàndem emprant el mode SRM en un triple 

quadrupol (QqQ) proporcionen valors de MLOQs de l’ordre dels baixos ppb (µg/kg) i per 

tant, adequats per a la determinació dels fàrmacs antiparasitaris en matrius d’aliments 

per a les què s’ha establert un valor de MRL (10-1.000 µg/kg) (veure apartat 1.3.1). Pel 

que fa referència a la determinació de toltrazuril i els seus metabòlits en productes 

carnis, les dades recollides a la taula 3.4.1 posen de manifest que la utilització del mode 

H-SRM té una incidència directa en la millora dels MLOQs que en general baixen a la 

meitat (de 3 µg/kg en SRM a 1,5 µg/kg en H-SRM per al toltrazuril i la toltrazuril sulfona 

i de 24 µg/kg a 15 µg/kg per al toltrazuril sulfòxid) mentre que els LODs instrumentals 

no es veuen pràcticament afectats pel fet de treballar a una resolució superior. Això és 

degut a que en treballar en H-SRM  l’augment de la resolució del primer quadrupol de 
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m/z 0,7 FWMH a 0,1 FWMH permet una significativa reducció del nombre d’ions de la 

matriu que entren a la cambra d’ionització millorant de la relació senyal/soroll, com s’ha 

comentat a l’apartat 3.3. Aquest efecte té incidència principalment en l’anàlisi de 

mostres, on el soroll acostuma a ser superior respecte a l’observat en els patrons. Pel 

que fa als mètodes desenvolupats per a la determinació de benzimidazoles en llet 

mitjançant, DART-HRMS i LC-APCI-MS/MS (QqQ), els nivells de concentració més baixos 

de calibratge (LCL, lowest calibration level) obtinguts en DART (1-10 µg/kg) emprant 

mostres blanques de llet addicionades són lleugerament superiors als MLOQs obtinguts 

amb el mètode LC-APCI-MS/MS (QqQ) (0,6-3 µg/kg), encara que ambdós són molt 

inferiors als nivells de MRL establerts per a aquests compostos en aquesta matriu (10-

100 µg/kg). Els valors corresponents al mètode DART es donen com LCL 

(concentració/quantitat mínima d’anàlit a partir de la qual l’instrument és capaç de 

quantificar mostres de forma precisa) ja que en treballar en HRMS no s’observa soroll i 

per tant, no es pot avaluar la relació senyal/soroll. S’aplica per tant, un criteri de 

repetibilitat dels resultats obtinguts i d’exactitud dels mateixos per a establir els 

denominats LCLs. En l’aplicació desenvolupada per a la determinació de coccidiostats en 

pinso (indicats amb una b a la taula 3.4.1) i basada en aquesta mateixa tècnica, els LCLs 

obtinguts varen ser sensiblement superiors, de l’ordre dels mg/kg (ppm) degut als 

efectes matriu. Tot i així aquests valors encara són inferiors als nivells màxims permesos 

en pinsos no medicamentosos i deguts a contaminació creuada (0,7-1,25 mg/kg, veure 

apartat 1.3.2), per tant, el mètode proposat compleix amb els requeriments mínims d’un 

mètode desenvolupat amb aquesta finalitat. Relativament elevat és també el MLOD 

obtingut en el mètode FASI-CZE-UV proposat per a la determinació d’ampròlium (25 

µg/kg) si es compara amb els resultats obtinguts pel mètode de LC-ESI-MS/MS (QqQ) 

(0,2 µg/kg). Aquest resultat està però d’acord amb la menor sensibilitat que sempre 

s’obté en els mètodes d’electroforesi relacionats especialment amb la menor quantitat 

de mostra injectada. 

Pel que fa referència a les recuperacions dels mètodes de tractament de mostra s’han 

obtingut valors entre el 72- 94 %. Ara bé, normalment s’han observat efectes matriu raó 

per la qual la quantificació de les mostres d’aliments s’ha dut a terme emprant el mètode 

matrix-matched. En el cas de la determinació d’ampròlium per LC-MS/MS, s’ha aprofitat 
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l’efecte matriu com ja s’ha comentat a l’apartat 3.3, per proposar l’addició L-carnitina 

per millorar la resposta. Tan sols en el mètode de determinació de coccidiostats en aigua 

de riu es va poder emprar calibratge extern degut a que no es van observar efectes 

matriu i a que les bones recuperacions obtingudes no van fer necessària l’aplicació cap 

factor de correcció.  

L’exactitud dels mètodes desenvolupats ha estat avaluada mitjançant l’error relatiu 

comès en la quantificació de mostres dopades a diferents nivells de concentració. La 

taula 3.4.1 recull els valors d’error relatiu obtinguts per a cada compost i mètode emprat 

per al nivell de concentració més baix estudiat que en la majoria dels casos  correspon 

al límit de quantificació. Es pot comprovar com en general s’obtenen errors inferiors al 

20% tret d’alguna excepció en què aquest valor es veu lleugerament superat, però en 

línies generals les exactituds dels mètodes desenvolupats es poden considerar 

satisfactòries. Altrament, la precisió dels mètodes ha estat avaluada mitjançant la 

desviació estàndard relativa (RSD, %) obtinguda en la determinació per sextuplicat d’una 

mostra dopada a diversos nivells de concentració. Novament, la taula 3.4.1 recull els 

valors obtinguts només per al nivell més baix estudiat atesos els diferents nivells de 

concentració que depenent del mètode i mostres analitzades.  Majoritàriament els 

valors de RSD (%) es troben per sota del 10% per a tots els mètodes desenvolupats 

independentment de la tècnica emprada, si bé en algun cas poden ser superiors. El 

disseny de la font d’ionització DART va fer pensar inicialment que la repetibilitat podia 

ser el punt feble de la tècnica, i aquesta idea semblava confirmar-se en observar els 

resultats de RSD (%) obtinguts per als coccidiostats (≈20%). Tot i així, en validar el 

mètode de determinació de benzimidazoles en llet, es va comprovar que les precisions 

obtingudes són similars a les aconseguides amb el mètode de LC-MS/MS. Per aquest 

motiu la relativament baixa reproduibilitat obtinguda en la determinació dels 

coccidiostats no es pot atribuir a la font d’ionització, sinó a les dificultats que aquestes 

molècules presenten per pasar a la fase gas atès el seu elevat pes molecular.  

Respecte a l’aplicació dels mètodes desenvolupats a l’anàlisi de mostres de productes 

comercials destinats al consum humà, s’ha de destacar que en el desenvolupament 

d’aquesta tesi no s’han detectat fàrmacs antiparasitaris a les mostres analitzades, amb 

la única excepció del  toltrazuril i els seus metabòlits (article II). En l’aplicació del mètode 
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de LC-APCI-MS/MS a l’anàlisi de productes carnis es va detectar toltrazuril sulfona per 

sota del MLOQ en 6 d’un total de 17 mostres analitzades i toltrazuril en una mostra. A 

més, aquests dos compostos van poder ser quantificats a nivells entre 1,9-2,3 µg/kg en 

dues mostres de salsitxes de frankfurt (veure Taula 4, article II). Aquests resultats posen 

de manifest que la legislació referent al control de la presencia d’aquests compostos en 

matrius alimentaries es segueix amb rigurositat i per tant el consumidor està protegit 

davant d’un posible frau d’aquest tipus.  
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En aquesta tesi doctoral s’ha desenvolupat metodologia analítica per a la determinació 

de coccidiostats i benzimidazoles en matrius alimentaries i aigües de riu. La metodologia 

optimitzada es basa, en general, en la utilització de l’espectrometria de masses tant 

acoblada a la cromatografia de líquids com a una tècnica d’anàlisi directa com és el 

DART.  

Dels estudis duts a terme en aquesta tesi se’n poden deduir dues conclusions generals: 

 Els mètodes de cromatografia de líquids acoblada a l’espectrometria de masses 

en tàndem proposats en aquesta tesi permeten l’anàlisi tan de coccidiostats com 

de benzimidazoles a nivells inferiors als establerts per la legislació europea vigent 

en les matrius analitzades (MRLs 10-100 µg/kg). 

 Es demostra que la tècnica d’anàlisi directa DART es pot emprar per al control de 

la presència de benzimidazoles en llet i coccidiostats en pinsos assolint uns límits 

de quantificació que permeten complir amb els requeriments de la legislació 

europea vigent. Tot i així, cal indicar que per tal de realitzar una correcta anàlisi 

quantitativa és necessari reduir els problemes derivats de la supressió iònica. Per 

evitar aquest problema es proposa realitzar un tractament previ de l’extracte 

mitjançant el mètode de QuEChERS. 

A continuació s’inclouen les conclusions específiques del treball efectuat agrupades per 

temàtiques. 

En relació a la separació dels anàlits, 

 S’han desenvolupat mètodes de cromatografia ràpids i eficaços mitjançant dues 

estratègies: (a) la utilització de columnes amb rebliments de diàmetre de 

partícula sub-2µm que s’han emprat per a la separació dels coccidiostats 

(químics i polièters ionòfors) separació que s’ha aconseguit en 6 minuts, i (b) la 

utilització de columnes de tecnologia de partícula de nucli sòlid, que es proposen 

per a l’anàlisi del toltrazuril i els seus metabòlits i per al de les benzimidazoles. 

Aquestes columnes de gran eficàcia cromatogràfica han permès obtenir la 

separació de les 19 benzimidazoles, entre compostos parentals i metabòlits, en 

menys de 7 minuts i proposar per primera vegada un mètode per a la separació 

conjunta del totrazuril i els seus metabòlits que tan sols requereix dos minuts.  
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 S’ha posat de manifest que les fases estacionàries de C18 són adequades per a 

la retenció i separació de la majoria dels coccidiostats i benzimidazoles. Per a la 

separació de les dues famílies de compostos es proposa emprar acetonitril-aigua 

com a fase mòbil i treballar en gradient. Es recomana l’addició d’àcid fòrmic fins 

a una concentració del 0,1% per tal assolir un pH de 2,65 imprescindible per 

aconseguir una adequada separació de la família de les benzimidazoles amb un 

important interval de valors de pKa. Per millorar la resolució entre el totrazuril i 

els seus metabòlits, totrazuril sulfona i totrazuril sulfòxid, es proposa emprar 

metanol/aigua (60/40 v:v) com a fase mòbil. 

 La utilització de cromatografia d’interacció hidrofílica (HILIC) emprant un 

rebliment de sílice pura ha permès desenvolupar un mètode per a l’anàlisi per 

cromatografia de líquids de l’ampròlium, compost que no es pot analitzar amb 

la resta de fàrmacs veterinaris atesa la seva naturalesa catiònica. Es proposa 

treballar amb una fase mòbil acetonitril/àcid fòrmic/formiat d’amoni (50 mM pH 

4,0). L’estudi dels efectes de la força iònica i el pH de la fase mòbil ha posat de 

manifest que el mecanisme de separació en la columna HILIC és de bescanvi 

iònic. 

 Per primer cop s’ha desenvolupat un mètode basat en l’electroforesi capil·lar de 

zona amb preconcentració on-line (FASI) consistent en una etapa d’introducció 

hidrodinàmica d’aigua desmineralitzada (40 s) seguida de la introducció 

electrocinètica de la mostra (50 s) i emprant un tampó de separació 

electroforètica format per àcid acètic/acetat d’amoni 150 mM pH 4,5:MeOH 

(60:40). En aquestes condicions, s’ha demostrat que aquesta és una tècnica 

adient per a la determinació d’ampròlium en mostres d’ou. 
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En relació a l’aplicació de l’espectrometria de masses,  

 Majoritàriament els coccidiostats químics i les benzimidazoles mostren com a 

pics base als seus corresponents espectres de masses els ions 

protonats/desprotonats independentment de la font d’ionització utilitzada (ESI 

o APCI). En canvi els polièters ionòfors presenten una clara tendència a formar 

adductes amb sodi i altres cations alcalins enlloc de les molècules protonades. 

Excepcionalment, el toltrazuril i els seus metabòlits en ésser ionitzats en una font 

d’APCI en mode negatiu han mostrat un comportament diferenciat, mostrant 

com a pic base de l’espectre un ió corresponent a una fragmentació a la font que 

comporta la pèrdua del grup trifluorometil. 

 Els estudis del comportament dels fàrmacs veterinaris en diferents fonts 

d’ionització han permès proposar la utilització de l’ESI per a la ionització dels 

polièters ionòfors, ampròlium i la major part dels coccidiostats químics, essent 

l’APCI la tècnica a escollir per a l’anàlisi de totrazuril i els seus metabòlits i les 

benzimidazoles.  La baixa resposta obtinguda amb la font d’ionització d’APPI per 

a l’anàlisi de benzimidazoles indica que no és una font d’ionització recomanable 

per a l’anàlisi d’aquests compostos. 

 L’estudi del comportament dels fàrmacs antiparasitaris emprant tècniques 

ambient en concret el DART ha posat de manifest en primer lloc la importància 

de la temperatura en aquesta font d’ionització atès que es necessiten 

temperatures superiors als 400oC per tal d’aconseguir una ionització eficient. Els 

resultats obtinguts són satisfactoris especialment per a les benzimidazoles. Els 

coccidiostats han presentat més dificultats obtenint-se eficiències d’ionització 

més baixes la qual cosa es deu a la naturalesa dels anàlits, elevat pes molecular 

(maduramicina) o naturalesa iònica (ampròlium) que dificulten la desorció 

tèrmica dels anàlits i el conseqüent pas a la fase gas on té lloc la ionització. 

 La interpretació de la informació obtinguda en espectrometria de masses en 

tàndem en el temps amb un analitzador de trampa de ions ha possibilitat 

l’establiment de patrons de fragmentació per als diferents compostos estudiats 

i l’ordre genealògic dels diferents fragments observats. En aquest context les 

mesures de massa exacta obtingudes en un Orbitrap amb una resolució de 
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60.000 FWHM han estat decisives per a la correcta assignació de l’ió producte 

majoritari de la maduramicina en l’etapa de MS2 i d’un dels ions producte 

minoritaris en l’etapa d’MS3 de la monensina, els quals corresponen a una 

pèrdua simultània de CO2 i H2O només possibilitada per la conformació 

pseudomacrocíclica d’aquestes molècules.  

 Les fragmentacions observades majoritàriament per als polièters ionòfors 

corresponen a les pèrdues de molècules d’aigua a causa de l’elevat nombre de 

grups hidroxil presents en aquestes estructures moleculars. Aquestes no poden 

ser considerades fragmentacions específiques, però sí que acostumen a ésser les 

més abundants. Altres fragmentacions més característiques observades per a 

aquests compostos responen a trencaments en els enllaços amb heteroàtoms ja 

sigui dels èters cíclics o en les posicions en β respecte a un grup carbonil. Els ions 

corresponents a aquests trencaments són identificats en les diferents etapes de 

MS2 i MS3 contribuint a la identificació dels compostos d’estudi. En la 

fragmentació del toltrazuril i els seus metabòlits tan sols la selecció com a ió 

precursor de l’ió corresponent a la pèrdua del grup trifluorometil ha possibilitat 

l’obtenció d’ions producte ja que els ions corresponents al [M-H]- no donen lloc 

a ions producte estables. Paral·lelament les benzimidazoles generen com a ions 

producte els provinents de la pèrdua d’una molècula de metanol o bé els 

originats per les pèrdues dels grups funcionals diferencials, transicions que 

poden ser utilitzades per a la identificació d’aquesta família de compostos. 

 Les transicions més abundants i selectives observades han estat emprades per a 

la posterior anàlisi quantitativa d’aquests compostos i la seva correcta 

identificació ja sigui en modes de ions producte en treballar amb analitzador de 

trampa de ions, obtenint tot l’espectre en el rang de treball especificat, o en 

mode SRM treballant amb equips de QqQ. 

 Els modes de treball en enhanced mass resolution, possibles en el triple 

quadrupol emprat en aquesta tesi, H-SIM i H-SRM  (Q3 a ∆m/z 0.04 FWHM i ±5 

mDa d’exactitud en la massa) han estat utilitzats per identificar un compost 

interferent (la L-carnitina) que ha produït un important augment de la senyal en 

analitzar ampròlium en mostres d’aliments. L’augment de resolució en 
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espectrometria de masses que s’aconsegueix treballant en el mode H-SRM (Q1) 

(∆m/z 0,1 FWHM), ha permès millorar la sensibilitat dels mètodes desenvolupats 

gràcies a una disminució del soroll de fons produït per la matriu de les mostres. 

 L’espectrometria de masses d’alta resolució (HRMS) ha possibilitat la 

determinació dels fàrmacs antiparasitaris fent ús de la font d’ionització 

“ambient” DART sense emprar una separació cromatogràfica prèvia dels analits. 

Per a aquesta finalitat, es requereix una resolució mínima de 25.000 FWHM. Ara 

bé,  per tal d’assegurar la separació de compostos isobàrics es proposa treballar 

a una resolució de 50.000 FWHM. 

 

En relació al mètode d’anàlisi de mostres d’aliments i aigües de riu i als paràmetres de 

qualitat obtinguts,  

 S’han desenvolupat mètodes de tractament de mostra ràpids i senzills basats en 

l’SPE, QuEChERS i l’estratègia d’extract-and-shoot la qual cosa ha permès reduir 

notablement els temps d’anàlisi així com el volum de dissolvents i reactius 

respecte d’altres mètodes disponibles a la literatura. Tots els mètodes 

desenvolupats permeten una adequada recuperació dels compostos (65 % - 

95 %) si bé l’estratègia d’extract-and-shoot en no implicar cap etapa d’eliminació 

de la matriu pot comportar, tal com s’ha pogut comprovar, la coextracció de 

substàncies interferents en l’anàlisi dels compostos d’interès. En relació als 

mètodes de clean-up proposats, els resultats obtinguts en l’anàlisi de 

coccidiostats posen de manifest que els basats en l’estratègia QuEChERS, més 

senzills i ràpids que els d’extracció en fase sòlida, són sensiblement menys 

efectius pel que fa a l’eliminació d’interferències de la matriu.  

 El mètode proposat per a la determinació d’ampròlium mitjançant LC-MS/MS 

que utilitza una extracció amb acetonitril (mostres d’ous i carn de pollastre) i 

posterior dilució, es proposa addicionar L-carnitina a l’extracte final a fi i efecte 

d’aprofitar l’efecte d’augment de la senyal (enhancement) causat per la 

presència d’aquest compost a la matriu de les mostres i la seva coelució amb 

l’anàlit. Es proposa afegir L-carnitina a patrons i mostres fins a una concentració  
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que permeti homogeneïtzar l’efecte observat en totes les solucions analitzades 

(1 µg/mL).  

 En l’anàlisi d’ampròlium en mostres d’ou mitjançant FASI-CZE-UV s’ha detectat 

una interferència en el temps de migració de l’ampròlium que compromet 

l’aplicabilitat del mètode a mostres reals. Aquesta interferència ha estat 

identificada, mitjançant l’espectrometria de masses en tàndem, com la tiamina. 

Les condicions finals del mètode han estat optimitzades per aconseguir la 

separació dels dos compostos, l’ampròlium i la tiamina. 

 Els paràmetres de qualitat obtinguts per a tots els mètodes d’anàlisi 

desenvolupats en el transcurs d’aquesta tesi demostren que aquests mètodes 

són: (a) sensibles, atesos els baixos nivells de quantificació obtinguts en cada cas 

(MLOQ per a coccidiostats i benzimidazoles en aliments 0,6-75 µg/kg, 

coccidiostats en aigua de riu 33-213 ng/L i coccidiostats en pinsos 0,25-0,5 

mg/kg), els quals es troben a nivells inferiors als límits establerts per la legislació 

europea (benzimidazoles en llet MRLs 10-100 µg/kg, coccidiostats en pinsos 0,7-

1,25 mg/kg), (b) selectius, ja que generalment es compleix amb la legislació 

europea 657/2002/EC que exigeix 3 punts d’identificació per a cada compost 

analitzat i (c) precisos, atesa la reproductibilitat obtinguda per als mètodes 

establerts (RSDs 1,3-18 %,). Per tant, els mètodes desenvolupats poden ser 

proposats per al control de la presència d’aquests compostos en les matrius 

estudiades en cada cas. 

 Per a la quantificació dels anàlits estudiats en les mostres de productes 

alimentaris es proposa  emprar de manera general el mètode de quantificació de 

matrix-matched atesa la capacitat d’aquest mètode de considerar els efectes 

matriu en la quantificació. Nogensmenys, es pot utilitzar calibratge extern en la 

quantificació de coccidiostats en matrius senzilles com per exemple l’aigua de riu 

en la qual l’efecte matriu és molt menor. Aquest mètode de calibratge afegint L-

carnitina als patrons es proposa per eliminar l’efecte d’aquesta interferència en 

la quantificació d’ampròlium per LC-MS/MS. Els errors relatius obtinguts en la 

quantificació de mostres fortificades han estat d’entre el 3 i el 25%). 
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 Les anàlisis de mostres de productes comercials destinats al consum humà dutes 

a terme han posat de manifest l’absència dels fàrmacs antiparasitaris estudiats 

en les mostres analitzades a un nivells de concentració superiors als límits de 

detecció establerts (força inferiors als MRL legislats). Tan sols s’ha detectat la 

presència de toltrazuril en una mostra de productes carnis i toltrazuril sulfona (<  

1,5 µg/kg ) en algunes de les mostres analitzades. Aquests resultats posen de 

manifest que la legislació establerta i les mesures preses permeten garantir la 

seguretat dels productes consumits.  
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AAFCO   Association of American Feed Control Officials 

ABZ   Albendazole 

ABZ-NH2-SO2  Albendazole aminosulfona 

ABZ-SO  Albendazole sufòxid 

ABZ-SO2  Albendazole sulfona 

ACN   Acetonitril 

ADS   Sílice alquil diol  

AEMPS   Agencia española del medicamento y productos sanitarios 

AMP   Ampròlium 

APCI   Ionització química a pressió atmosférica 

API   Ionització a pressió atmosférica 

APPI   Fotoionització a pressió atmosférica 

ASMS   American Society of Mass Spectrometry 

BHT   Butil hidroxitoluè 

CAM   Cambendazole 

CCα   Límit de decisió 

CCβ   Capacitat de detecció 

CE   Electroforesis capil·lar 

CEC   Electrocromatografia capil·lar 

CLAZ   Clazuril 

CLO   Clopidol 

CQ-d4   Clormequat deuterat 

CZE   Electroforesis capil·lar de zona 

DAD Detector de xarxa de diodes 

DART   Direct analysis in real time 

DCM   Diclormetà 

DEC   Decoquinat 

DESI   Ionització per desorció per electrosprai 

DIC   Diclazuril 

DMF   Dimetilformamida 

DNC   4,4’-Dinitrocarbanilida 

dSPE   Extracció en fase sòlida dispersiva 
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EDTA   Etilelndiamintetraacètic 

EFSA   European food safety agency 

EMA   European medicines agency 

ESI   Electrosprai 

EtAc   Acetat d’etil 

ETH   Etopabate 

EtOH   Etanol 

FASI   Field amplified simple injection 

FEB   Febantel 

FEN-SO2  Fenbendazole sulfona 

FLD   Detector de fluorescència 

FLU   Flubendazole 

FLU-NH2  Aminoflufendazole 

FWHM   Full width half maximum 

GPC   Cromatografia de permeació en gel 

HAc   Àcid acètic 

HCD   higher-energy collision dissociation 

HFG   Halofuginona 

HFor   Àcid fòrmic 

HILIC   Cromatografia d’interacció hidrofílica 

HLB   Balanç hidrofílic-lipofílic 

HPLC   Cromatografia de liquids d’alta eficàcia 

HRMS   Espectrometria de masses d’alta resolució 

H-SIM   Highly selective selected ion monitoring 

H-SRM   Highly selective selected reaction monitoring 

IT   Trampa d’ions 

K-TCB   Cetotriclabendazole 

LC   Cromatografia de líquids 

LCL   Lowest calibration level 

LEV   Levamisole 

LLP   Partició líquid-líquid 

LOD   Límit de detecció 
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LOQ   Límit de quantificació 

LSE   Extracció líquid-sòlid 

MAD   Maduramicina 

MCX   Mode mixt fase invertida-bescanvi catiònic 

MEB   Mebendazole 

MEB-NH2  Mebendazole amino 

MEB-OH  Hidroximebendazole 

MeOH   Metanol 

MIP   Polímer d’empremta molecular 

MLOQ   Límit de quantificació de mètode 

MON   Monensina 

MRL   Límit màxim de residu 

MRM   Multiple reaction monitoring 

MS   Espectrometria de masses 

MS/MS  Espectrometria de masses en tándem 

MSn   Fragmentació en etapes successives 

MSPD   Matrix solid phase dispersion 

NAR   Narasina 

NH4Ac   Acetat d’amoni 

NIC   Nicarbazina 

NIG   Nigericina 

OXF   Oxfendazole 

OXI   Oxibendazole 

PLE   Extracció amb líquids pressuritzats  

PSA Amina primària-secundària 

Q   Quadrupol 

QqQ   Triple quadrupol 

QuEChERS  Quick, easy, cheap, effective, rugged and safe 

RNZ   Ronidazole 

ROB   Robenidina 

RSD   Desviació estàndard relativa 

SAL   Salinomicina 
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SCX   Bescanvi catiònic fort 

SEM   Semduramicina 

SIM   Selected ion monitoring 

SPE   Extracció en fase sòlida 

SPME   Microextracció en fase sòlida 

SPR   Ressonància de plasmons en superfície 

SRM   Selected reaction monitoring 

TBZ   Tiabendazole 

TBZ-OH  Hidroxitiabendazole 

TCB   Triclabendazole 

TEA   Trietilamina 

TFA   Àcid trifluoroacètic 

THF   Tetrahidrofurà 

TOF   Temps de vol 

TOL   Toltrazuril 

TOLSO   Toltrazuril sulfòxid 

TOLSO2  Toltrazuril sulfona 

UASEME Ultrasound-assisted surfactant enhanced emulsification 

microextraction 

UE   Unió Europea 

UPLC   Ultra performance liquid chromatography (Waters trademark) 

UHPLC   Cromatografia de liquids d’ultra-alta eficàcia 

UV   Ultravioleta visible 
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