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Metodologies analitiques basades en I'espectrometria de
masses per al’analisi de farmacs veterinaris
Analysis of veterinary drugs based on mass

spectrometry

Anna Martinez

Departament de Quimica Analitica, Facultat de Quimica, Universitat de Barcelona

Resum. Durant els dltims anys, I'espectrometria de masses
ha experimentat avengos importants que han fet que aquesta
técnica es converteixi en quelcom omnipresent a la gran majoria
dels laboratoris d’'analisi quimica. En concret, els laboratoris
dedicats a l'analisi de residus de contaminants en aliments
constitueixen un dels principals grups d'usuaris d'aquesta
técnica. En relaci6 amb la preséncia de residus i atesa la
creixent preocupacié per assegurar la qualitat dels productes
alimentaris, les autoritats governamentals dels diferents paisos
han establert normatives cada cop més restrictives, la qual cosa
sovint representa un repte per a la metodologia analitica
existent. En aquest treball es presenten alguns exemples en els
quals es mostra l'avantatge d'utilitzar I'espectrometria de
masses per resoldre problemes concrets relacionats amb la
preséncia de farmacs veterinaris en aliments d’origen animal.

Paraules clau: coccidiosis, espectrometria de masses,
seguretat alimentaria, analisi de residus.

Abstract. In recent vyears, developments in mass
spectrometry instrumentation have led this technique to become
ubiquitous in the vast majority of analytical chemistry
laboratories. Specifically laboratories devoted to the analysis of
residues in food are major users of this technique. The growing
concern for safer animal products have forced authorities from
different countries to establish increasingly restrictive regulations
that often represent a challenge to the existing analytical
methodology. This paper presents some examples showing the
advantage of using mass spectrometry to solve some specific
problems related to the presence of veterinary drugs in food.

Keywords: coccidiosis, mass espectrometry, food safety,
waste analysis.

Introduccio

Is farmacs veterinaris sén utilitzats per

tractar i prevenir malalties en els animals

de produccid, ja que és imprescindible el

fet de disposar d'animals salubres per tal

d’assegurar un subministrament de carn

de qualitat amb garanties de seguretat. En
aguest sentit, és important el fet de controlar la presencia
de farmacs veterinaris en la carn de consum. De fet, els
farmacs veterinaris comercials s’han distribuit i aplicat
amb garanties de seguretat en la produccié animal des
de fa més de cinquanta anys,l' 2 atés que el seu Us
reporta importants beneficis, com ara la capacitat de
millorar la salut dels animals i la reducci6 dels costos de
produccié limitant les malalties que podrien disminuir la
taxa de creixement® La utilitzaci6 de medicaments
veterinaris esta estrictament legislada tant per la Uni6
Europea4 com pels diferents governs de cada pal's5 i es
regulen diversos aspectes com la qualitat, la seguretat i
I'eficacia de cada farmac. Tot i els importants beneficis
que reporten aquestes substancies, del seu Us també
deriven algunes conseqiiéncies negatives que cal tenir
en compte. El principal problema prové del fet que
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'administraci6 de farmacs a animals durant llargs
periodes de temps pot comportar que la carn que arriba
al consumidor contingui residus de farmacs que, encara
que es trobin a baixes concentracions, poden donar lloc
a episodis de reaccions al-lérgigues en individus
hipersensibles, perd el més preocupant, pel seu abast
més generalitzat, és que es pot produir I'aparicié de
soques bacterianes resistents als farmacs per a
humans.® Per aquest motiu, els nivells de tolerancia
respecte a les concentracions de residus d’aquestes
substancies en productes destinats al consum huma han
estat revisats darrerament i han estat establerts limits
més exigents, la qual cosa obliga a desenvolupar noves
metodologies analitiques que siguin capaces de
determinar aquests compostos a concentracions cada
cop més baixes. En aquest context, la cromatografia de
liquids acoblada a I'espectrometria de masses’ ™ ha
esdevingut la técnica per excelléncia i, en concret, ha
proporcionat a la comunitat cientifica una eina de gran
valor tant pel que fa a la seva capacitat de deteccié de
baixes concentracions de residus en matrius alimentaries
com per les seves possibilitats en relaci6 amb la
caracteritzacié de compostos quimics i la identificacié de
substancies desconegudes.

En aquest treball es descriuen alguns exemples de la
utilitzaci6 de I'espectrometria de masses per a la
determinacié i la caracteritzaci6 d'alguns farmacs
veterinaris, concretament, els pertanyents a la familia
terapéutica dels anticoccidials, que es mostren a la figura 1.
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Figura 1. Estructures i noms dels coccidiostats.

Instrumentacio

Per a la realitzaci6 d’aquest estudi, s’han emprat
diversos equips d'espectrometria de masses amb
diferents analitzadors, una trampa d’ions (LCQ Classic),
un triple quadrupol (TSQ Quantum Ultra AM) i un linear
trap-orbitrap (Orbitrap XL). Els estudis de fragmentacio
s’han dut a terme a la trampa d’'ions, treballant en
espectrometria de masses en tandem en el temps. S’han
obtingut els espectres de masses en multiples etapes
(MS/MS, MS® i MS?), la qual cosa ha permés establir
'ordre genealogic dels fragments, ja que, amb aquest
tipus d'analitzadors de masses, no son freqlents les
fragmentacions per collisions mdltiples i només
s’observen els ions producte originats directament de I'ié
precursor aillat en cadascuna de les successives etapes
de fragmentaci6. Ara bé, en alguns casos, ha estat
necessari mesurar la massa exacta per tal d'assignar
correctament la composicié elemental dels ions
moleculars, la d'alguna interferéncia i la d’alguns ions
producte generats en la fragmentacio en tandem. Per a
aquestes mesures, s’ha emprat un instrument de triple
quadrupol amb quadrupols hiperbolics amb capacitat per
dur a terme mesures de massa exacta mitjangant
'augment de la resolucié dels quadrupols fins a 0,04 m/z
FWHM (full width half maximum) i amb un calibratge
adequat de l'eix m/z per tal d’obtenir valors amb errors
inferiors a 5 mDa. Aquest tipus d’analitzador treballa en
espectrometria de masses en tandem a l'espai, i en
aquest tipus de tandem és frequent la fragmentacié per
col-lisions multiples en passar I'i6 precursor seleccionat
(primer quadrupol) per la cambra de col-lisi6 (segon

guadrupol), la qual cosa comporta que es puguin
observar ions de diferents generacions a la mateixa
etapa de fragmentaci6 MS/MS. Finalment, hem utilitzat
un analitzador linear trap-orbitrap, que permet treballar a
resolucions de fins a 100.000 i que proporciona errors en
la mesura dels valors m/z inferiors a 1 mDa, per tal
d’identificar i confirmar correctament algun dels ion
producte que requerien aquesta precisié i exactitud.

L’augment de la resolucié com a
eina de treball en I'analisi de
rutina

En primer lloc, es comenta un exemple de I'avantatge
que pot proporcionar el fet d'augmentar la resolucié en
espectrometria de masses. En concret, es pretén
il-lustrar l'aplicacié d'aquesta estratégia en I'andlisi del
toltrazuril (un anticoccidial molt utilitzat en aus de corral i
en el sector porci) i dels seus dos metabolits majoritaris,
la toltrazuril sulfona i el toltrazuril sulfoxid, el primer dels
quals també presenta activitat farmacol(‘)gica.16 Per a
aquesta analisi, es va desenvolupar un métode de
cromatografia de liquids rapida acoblada a
'espectrometria de masses en tandem emprant
ionitzacio quimica a pressié atmosférica (APCI) en mode
negatiu i un analitzador de triple quadrupol. L’analisi de
diferents productes carnis, tant crus com processats, que
havien estat sotmesos a un tractament de mostra molt
senzill, una extracci6 amb acetonitril i purificacio per
extraccid en fase solida (SPE), va posar de manifest que,
encara que la baixa resolucié (Q1 m/z 0,7; Q2 m/z 0,7)
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Figura 2. Cromatogrames en SRM i en H-SRM corresponents al toltrazuril en una mostra de salsitxa de Frankfurt.
Transicié de quantificacié: 356 = 256; transicio de confirmacio: 356 = 124.

€s una tecnica que pot permetre el fet d'obtenir bons
resultats (per exemple, es podia determinar la toltrazuril-
sulfona a les mostres), en alguns casos l'analisi no es
pot dur a terme (en el nostre cas, el toltrazuril no es
podia identificar a causa d'un important soroll de fons).
En aquests casos, 'augment de la resolucié en el primer
quadrupol (Am/z 0,1 FWHM) permet eliminar possibles
interferéncies isobariques de I'ié precursor, la qual cosa
produeix una disminuci6é del soroll. Si aquest procés es
pot dur a terme sense una pérdua significativa en la
transmissié d’ions, com és el cas en treballar amb el
triple quadrupol TSQ Quantum Ultra AM, es millora
considerablement la relacié senyal-soroll. A la figura 2 es
mostra, a tall d’'exemple, el cromatograma corresponent
al toltrazuril en una mostra de salsitxes de Frankfurt, on
es pot observar la dificultat per identificar aquest
compost a baixa resolucié (SRM), mentre que, treballant
en el mode H-SRM (Q1 Am/z 0,1 FWHM), la relaci6é
senyal-soroll augmenta fins a 14, la qual cosa permet el
fet de confirmar la preséncia de toltrazuril i determinar-ne
la concentracié (2,2 pg kg™*) a la mostra.'’

A la figura 2 s’indiquen les transicions utilitzades per a
la determinacié i la confirmacio del toltrazuril. En general,
en electrospray (ESI) i APCI, I'i6 precursor acostuma a
ser la molécula protonada, si es treballa en ionitzacié
positiva [M+H]", i la molécula desprotonada [M-H], si es
treballa en mode negatiu. Ara bé, en el cas del toltrazuril,
la molécula desprotonada és molt dificil de fragmentar,
per la qual cosa s’ha emprat com a precursor I'i6 [M-69],
generat per fragmentacio a la font i a causa de la perdua
de CFs.

Identificacié de substancies
desconegudes

En l'analisi de mostres alimentaries, la preséncia de
compostos interferents presents a la matriu dificulta amb
freqiiéncia l'aplicacié dels metodes establerts. En
'exemple seglient es mostra la identificacié6 d'una
interferéncia observada en la determinacié en aliments
de I'amprolium, un compost d’amoni quaternari emprat
contra la coccidiosi, per al qual es va desenvolupar un
meétode basat en cromatografia de liquids d'interaccid

hidrofilica (HILIC) acoblada a I'espectrometria de masses
en tandem (triple quadrupol) emprant electrospray en
mode positiu com a font d’ionitzacio.

En analitzar mostres d’aliments (ou, pollastre) i de
pinso emprant un tractament de mostra senzill, que
consistia GUnicament en una extracci6 amb acetonitril i
'analisi directa dels extractes, es va observar que els
patrons i les mostres amb la mateixa concentracid
d’amprolium donaven una resposta molt superior en el
cas de les matrius addicionades que en el dels patrons.
Una de les possibles causes que provoquen aquest
fenomen, conegut amb el nom de matrix ion
enhancement, és la coeluci6 amb I'amprolium d’alguna
substancia de la matriu que afavoreix la ionitzacié del
nostre analit. Es va observar que, en el moment de
retencié de I'amprolium, apareixia una substancia amb
un i6 de massa m/z 162 (figura 3). Per tal d’obtenir
informacié estructural sobre aquest i6 i poder identificar
el compost, es va adquirir 'espectre d’ions producte i es
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Figura 3. Identificacié d'un compost de la matriu que coelueix amb
I'amprolium: a) cromatograma de la intensitat del corrent ionic total
(TIC) d'una mostra d'ous; b) espectre de masses de la interferéncia,
espectre d'ions producte de I'i6 precursor m/z 162. En els espectres,
s'indiquen les masses exactes de I'i6 precursor i dels ions producte
més intensos.
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van determinar les masses exactes de I'ié precursor (m/z
162,1167) i dels dos ions producte més abundants (m/z
103,0371 i 85,0329). Acceptant un error de menys de 5
mDa respecte de les masses mesurades, nomeés
existeixen tres possibles composicions elementals per al
catié precursor. La utilitzacié d'una base de dades™ va
permetre descartar dues de les tres composicions
elementals, ja que I'una no proporcionava cap estructura
quimica logica i I'altra corresponia a molécules neutres, i
identificar la L-carnitiha com a possible substancia
interferent. Finalment, I'analisi d’'un patré va permetre la
confirmaci6 d'aquesta hipotesi, ja que tant el
comportament cromatografic com [I'espectre d'ions
producte obtingut a partir del patré de L-carnitina van ser
idéntics al de la interferéncia. Per tant, aquesta era la
substancia responsable de [lefecte matriu en la
determinacié d’amprolium en els aliments analitzats."

Caracteritzacio de polieters
ionofors

Entre els compostos administrats en grans quantitats,
sobretot a les aus de corral, cal esmentar els polieters
ionofors, productes naturals que s’empren no només en
la prevenci6 i el tractament de la coccidiosi,' siné que
també s’administren en dosis subterapéutiques com a
promotors del creixement.”® En aquest apartat, es
comenten els estudis de fragmentaci6 daquests
compostos duts a terme durant I'establiment d’'un métode
de cromatografia de liquids acoblada a I'espectrometria
de masses en tandem per a l'analisi de nou poliéters
ionofors. Aquests compostos estan formats per un
esquelet de multiples éters ciclics hidroxilats que
contenen un acid carboxilic i un hidroxil terminals i que
presenten una elevada tendéncia a formar adductes amb
cations metal-lics, la qual cosa ha comportat que, en
treballar amb una font d’electrospray en polaritat positiva,
tots els poliéters ionofors donin lloc a espectres de
masses amb un Unic i6, que correspon a I'adducte amb
sodi. La fragmentacié d’aquest i6 en espectrometria de
masses en tandem doéna lloc, per a la majoria dels
polieters ionofors, a espectres de masses en els quals el
pic base correspon a la pérdua d'aigua. Aquesta péerdua
es pot explicar per la preséncia de nombrosos grups
hidroxil en els corresponents compostos (figura 1). Els
ionofors amb un grup carbonil a [I'estructura
(salinomicina, narasina i lasalocid) presenten també una
altra fragmentacié caracteristica, que correspon al
trencament de I'enllag en B respecte del grup carbonil, la
gual cosa ddéna lloc a dos fragments amb una diferencia
de 100 unitats de massa. A la figura 4a es mostra, a tall
d’exemple, aquesta fragmentacié per a la salinomicina.
Per a la maduramicina, en canvi, el pic base de
I'espectre d'ions producte (m/z 877) correspon a la
pérdua de 62 Da (figura 5a), una pérdua que també
s'observa a l'espectre de MS® (figura 5b) de Ia
monensina (m/z 613) emprant com a i6 precursor I'i6
corresponent a la pérdua d’aigua (m/z 675) de I'espectre
MS/MS. Tenint en compte les estructures d'aquests dos
compostos, aquests ions fragment poden provenir de la
pérdua de dos grups metoxi o de la pérdua simultania de
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m/z 431 l ' '
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acrt it m/z 599
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Figura 4. a) Trencament en B respecte del carbonil per a la
salinomicina; b) estructura pseudomacrociclica de la monens-
ina i la seva fragmentacio.

CO. i H,O. Amb I'objectiu d’'assignar correctament aquests
fragments, es va emprar un instrument capac de treballar
en alta resolucio, un linear Orbitrap XL, que va permetre
calcular les masses exactes dels ions corresponents a la
maduramicina (m/z 877,5272) i a la monensina (m/z
613,4045), que concorden amb la pérdua de CO; i H,O
(errors menors a 5 ppm). Ara bé, aquesta perdua
planteja un problema relacionat amb el fet que en un
analitzador de trampa dions en general només
s’observen trencaments directes i, per tant, per perdre
simultaniament CO, i H»O, cal que aquests dos grups
estiguin propers. Aix0 és possible si la molécula forma un
pseudomacrocicle amb I'ié6 sodi al centre i els grups
carboxilic i hidroxil terminals enfrontats, tot establint-se
interaccions per ponts d’hidrogen.”" % A tall d’exemple, a
la figura 4b es mostra I'estructura pseudomacrociclica de
la monensina.”

Conclusions

S’ha posat de manifest que I'espectrometria de
masses és una técnica altament util en l'andlisi de
residus de farmacs veterinaris en mostres alimentaries.
L'augment de la resoluci6 en el primer quadrupol ha
possibilitat la confirmacid de la preséncia de toltrazuril en
mostres de salsitxa de Frankfurt, gracies a I'augment de
la relacié senyal-soroll, que permet millorar els limits de
deteccid. Altrament, la utilitzaci6 d’'un equip capa¢ de
treballar en mode de massa exacta ens ha permes la
identificaci6 d'una interferéncia cromatografica en
I'analisi d’amprolium, responsable d'un important efecte
matriu. Aquesta substancia ha estat identificada com a L-
carnitina, un compost d’amoni quaternari. Finalment, la
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Figura 5. a) Espectres MS i MS/MS de la maduramicina; b) MS, MS/MS i MS? de la monensina.

utilitzacié de l'espectrometria de masses en multiples
etapes ha permes establir el patr6 de fragmentacié d'una
familia de compostos, els poliéters ionofors. La utilitzacio
de l'alta resolucid, en aquest cas, ha permes el fet de
confirmar la pérdua simultania de CO, i H»O, una
fragmentacié caracteristica de la conformacié espacial
d’aquests compostos.
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