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Resumen 

La utilización de agentes antimicrobianos en producción animal es uno de los prin-

cipales riesgos para la salud debido a su potencial presencia como residuos en los 

alimentos en cualquier etapa de la cadena alimentaria. Según datos de la Agencia 

Europea de Medicamento, España es uno de los países en que las ventas de agentes 

antimicrobianos para animales productores de alimentos son más elevadas. Los 

principales efectos adversos producidos por los antibióticos son reacciones alérgi-

cas, destrucción de la microbiota presente en el tracto gastrointestinal y el aumento 

de la selectividad de bacterias multiresistentes o producción de resistencias antimi-

crobianas. Actualmente, la resistencia a los agentes antimicrobianos (RAM) se ha 

convertido en un problema a nivel global en el ámbito de la Salud Pública, debido a 

su gran impacto sobre la salud humana y la salud animal.

El control de la presencia de antibióticos en los alimentos de origen animal es, por 

lo tanto, una actividad relevante en el campo de la seguridad alimentaria que vie-

ne impulsada por la legislación europea y que para garantizar su eficacia requiere 

de potentes métodos analíticos que permitan detectar, confirmar y cuantificar la 

presencia de trazas de estas sustancias en las diferentes matrices de origen animal. 

La tendencia actual de los métodos para el análisis de residuos en los alimentos es 

la de desarrollar metodologías genéricas que permitan determinar un gran núme-

ro de sustancias pertenecientes a distintas familias de compuestos, con diferentes 

propiedades físico-químicas, y que permitan, en la medida de lo posible, la incor-

poración de nuevos compuestos al método para ampliar su alcance. Este es el reto 

que se aborda en la presente Tesis, con el desarrollo de diversos métodos para el 



análisis de varias familias de antibióticos en distintas matrices alimentarias, aguas 

de bebida para animales y pienso. 

Específicamente, en esta tesis, se han desarrollado y validado dos métodos de criba-

do por Cromatografía Líquida acoplada a Espectrometría de Masas de alta resolu-

ción con analizador Orbitrap (LC-HRMS), uno cualitativo, aplicable a las matrices 

músculo y riñón, y, otro cualitativo y cuantitativo, aplicable a la leche. Asimismo, 

se han desarrollado y validado cuatro métodos de confirmación cuantitativos por 

Cromatografía Líquida acoplada a Espectrometría de Masas de baja resolución con 

analizador de triple cuadrupolo (LC-MS/MS), aplicables al agua de bebida para 

animales, miel, huevo y pienso. Los métodos desarrollados incluyen en su ámbito 

de aplicación distintas familias de antibióticos como anfenicoles, ß-lactámicos (pe-

nicilinas y cefalosporinas), diaminopirimidinas, lincosamidas, macrólidos, quino-

lonas, sulfonamidas, tetraciclinas y antibióticos poliénicos. 

Durante el desarrollo de los mismos se llevó a cabo la optimización de los paráme-

tros de la fuente de ionización del equipo de LC-HRMS mediante diseño de expe-

rimentos en dos etapas, una de cribado mediante un diseño de Placket-Burman 

(PB) y otra de optimización de los parámetros relevantes mediante Diseño Central 

Compuesto (CCD). También se realizó una selección de distintas combinaciones de 

solventes de extracción y para la preparación de las muestras previamente a la Ex-

tracción en Fase Sólida. Además, se evaluó el método QuEChERS UNE-EN-15662 

aplicándolo a las matrices músculo y riñón, no obteniéndose buenos resultados 

para gran número de compuestos. 

Previa a la validación de los métodos, se realizó un estudio del efecto matriz y se 

demostró la necesidad de utilizar rectas de calibrado en matriz extraída y patrones 

internos para su corrección. La validación de los métodos se llevó a cabo de acuerdo 



con los criterios vigentes en la Unión Europea, y que se detallan en la Decisión de 

la Comisión 2002/657/CE. 

Con objeto de mostrar su adecuación para el control oficial de alimentos, los méto-

dos fueron aplicados al análisis de un elevado número de muestras y permitieron 

la detección de antibióticos que fueron utilizados fuera de las prescripciones. Tam-

bién se detectaron antibióticos autorizados en muestras de agua y de pienso, lo que 

indica que las medidas higiénicas tomadas en las explotaciones y en la fabricación 

de piensos no son eficaces. 

Todos los métodos desarrollados cumplen los requisitos establecidos en la legisla-

ción vigente europea y, por lo tanto, son aplicables al control oficial de antibióticos 

en las matrices estudiadas. 
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1. Introducción

1.1. Medicamentos veterinarios. Marco legislativo y control oficial

La salud humana está relacionada directamente con el medioambiente y con la ca-

lidad de los alimentos y, concretamente, los alimentos de origen animal son una 

de las grandes preocupaciones de las agencias de salud pública a nivel mundial 

debido a que los medicamentos veterinarios juegan un papel muy importante en 

producción animal y en la industria agroalimentaria, siendo uno de los mayores 

problemas en la contaminación de los alimentos (Beyene, 2016; Ortelli, Spörri, & 

Edder, 2018).

Los medicamentos veterinarios son utilizados en los animales tanto para tratar sus 

enfermedades como para prevenirlas, siendo necesaria su utilización para garanti-

zar la adecuada cantidad de alimentos para la población mundial. Sin embargo, su 

utilización puede dar lugar a residuos de las diferentes sustancias en los productos 

obtenidos de los animales tratados y la presencia de estos debe ser controlada.



40

Carmen Igualada Cañas

En 1984 la FAO y la OMS definieron medicamento veterinario como “cualquier sus-

tancia aplicada o administrada a los animales productores de alimentos, tales como 

animales productores de carne, aves, pescados o abejas, con fines terapéuticos, pro-

filácticos o de la modificación de las funciones fisiológicas, y para la prevención y 

tratamiento de las enfermedades” (Joint FAO/WHO, 1985) .

La figura 1.1. muestra los mecanismos por los que pueden aparecer residuos de me-

dicamentos veterinarios en los alimentos de origen animal.

Intencional No intencional

Tratamiento 
autorizado

Uso en cascada 
autorizado

Uso ilegal

Errores médicos Transmisión de 
animal-animal

Medioambiental

Reciclaje fecal

Suelo

Agua

Figura 1.1. Mecanismos por los que pueden aparecer residuos de medicamentos veterinarios en los 
alimentos de origen animal (Bedale, 2019).

Los medicamentos veterinarios podrían encontrarse en los alimentos de origen 

animal porque de una forma no intencionada entren en el animal. La contamina-

ción medioambiental, el reciclaje fecal, la transmisión animal-animal y los errores 

humanos son formas en que un residuo de medicamento veterinario puede estar 
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presente en un alimento de origen animal. Por otro lado, también podrían aparecer 

a través de los tratamientos terapéuticos autorizados o por prescripción excepcio-

nal por vacío terapéutico o prescripción en cascada o bien, porque se haga un uso 

ilegal de.

Los principales factores de riesgo para la presencia de residuos de medicamentos 

veterinarios en los alimentos son:

a.	 Edad del animal, que puede afectar a la disposición del medicamento.
b.	Alimentación animal. La dieta puede afectar a la biodisponibilidad de los 
medicamentos.
c.	 Estado de la enfermedad, que puede afectar a la farmacocinética de los 
medicamentos administrados.
d.	Farmacocinética: absorción, distribución, metabolismo y excreción.
e.	 Utilización de medicamentos no acorde a las instrucciones del prospecto.
f.	 Inadecuado tiempo de espera.

Ello implica que se debe llevar a cabo una ardua tarea para prevenir la aparición de 

residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos (Beyene, 2016).

Además de la prevención, hay que tener en cuenta que debido a que la mayoría de 

productos de origen animal no se consumen crudos, los niveles en los mismos se 

pueden ver reducidos. Tratamientos como pasteurización, esterilización, cocción 

al vapor, ebullición, fritura o asado pueden producir una reducción de los niveles 

por evaporación o por degradación térmica. Además, la fermentación, el nivel de 

pH y tiempo de almacenaje tienen un impacto considerable sobre la reducción de 

niveles de residuos de medicamentos veterinarios en alimentos (Rana, Lee, Kang, 

& Hur, 2019).
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En España, la base de la normativa sobre medicamentos de uso humano y de uso 

veterinario se encuentra en el Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de Julio, por 

el que se aprueba el texto refundido de la Ley de garantías y uso racional de los me-

dicamentos y productos sanitarios (Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio). 

En él se define “medicamento de uso veterinario” como “toda sustancia o combi-

nación de sustancias que se presente como poseedora de propiedades curativas o 

preventivas con respecto a las enfermedades animales o que pueda administrarse 

al animal con el fin de restablecer, corregir o modificar sus funciones fisiológicas 

ejerciendo una acción farmacológica, inmunológica o metabólica, o de establecer 

un diagnóstico veterinario. También se considerarán «medicamentos veterinarios» 

las premezclas para piensos medicamentosos elaboradas para ser incorporadas a 

un pienso”. Además, en el capítulo III, se establecen las garantías exigibles a los 

medicamentos veterinarios elaborados industrialmente y las condiciones de pres-

cripción y dispensación de los mismos.

La Agencia Europea del Medicamento (EMA) es la responsable en el territorio de la 

Unión Europea de la evaluación científica, la supervisión y el control de seguridad 

de los medicamentos desarrollados por empresas farmacéuticas para su uso en la 

UE. Se encarga de facilitar el desarrollo de medicamentos y el acceso a los mismos, 

evaluar las solicitudes de autorización de comercialización, controlar la seguridad 

de los medicamentos en todo su ciclo de vida y facilitar información a los profesio-

nales sanitarios y los pacientes. Dentro de ésta, el Comité de Medicamentos de Uso 

Veterinario (CVMP) lleva a cabo una evaluación de la seguridad de cada sustancia 

y emite un dictamen científico. Basándose en este dictamen, la Comisión Europea 

adopta un Reglamento jurídicamente vinculante que establece el Límite Máximo de 

Residuo para cada sustancia (European Medicines Agency, 2021).
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En España, es la Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios 

(AEMPS) la que garantiza a la sociedad, desde una perspectiva de servicio públi-

co, la calidad, seguridad, eficacia y correcta información de los medicamentos y 

productos sanitarios, desde su investigación hasta su utilización, en interés de la 

protección y promoción de la salud de las personas y de los animales. También 

garantiza que se establezca un tiempo de espera para cada uno de los medicamen-

tos veterinarios destinados a usarse en animales productores de alimentos. Dicho 

tiempo de espera es el plazo que hay que respetar antes de su sacrificio para que el 

animal metabolice el medicamento de tal forma que los residuos del medicamento 

estén por debajo de los Límites Máximos de Residuos y, en consecuencia, se pue-

dan obtener de él los distintos alimentos (Agencia Española de Medicamentos y 

Productos Sanitarios, 2021).

En Europa, la primera legislación aplicable al control de medicamentos de uso ve-

terinario data de 1981 en que se publica la Directiva 81/602/CEE referente a la pro-

hibición de la administración de determinadas sustancias de efecto hormonal y de 

sustancias de efecto tireostático en animales de explotación, así como la comercia-

lización y sacrificio de dichos animales, la comercialización y transformación de sus 

carnes y de los productos cárnicos elaborados a partir de éstas (Directiva 81/602/

CEE, 1981). Posteriormente, fue complementada por las Directivas 85/358/CEE, 

85/649/CEE, 88/146/CEE y 88/299/CEE que seguían regulando la prohibición de 

sustancias con acción hormonal, siendo todas ellas, posteriormente, derogadas por 

la Directiva 96/22/CE del Consejo que es la que actualmente está en vigor referente 

a la prohibición de la utilización de sustancias de efecto hormonal y tireostático y 

sustancias b-agonistas en la cría del ganado (Directiva, 85/358/CEE, 1985; Directi-

va, 85/649/CEE, 1985; Directiva, 88/146/CEE; Directiva, 88/299/CEE; Directiva, 

96/22/CE).
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En lo que respecta a las sustancias autorizadas, con el fin de proteger la salud del 

consumidor de los productos alimenticios de origen animal, incluidos la carne, el 

pescado, la leche, los huevos y la miel y para facilitar la comercialización de di-

chos productos, el 26 de junio de 1990 el Consejo adoptó el Reglamento (CEE) nº 

2377/90 apoyado en un proceso comunitario destinado al establecimiento de los 

límites máximos de residuos (LMR) para los medicamentos veterinarios en produc-

tos alimenticios de origen animal (Reglamento (CEE) nº 2377/90, 1990).

El Límite Máximo de Residuos (LMR) es “el contenido máximo resultante de la 

utilización de un medicamento veterinario (expresado en mg/Kg o en mg/Kg sobre 

la base en peso fresco) autorizada en la Comunidad o reconocida como admisible 

en un producto alimenticio. Dicho límite se basará en el tipo y en la cantidad de 

residuos que se considere que no constituyen ningún riesgo toxicológico para la 

salud humana tal como expresa la dosis diaria admisible (DDA), o sobre la base de 

un DDA temporal que utilice un factor de seguridad adicional. Tomará, asimismo, 

otros riesgos relativos a la salud pública así como los aspectos de tecnología alimen-

taria. Cuando se establezca un LMR, se tomarán en consideración igualmente los 

residuos que aparezcan en alimentos de origen vegetal o que procedan del medio 

ambiente. Además, podrá reducirse el LMR con objeto de que sea coherente con las 

prácticas correctas de utilización de medicamentos veterinarios y ello en la medida 

en que se disponga de métodos de análisis prácticos”.

Dicho Reglamento quedó derogado por el Reglamento (CE) nº 470/2009 del Par-

lamento Europeo y del Consejo que fue complementado por el Reglamento (UE) 

nº 37/2010 de la Comisión relativo a las sustancias farmacológicamente activas y 

su clasificación por lo que se refiere a los límites máximos de residuos en los pro-

ductos alimenticios de origen animal, actualmente en vigor (Reglamento (CE) nº 

470/2009, 2009; Reglamento (UE) nº 37/2010; 2010). En dicho Reglamento se in-
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cluyeron dos tablas, en la tabla 1 se incluyeron las sustancias autorizadas indicando 

sus Límites Máximos de Residuos y, en la tabla 2, las sustancias prohibidas vién-

dose esta última complementada por las prohibiciones establecidas en la Directiva 

96/22/CE del Consejo.

Es importante mencionar que, para la correcta interpretación del Reglamento (UE) 

nº 37/2010, se debe tener en cuenta lo que se denomina “prescripción excepcio-

nal por vacío terapéutico o prescripción en cascada”. Actualmente, el Reglamento 

(UE) 2017/880 de la Comisión es el que establece normas sobre el uso de un límite 

máximo de residuos establecido para una sustancia farmacológicamente activa en 

un producto alimenticio determinado para otro producto alimenticio derivado de 

la misma especie y de un límite máximo de residuos establecido para una sustan-

cia farmacológicamente activa de una o más especies en otras. La extrapolación de 

los LMR es el procedimiento mediante el cual los niveles de residuos en tejidos o 

productos alimenticios en una especie destinada a la producción de alimentos para 

la que se han establecido LMR se utilizan para estimar los niveles de residuos y 

establecer en tejidos o productos alimenticios en otras especies, en otros tejidos o 

en otros productos alimenticios de la misma especie para la cual no se dispone de 

datos sobre los residuos convencionales, o dichos datos están incompletos (Regla-

mento(UE) 2017/880, 2017).

En Europa, actualmente, la Directiva 96/23/CE referente a las medidas de control 

aplicables a las sustancias de uso en producción animal y sus residuos en animales 

vivos, sus excrementos y líquidos biológicos, sus tejidos, productos animales, pien-

sos y agua de bebida para animales es la que regula el control de los medicamentos 

veterinarios. En dicha disposición se establece la necesidad de llevar a cabo Planes 
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de Vigilancia por parte de cada Estado miembro, incluyendo las estrategias, niveles 

y frecuencia de muestreo, así como las medidas a adoptar en caso de infraccio-

nes. Las sustancias y grupos de sustancias a controlar son las siguientes (Directiva, 

96/23/CE, 1996).

Grupo A. Compuestos anabolizantes y sustancias no autorizadas.

1.	 Estilbenos, sus derivados, sales y esteres.
2.	Compuestos antitiroideos.
3.	Hormonas esteroides.
4.	Lactonas del ácido resorcílico (incluido el zeranol).
5.	 Agonistas b-adrenérgicos.
6.	Las sustancias que debido a su peligrosidad, como los nitrofuranos y el 
cloranfenicol, no se les puede asignar un límite máximo de residuos en los 
alimentos de origen animal.

Grupo B. Medicamentos veterinarios, contaminantes ambientales y 

otras sustancias.

1. Fármacos antibacterianos, incluidas sulfamidas y quinolonas.

2. Otros medicamentos veterinarios:

a. Antihelmínticos.

b. Anticoccidianos incluyendo nitroimidazoles.

c. Carbamatos y piretroides.

d. Tranquilizantes.

e. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

f. Otras sustancias de acción farmacológica.
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3. Otras sustancias y contaminantes medioambientales.

a. Compuestos organoclorados.

b. Compuestos organofosforados.

c. Elementos químicos.

d. Micotoxinas.

e. Colorantes.

f. Otros.

En España, el Real Decreto 1749/1998, actualmente en vigor, es en el que se 

establecieron las medidas de control aplicables a determinadas sustancias y sus 

residuos en animales vivos y sus productos para llevar a cabo la transposición de 

la Directiva del Consejo 96/23/CE, de 29 de abril (R.D.1749/1998, 1998).

La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) contribuye a la seguridad 

de la cadena alimentaria de la UE proporcionando asesoramiento científico a 

los gestores de riesgos sobre riesgos existentes y emergentes, comunicando los 

riesgos para el público y cooperando con los Estados miembros y otras partes 

para proporcionar un sistema de seguridad alimentaria coherente y fiable en la 

UE. Su asesoramiento se aplica en la legislación y las políticas europeas y, de este 

modo, contribuye a proteger a los consumidores frente a riesgos en la cadena 

alimentaria (Agencia Europea de Seguridad Alimentaria, 2021).

En España, es la Agencia Española de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutri-

ción (AESAN) la que desempeña las funciones relacionadas con la promoción y el 

fomento de los derechos de los consumidores y usuarios en bienes y servicios, así 

como la seguridad alimentaria y la nutrición saludable. Dentro del Plan Nacional 

de Control Oficial de la Cadena Alimentaria (PCOCA) se incluye el programa de 

Residuos de medicamentos veterinarios y otras sustancias en alimentos de ori-
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gen animal cuyo objeto es describir el modo en que deben organizarse y realizarse 

los controles establecidos en el Real Decreto 1749/1998, transposición de la Directi-

va 96/23/CE, para detectar la presencia de residuos de medicamentos veterinarios 

y otras sustancias no autorizadas o autorizadas por encima de los límites máximos 

de residuos (LMR) legalmente establecidos en los alimentos de origen animal por 

parte de autoridades competentes de la AESAN y de las Comunidades Autónomas 

(Agencia Española de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutrición, 2021).

Con la publicación del Reglamento (UE) 2017/625 del Parlamento Europeo y del 

Consejo, relativo a los controles y otras actividades oficiales realizados para garan-

tizar la aplicación de la legislación sobre alimentos y piensos, y sobre las normas 

sobre salud y bienestar de los animales, sanidad vegetal y productos fitosanitarios 

(Reglamento (UE) 2017/625) se derogó la Directiva 96/23/CE anteriormente men-

cionada pero se indicó que dicha Directiva seguiría teniendo aplicación has el 14 

de diciembre de 2022 o hasta la aprobación de un acto delegado. En la actualidad 

se está trabajando en actos delegados donde se separará el control de medicamen-

tos veterinarios de otras sustancias en los alimentos, tales como contaminantes o 

ingredientes tecnológicos entre otros (Agencia Española de Consumo, Seguridad 

Alimentaria y Nutrición, 2021).

El informe de EFSA de 2019 sobre datos de resultados del Control Oficial de los gru-

pos de residuos establecidos en la Directiva 96/23/CE en los animales vivos y sus 

productos resume los datos recopilados de todos los Estados Miembros de la Unión 

Europea, incluidos Islandia y Noruega.

La tabla 1.1 muestra el número de muestras analizadas para cada grupo de sustan-

cias, el número de muestras no conformes y el número de resultados no conformes 
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en 2019 de acuerdo al Informe de EFSA arriba mencionado, que fue aprobado el 5 

de enero de 2021.

Tabla 1.1. Número de muestras analizadas para cada grupo de sustancias, el número de muestras 
no conformes y el número de resultados no conformes en 2019. (Agencia Europea de Seguridad Ali-
mentaria,2021).



50

Carmen Igualada Cañas

Por otro lado, la figura 1.2 muestra el porcentaje de muestras no conformes para cada 

una de las especies y productos analizados y para todos los grupos de sustancias.
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% Muestras No conformes por especie. Datos 2019 EFSA.

Figura 1.2. Porcentaje de muestras No conformes por especies y productos. Datos 2019 EFSA (Agen-
cia Europea de Seguridad Alimentaria,2021).

Los valores elevados para caza silvestre, equino y ovino y caprino, se deben funda-

mentalmente a los resultados No conformes del grupo B3c) de metales pesados.

De acuerdo a dicho informe de EFSA, el % de muestras No conformes en 2019 fue 

comparable a los 11 años anteriores. Para el grupo B1 (antibacterianos), el % de 

muestras No conformes (0,14%) disminuyó ligeramente respecto a los años ante-

riores y su valor, se debió, fundamentalmente, al % de muestras No conformes en 

miel (0,98%) en las que se detectó la presencia de compuestos de las familias tetra-

ciclinas, sulfonamidas y el macrólido tilosina A.
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1.2. Uso de antibióticos en producción animal y su interés en Salud Pú-
blica

El primer uso de agentes anti-infecciosos en sanidad animal se remonta a inicios 

del siglo XX para tratar mastitis en bovino (Lees, Pelligand, Giraud, & Toutain, 

2021). A partir de ahí, dentro de los medicamentos veterinarios, el grupo de agentes 

antiinfecciosos o antibacterianos es el más utilizado. La Unión Europea, a través del 

Reglamento (UE) nº 37/2010 de la Comisión, establece LMRs para estos compues-

tos en tejido y en productos de origen animal.

Los antibióticos se usan en sanidad animal con tres fines claramente definidos:

- Con fines terapéuticos, como tratamiento de una infección documentada.

- Con fines profilácticos, solamente en aquellos casos en que esté demostra-

da su importancia para prevenir una infección (por ejemplo, en los ciclos 

iniciales de crecimiento de animales, especialmente sensibles a agentes in-

fecciosos muy particulares).

- Como promotores del crecimiento, favoreciéndose de esta forma el control 

de la flora bacteriana del animal, produciéndose un mayor aprovechamiento 

de los nutrientes y un aumento considerable de peso (Domínguez Rodríguez, 

Moreno Romo, Porrero Calonge, & Peña, 2010; Ibrahim et al., 2020). Con la 

publicación del Reglamento nº 1831/2003/CEE quedó prohibido el uso de 

antibióticos distintos de los coccidiostáticos y los histomonóstatos a partir 

del 1 de enero de 2006 y se indicó la supresión progresiva de los coccidios-

táticos e histomonóstatos como aditivos para alimentación animal, a más 

tardar el 31 de diciembre de 2012 (Reglamento (CE) nº1831/2003, 2003).

En la Unión Europea, actualmente, hay algo más de 100 antibióticos autorizados 

para uso en producción animal pertenecientes a las familias de ß-lactámicos (peni-
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cilinas y cefalosporinas), tetraciclinas, aminoglucósidos, lincosamidas, macrólidos, 

sulfonamidas, anfenicoles, quinolonas, polipéptidos, polimixinas, pleuromutilinas, 

derivados de la diaminopirimidina e inhibidores de la ß-lactamasa.

Los procedimientos para su autorización y uso son equivalentes a los utilizados 

para uso humano siendo imprescindible:

a.	 La autorización previa a su puesta en el mercado,
b.	La prescripción veterinaria y,
c.	 Que las entidades dedicadas a su distribución y dispensación estén pre-
viamente autorizadas.

La expansión global de la producción intensiva ha conducido a un aumento de uso 

de agentes antimicrobianos. Se estima que un 73% de todos los antimicrobianos 

vendidos en el mundo se usan en animales destinados al consumo humano. Algu-

nos autores (Tiseo, Huber, Gilbert, Robinson, & Van Boeckel, 2020) estimaron que 

el consumo global de agentes antimicrobianos utilizados en producción animal fue 

de 93.309 toneladas en 2017 y que se prevé un aumento de un 11,5% antes de 2030.

Desde septiembre de 2009 España participa en el proyecto ESVAC (European Sur-

veillance of Veterinarian Antimicrobial Consumption) creado para la monitoriza-

ción del uso de antimicrobianos en animales, a propuesta de la Comisión a la EMA. 

El décimo informe del proyecto ESVAC presenta los datos de ventas de agentes 

antimicrobianos utilizados en veterinaria en 31 paises europeos (incluida Suiza) en 

2018, así como, la descripción de los cambios en el consumo de antimicrobianos 

utilizados en veterinaria entre los años 2010 y 2018 y el riesgo de transferencia de 

resistencias a humanos (European Medicines Agency, 2021).
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La figura 1.3. muestra la distribución de ventas de agentes antimicrobianos utiliza-

dos en animales productores de alimentos, por países, en 2018. Las unidades que 

se muestran son mg/PCU, siendo PCU, la unidad de corrección de la población, que 

tiene en cuenta el tamaño de la población de animales productores de alimentos. 

Para normalizar las ventas por población animal en cada país 1 PCU equivale a 1 Kg.

Figura 1.3. Distribución espacial de las ventas de todos los agentes antimicrobianos para animales 
productores de alimentos, en mg/PCU para 31 paises en 2018. (European Medicines Agency, 2021).

De acuerdo al informe, en 2018 España estuvo entre los países en que las ventas de 

agentes antimicrobianos fueron más elevadas.
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La figura 1.4. muestra las ventas de antimicrobianos, expresado como porcentaje 

del total de ventas, utilizados en veterinaria en 31 paises europeos en 2018 en, mg/

PCU, distribuidas por familias de compuestos.

Figura 1.4. Distribución de ventas de antimicrobianos, expresado como % del total de ventas, para 
animales productores de alimentos por familia de antimicrobianos en 2018 en 31 paises europeos 
(European Medicines Agency, 2021).

Se aprecia que el mayor porcentaje de ventas en 2018 se produjo para agentes anti-

microbianos de la familia de tetraciclinas, seguida de penicilinas y de sulfonamidas.

El informe también indica la tendencia en las ventas de antimicrobianos utilizados 

en animales productores de alimentos en el periodo 2010-2018 para los distintos 

países. En España se alcanzó un máximo en 2014 debido a que los datos de los 

años anteriores se habían subestimado ya que no se habían recogido datos de los 

medicamentos más vendidos en 2014. Desde entonces, está disminuyendo paulati-

namente a lo largo de los años.

Los principales efectos adversos debidos al uso de antibióticos son la toxicidad 

directa, reacciones alérgicas, efectos carcinogénicos, efectos mutagénicos, nefro-

patías, hepatotoxicidad, desórdenes reproductivos, toxicidad en médula ósea, des-
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trucción de la microbiota presente en el tracto gastrointestinal, especialmente en 

niños, ancianos, embarazadas e inmunodeprimidos y aumento de la selectividad de 

bacterias multiresistentes o producción de resistencias antimicrobianas (Oliveira, 

Gonçalves, Lee, Oliveira, & Corassin, 2020).

1.2.1. Resistencias a los antibióticos

Actualmente, la resistencia a los agentes antimicrobianos (RAM) se ha convertido 

en un problema a nivel global en el ámbito de la Salud Pública, debido a su gran im-

pacto sobre la salud humana y la salud animal (Martinez-Martinez & Calvo, 2010). 

La resistencia es la capacidad de un microorganismo para no verse afectado por los 

efectos de un antibiótico al que previamente era sensible. La RAM es una conse-

cuencia de la selección natural y mutaciones genéticas y para que se desarrolle es 

necesario un contacto persistente del microorganismo con el antibiótico. El con-

tacto se debe producir en una concentración de antibiótico que permita la supervi-

vencia del microorganismo. Los mecanismos de producción pueden ser genéticos 

y bioquímicos.

La resistencia antimicrobiana intrínseca es una peculiaridad tanto de los microor-

ganismos patógenos como no patógenos requerida para la supervivencia y la evo-

lución de las bacterias en un entorno dinámico. Los principales mecanismos de 

la resistencia bacteriana intrínseca dependen de la impermeabilidad de la célula 

bacteriana a las moléculas de antibiótico, la falta de moléculas objetivo o la inacti-

vación de los antibióticos por enzimas (Palma, Tilocca, & Roncada, 2020).

Debido al potencial de los alimentos y aguas de consumo humano para ser vehículos 

de microorganismos de origen animal y ambiental, se considera que la transmisión 
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de bacterias por los alimentos de origen animal puede tener un importante papel 

en la aparición de resistencias a antibióticos en los seres humanos, si bien también 

es muy preocupante el fenómeno desde el punto de vista de la sanidad animal (Do-

mínguez Rodríguez, Moreno Romo, Porrero Calonge, & Peña, 2010).

En España, la coordinación del proyecto ESVAC la realiza la Agencia Española de 

Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), en colaboración con la Red de Vi-

gilancia Veterinaria de Resistencias a Antibióticos (VAV) del Centro de Vigilancia 

Sanitaria Veterinaria (VISAVET) de la Universidad Complutense de Madrid. Los 

datos obtenidos mediante el programa de la Red se reflejan en los correspondientes 

informes emitidos a los Organismos implicados que remiten dicha información a 

la EFSA. Esta información se incluye en el informe anual que la EFSA y el ECDC 

(European Centre for Disease Prevention and Control) realizan con la información 

de todos los países de la Unión Europea (VISAVET, 2021).

La Red VAV fue creada en 1996 y se orientó a estudiar las bacterias de mayor interés 

en Salud Pública, que son las bacterias zoonóticas presentes en los animales sacrifi-

cados en los mataderos. En la actualidad el programa incluye las especies animales 

de mayor producción cárnica (cerdos, pollos y bovinos), en las que se investiga la 

presencia de bacterias zoonóticas (Salmonella entérica, C. jejuni y C. coli) y co-

mensales intestinales (E. coli, Enterococus faecium y E. faecalis) y su resistencia 

asociada. Actualmente se está prestando gran atención a la aparición y difusión de 

resistencias a antimicrobianos del grupo de los ß-lactámicos tras la identificación 

de ß-lactamasas de espectro extendido y las carbapenemasas. También la reciente 

aparición de los genes plasmídicos ligados a la resistencia a colistina ha disparado 

las alertas sobre este antimicrobiano (VISAVET, 2021).
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Palma et al. propusieron las siguientes acciones para prevenir el desarrollo de RAM 

(Palma et al., 2020):

a.	 Prudente uso y manejo de antibióticos.
b.	Programas adecuados de inmunización.
c.	 Uso de probióticos y/o prebióticos que pueden actuar directamente sobre 
la flora bacteriana, así mejorar la tasa de conversión de alimento y aumentar 
la competencia contra la colonización de patógenos.
d.	Uso de péptidos bioactivos con efecto bacteriostático o bactericidal, como 
la Nisina A, producida de forma natural por bacterias lácticas.
e.	 Uso de bacterias predadoras.

Estas acciones deberían ir acompañadas de investigación científica para aumentar 

el conocimiento y descubrir nuevas clases de antimicrobianos y de medidas legisla-

tivas que garanticen y aseguren la salud pública.

1.3. Métodos de análisis de antibióticos utilizados en producción animal

Con el objetivo de garantizar la calidad y comparabilidad de los resultados analí-

ticos de los laboratorios de control oficial de residuos en Europa el 17 de agosto de 

2002 se publicó la Decisión de la Comisión 2002/657/CE por la que se aplicaba la 

Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos analí-

ticos y la interpretación de los resultados (Decisión de la Comisión, 2002/657/CE, 

2002). Se vio necesaria la utilización de sistemas de calidad y de métodos validados 

de acuerdo a procedimientos y criterios de funcionamiento comunes, así como, ga-

rantizar la trazabilidad con arreglo a normas comunes y consensuadas. Se estable-

cieron criterios de veracidad, precisión, así como de criterios para la confirmación 

de los compuestos, estableciendo tolerancias máximas para las intensidades rela-
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tivas de iones dependiendo de la técnica empleada y para el tiempo de retención 

relativo e implantando un sistema de puntos de identificación según la técnica y el 

modo de adquisición.

Por otro lado, se introdujeron los conceptos de:

-Error alfa (a): probabilidad de que la muestra analizada sea realmente con-

forme, aunque se haya obtenido una medición no conforme (“decisión de 

falso no conforme”). a =1% en sustancias no autorizadas y a=5% en sustan-

cias autorizadas.

-Error beta (ß): probabilidad de que la muestra analizada sea realmente no 

conforme, aunque se haya obtenido una medición conforme (“decisión de 

falso conforme”). ß <5% en métodos de cribado.

-Límite de decisión (CCa): límite en el cual y a partir del cual se puede con-

cluir con una probabilidad de error a, que una muestra no es conforme. 

Debe establecerse según los requisitos de identificación o de identificación 

más cuantificación. 

-Capacidad de detección (CCß): contenido mínimo de la sustancia que puede 

ser detectado, identificado o cuantificado en una muestra, con una probabi-

lidad de error ß. Debe establecerse según los requisitos definidos de cribado, 

de identificación o de identificación más cuantificación. 

De acuerdo a dicha Decisión, los métodos pueden ser:

-Métodos de cribado: métodos utilizados para detectar la presencia de una 

sustancia, o tipo de sustancias, al nivel de interés. Están diseñados para cri-

bar grandes cantidades de muestras en busca de posibles resultados no con-
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formes y para evitar resultados de falso conforme.

- Métodos de confirmación: métodos que proporcionan información total o 

complementaria que permite identificar y, en su caso, cuantificar de manera 

inequívoca la sustancia a nivel de interés.

El 21 de mayo de 2021 se publicó el Reglamento de ejecución (UE) 2021/808 de 

la Comisión relativo al funcionamiento de los métodos analíticos para los residuos 

de sustancias farmacológicamente activas utilizadas en animales productores de 

alimentos y a la interpretación de resultados, así como los métodos que deben uti-

lizarse para el muestreo (Reglamento de ejecución (UE) 2021/808 de la Comisión, 

2021). El Reglamento aplica a animales vivos productores de alimentos, partes y 

fluidos de su cuerpo, excrementos, tejidos, productos de origen animal, subproduc-

tos animales, piensos y aguas. A pesar de que con su publicación queda derogada la 

Decisión 2002/657/CE, se indica que ésta seguirá teniendo validez hasta el 10 de 

junio de 2026, en lo que respecta a los requisitos establecidos, para aquellos mé-

todos que hayan sido validados antes de la entrada en vigor de dicho Reglamento.

En las últimas décadas, son muchísimos los artículos publicados para proponer 

métodos relacionados con residuos de medicamentos veterinarios en un gran nú-

mero de matrices.

Entre las metodologías utilizadas para su determinación, la cromatografía de gases 

(GC) y la cromatografía líquida (LC) acopladas a la espectrometría de masas se ha 

establecido como técnica de referencia.

La figura 1.5. muestra la evolución del número de artículos publicados desde 2008 

hasta 2021 de acuerdo a Web of Science (WOS) usando las palabras clave “veteri-

nary drug” AND “analysis” AND “mass spectrometry” (Web of Science, 2021).
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Figura 1.5. Evolución del número de artículos publicados desde 2008 hasta 2021. Fuente: WOS. 
Búsqueda: “veterinary drug” AND “analysis” AND “mass spectrometry”.

El número de artículos encontrados fue de 4.146 y fue en 2018 cuando se publica-

ron mayor número de trabajos, triplicando el valor más bajo, producido en 2008.

La figura 1.6. muestra la evolución del número de artículos publicados desde 2008 

hasta 2021 de acuerdo a Web of Science (WOS) usando las palabras clave “vete-

rinary” AND “analysis” AND “mass spectrometry” AND “antibiotic” (Web of 

Science, 2021).
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Figura 1.6. Evolución del número de artículos publicados desde 2008 hasta 2021. Fuente: WOS. 
Búsqueda: “veterinary” AND “analysis” AND “mass spectrometry” AND “antibiotic”.

Cuando la búsqueda se limitó al grupo de antibióticos, el número de documentos 

publicados en dicho periodo fue de 1.854, mostrándose una evolución similar, de 

manera que fue en 2018 cuando se publicaron el mayor número de artículos y tam-

bién se triplicó el dato respecto al año 2008 en que se produjo el menor número de 

artículos publicados de ese periodo.

La tendencia actual de los métodos es la de desarrollar métodos genéricos de mane-

ra que se puedan determinar distintos residuos de contaminantes y pertenecientes 

a familias diferentes de compuestos con diferentes propiedades físico-químicas y 

que permitan, en la medida de lo posible, la incorporación de nuevos compuestos al 

método para ampliar su alcance. Es lo que se denominaría análisis multi-residuo y 

análisis multi-clase. Este es el reto que se quiso abordar al desarrollar los métodos 
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de esta tesis, aplicados, concretamente, al análisis de distintas familias de antibió-

ticos en distintas matrices alimentarias, aguas de bebida para animales y pienso.

Además, para hacer la revisión de los métodos de análisis de residuos de antibió-

ticos en alimentos de origen animal, agua y piensos, propuestos por los distintos y 

numerosos autores, se tuvieron en cuenta las distintas etapas que componen estas 

metodologías analíticas:

a.	 Preparación de la muestra.
b.	Análisis instrumental, que comprende tanto la separación cromatográfica 
como la detección por espectrometría de masas.

1.3.1. Preparación de la muestra

La etapa de preparación de la muestra comprende tanto la extracción de los analitos 

desde la matriz como la etapa de eliminación de interferencias de la matriz, llamada 

etapa de purificación, previas a la introducción del extracto en el sistema cromato-

gráfico. En muchos casos, ambas etapas se unifican para producir la extracción de 

los analitos a la vez que se eliminan sustancias interferentes de la muestra. Lógica-

mente, todas las etapas son importantes, pero la etapa de preparación de la muestra 

se considera crucial ya que la composición del extracto puede tener un alto impacto 

en los resultados tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo.

a) Etapa de extracción

Los solventes más habituales para llevar a cabo la etapa de extracción de las mues-

tras homogeneizadas son las mezclas acuosas y orgánicas en medio ácido. El objeti-

vo es, además de extraer los analitos, producir la precipitación de las proteínas. La 

combinación de agua con acetonitrilo en medio ácido, bien ácido acético o bien áci-
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do fórmico es muy frecuentemente utilizada en métodos donde se analizan distin-

tas familias de antibióticos junto a residuos de otros compuestos como plaguicidas 

u otros residuos zoosanitarios (Albero, Tadeo, Perez, Albero, Tadeo et al., 2019ª; 

Desmarchelier et al., 2018; Jia, Chu, Ling, Huang, & Chang, 2014; Gómez-Pérez, 

Romero-González, Martínez-Vidal, & Garrido Frenich, 2015a; Mol et al., 2008; 

Steiner, Sulyok, Malachová, Mueller, & Krska, 2020). También la combinación de 

solventes acetonitrilo y agua es utilizada con buenos resultados para analizar gran 

cantidad de compuestos (Hurtaud-Pessel, Jagadeshwar-Reddy, & Verdon, 2011; 

Moretti, Cruciani, Romanelli, Rossi, & Saluti, 2016; Ninga, Sapozhnikova, Lehotay, 

Lightfield, & Monteiro, 2020). La presencia de acetonitrilo en las combinaciones 

de solventes para la etapa de extracción favorece la precipitación de las proteínas, 

mientras que el metanol, en general, produce extractos más turbios debido a la in-

completa precipitación de las proteínas. En cuanto a la acetona, esta produce bue-

nos resultados en leche en la extracción de numerosos compuestos tanto del grupo 

de antibióticos como de otros contaminantes (Mol et al., 2008). Sin embargo, el 

acetonitrilo como único solvente de extracción puede dificultar la extracción de las 

familias de antibióticos más polares como, tetraciclinas, macrólidos, cefalosporinas 

y alguna penicilina (Boix et al., 2014; Smith, Gieseker, Reimschuessel, Decker, & 

Carson, 2009; Tasci, Canbay, & Doganturk, 2021; Zhan et al., 2013). 

Para el análisis de algunas familias de antibióticos, como son los anfenicoles, en 

ocasiones se hace uso de otros disolventes orgánicos como acetato de etilo en me-

dio básico amoniacal (Guidi, Tette, Fernandes, Silva, & Gloria, 2017; Moragues, 

Igualada, & León, 2016) o de 4-metil-2-pentanona (Pastor-Belda, Campillo, Arro-

yo-Manzanares, Hernández-Córdoba, & Viñas, 2020). También el acetato de etilo 

en medio ácido fue utilizado para la fase de extracción previa a la purificación para 

la determinación de 19 antibióticos de las familias sulfonamidas, penicilinas, qui-
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nolonas, macrólidos y lincosamidas desde la matriz músculo de ave (Oyedeji, Msa-

gati, Williams, & Benson, 2019).

Por otro lado, la adición de EDTA o Na2EDTA en el solvente de extracción se hace 

imprescindible, especialmente para prevenir que determinados compuestos (entre 

ellos las tetraciclinas y macrólidos) formen quelatos con iones divalentes del medio. 

Este se añade bien como sólido o en disolución acuosa (Bian et al., 2019; Blasco, 

Corcia, & Picó, 2009; Kaufmann, Butcher, & Maden, 2012ª; Lou et al., 2020; Mo-

retti et al., 2016;  Ouma, J., Gachanja, A., Mugo, S., & Gikunju, J., 2021; Tao et al., 

2012) y también añadido al llamado tampón McllVaine (solución acuosa formada 

por fosfato disódico anhidro y ácido cítrico), incluso en disolución acuosa como 

único solvente de extracción como paso previo a la purificación mediante extrac-

ción en fase sólida  (Jin, H. et al., 2010; Lu et al., 2019; Patyra, Kwiatek, Patyra, & 

Kwiatek, 2017 ). 

En algunos casos, también se propone una extracción en medio básico, como es 

el caso de la extracción de antibióticos polipeptídicos propuesta por Bladek et al. 

(2020) que al ser compuestos anfipróticos, se cambia el estado de ionización de los 

mismos a un estado más apolar, de manera que se plantea una extracción con una 

combinación de acetonitrilo/agua/amoniaco 25%, 80/10/10 (v/v/v) .

Cuando se trata de analizar la familia de aminoglucósidos se requiere un medio 

fuertemente ácido debido a que son compuestos que se unen a las proteínas de la 

matriz, con lo que el ácido que suele utilizarse es el ácido tricloroacético incluso al 

10% de concentración para producir la rotura de enlaces covalentes y favorecer la 

precipitación de las proteínas (Kaufmann, Butcher, & Maden, 2012b; Lehotay et al., 

2013; Lou et al., 2020).



65

01. Introducción

Otro ácido utilizado en la etapa de extracción es el ácido trifluoroacético propuesto 

por algunos autores para el análisis de antibióticos polipeptídicos (Boison, Lee, & 

Matus, 2015; Wu, Turnipseed, Andersen, & Madson, 2020).

En ocasiones, se propone realizar una hidrólisis enzimática para permitir discrimi-

nar la forma libre de los compuestos y su forma conjugada como el método propues-

to por Pastor-Belda et al. (2020) para el análisis de anfenicoles y sus metabolitos 

glucurónidos. También la hidrólisis es necesaria cuando los analitos se unen a los 

azúcares, como es el caso de las sulfonamidas cuando son analizadas en la matriz 

miel ya que los grupos amino libres de estas se unen a los azúcares reductores como 

D-glucosa y D-fructosa (El Hawari et al., 2017; Hammel, Mohamed, Gremaud, Le-

Breton, & Guy, 2008; Louppis, Kontominas, & Papastephanou, 2017; von Eyken et 

al., 2019; Zhang et al., 2019).

En otros casos, se lleva a cabo una hidrólisis y derivatización para formar derivados 

estables. Este el caso de la hidrólisis realizada con piperidina para formar derivados 

más estables en ß-lactámicos por Berendsen et al.(2013) o la realizada por Mom-

pelat et al. (2015) mediante una hidrólisis con solución de 1,4-ditioeritritol a pH 

básico y posterior derivatización con una solución de iodoacetamida para formar 

derivados estables de ceftiofur y sus metabolitos, si bien, estas reacciones sólo pue-

den ser aplicables a pocos compuestos con estructuras muy similares pero tienen la 

ventaja de mejorar la exactitud y reproducibilidad del método.

Para llevar a cabo la etapa de extracción, se recurre en ocasiones a técnicas como 

la extracción líquida presurizada (PLE) también llamada extracción acelerada con 

solvente (ASE), en que la muestra homogeneizada con tierra de diatomeas conte-

niendo EDTA, se introduce en una celda por la que se hace pasar el solvente a alta 

temperatura, normalmente superior al punto de ebullición del solvente, en un siste-
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ma sometido a presión, de manera que los factores influyentes son la temperatura, 

presión, tratamiento de la arena o tierra de diatomeas, tiempo y número de ciclos, 

así como, el tamaño de la celda (Blasco et al., 2009; Jiménez, Rubies, Centrich, 

Companyó, & Guiteras, 2011).

También se utilizan, en ocasiones, equipos de ultrasonidos o aplicación de ondas 

sonoras de baja frecuencia y energía mecánica en forma de cavitaciones que au-

mentan la eficiencia de la extracción (Bohm, Stachel, & Gowik, 2012; El Hawari et 

al., 2017; Magalhaes, D., Freitas, A., Vila Pouca, A.S. & Barbosa, J., 2020; Wang 

et al., 2014). Y la extracción asistida por microondas (MAE) ha sido propuesta 

de algunos autores por facilitar la extracción evaporando el agua contenida en la 

muestra y produciendo rotura de las paredes celulares. En este caso los factores 

influyentes son el tipo y concentración del solvente, la proporción sólido/líquido, la 

temperatura, la presión, tamaño de partículas de la muestra, así como, el número 

de ciclos (Albero, Tadeo, Perez, Albero, Tadeo et al., 2019b; Vanhaecke, Bussche, 

Wille, Bekaert, & De Brabander, 2011).

b)Etapa de purificación

La etapa de purificación es crítica debido a que el objetivo es eliminar eficazmente 

compuestos interferentes de la matriz sin causar pérdidas de los analitos de in-

terés. Cuando se quiere desarrollar un método multi-residuo o multi-clase, esta 

etapa debe ser lo suficientemente genérica de manera que permita el análisis de 

compuestos con distintas propiedades físico-químicas buscando una situación de 

compromiso que ofrezca resultados aceptables para todos los compuestos objetivo.

La técnica más utilizada en el análisis de residuos de contaminantes y medicamen-

tos veterinarios es la extracción en fase sólida (EFS). El grado de selectividad de-
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pende de las fuerzas de atracción entre los analitos y los grupos funcionales de la 

superficie del sorbente. Pueden darse interacciones hidrofóbicas, hidrofílicas o de 

intercambio iónico. Existe una gran variedad de sorbentes que ofrecen distintas 

polaridades, pueden ser de fase no polar o fase reversa, de fase polar o fase normal, 

de intercambio iónico y de inmunoafinidad. Elegir unos sorbentes u otros depende 

de las propiedades físico-químicas de los compuestos a analizar, solubilidad, pKa, 

estabilidad y polaridad. En general, las fases no polares son adecuadas para la ex-

tracción de compuestos orgánicos hidrofóbicos o polares desde matrices acuosas 

(Rossi et al., 2018).

Los sorbentes basados en sílice, como por ejemplo, de C18, C8 y NH2 tienen el in-

conveniente de que tienen grupos silanoles (-SiOH) libres que pueden producir 

interacciones y quedar unidos a determinados compuestos. Pese a ello, han sido 

ampliamente utilizados en el pasado, pero en la última década, en el campo de re-

siduos de medicamentos veterinarios, no son muchos los autores que proponen 

su uso. Lou et al. (2020) proponen el uso de cartuchos de C18 sin realizar fase de 

acondicionamiento ni lavado (el llamado modo pass-through) para analizar amino-

glucósidos en piensos para peces obteniendo buenos resultados debido a que estos 

compuestos altamente polares no quedaron retenidos en el cartucho de C18 pero sí 

lo hicieron los compuestos interferentes. Sin embargo, Lu et al. (2019) ensayaron 

columnas C18 para analizar quinolonas en carne de pollo y huevo y no obtuvieron 

buenos resultados para algunos compuestos como difloxacina, norfloxacina, pe-

floxacina y lomefloxacina. Tampoco Wang et al. (2014) obtuvieron buenas recupe-

raciones cuando ensayaron las columnas de C18 para analizar sustancias prohibi-

das en piensos. 

En algún caso, se ha propuesto el uso de fase normal de florisil® (gel de sílice y 

magnesia o   silicato de magnesio activado) en modo pass-through, para analizar 
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residuos de medicamentos veterinarios y pesticidas en pienso (Gómez-Pérez et 

al., 2015a). 

Debido a los inconvenientes de los sorbentes basados en sílice, poco a poco han 

ido siendo desplazados por sorbentes poliméricos que ofrecen buena capacidad de 

retención, tanto para compuestos polares como no polares, y estabilidad en mayor 

rango de pH.  Estos combinan mecanismos de retención hidrofóbicos e hidrofílicos 

(balance hidrofílico-lipofílico o HLB). Su composición consiste en una proporción 

equilibrada de dos compuestos, N-vinilpirrolidona (hidrofílica) y divinilbenceno (li-

pofílica). De este tipo de sorbentes los más ampliamente utilizados son lo llamados 

OASIS HLB®      (Blasco et al., 2009; Bohm et al., 2012; Dasenaki & Thomaidis, 2015; 

(Harrabi, Aloulou, Rodriguez-Mozaz, Verela, & Elluech, 2018; Jin et al., 2010; Kau-

fmann & Widmer, 2013; Magalhaes, D., Freitas, A., Vila Pouca, A.S. & Barbosa, J., 

2020; Ouma, J., Gachanja, A., Mugo, S., & Gikunju, J., 2021; Senta, Krizman-Ma-

tasic, Terzic, & Ahel, 2017; Spisso et al., 2009; Zhi et al., 2020) y los Strata X® 

(Berendsen, Bjorn JA, Essers, & Nielen, 2011; Berendsen et al., 2013; Dmitrovic & 

Durden, 2013; Lopez, Pettis, Smith, & Chu, 2008;  Nozal et al., 2008; Oyedeji et al., 

2019; Solliec, Roy-Lachapelle, & Sauvé, 2015) ambos equivalentes, conteniendo los 

polímeros arriba indicados, pero comercializados por distintas empresas. 

Hay autores que obvian la extracción en fase sólida por dar lugar a procesos tedio-

sos de preparación de la columna, de carga del extracto, lavado y elución, además, 

de producir pérdidas de compuestos y tener un coste elevado   (Bladek et al., 2020; 

Moretti et al., 2016; Ninga et al., 2020). Gaspar et al. (2019), proponen extraer con 

acetonitrilo y EDTA y utilizar n-hexano para purificar con extracción líquido-líqui-

do para eliminar la grasa contenida en el salmón, en un método para analizar 44 

antibióticos.
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 La extracción en fase sólida dispersiva (dSPE) es una técnica similar a la extracción 

en fase sólida. En este caso la muestra se mezcla con un soporte sólido basado en 

sílice o polimérico y puede colocarse en una columna para la elución de los analitos 

o bien, mezclar con el solvente, agitar y centrifugar para obtener el extracto purifi-

cado. Esta técnica aporta las ventajas de posibilitar el análisis multi-residuo al tra-

tarse de un método genérico, reducir el tiempo de extracción, utilización de menor 

cantidad de solventes, reducción de la posibilidad de formación de emulsiones y 

reducción del coste del análisis. Los sorbentes NH2 y PSA son efectivos eliminando 

compuestos lipofílicos de alimentos de alto contenido en grasa. C8 se emplea para 

eliminar compuestos no polares en alimentos de bajo contenido graso (Di Rocco 

et al., 2017). La PSA no es adecuada para análisis de B-lactámicos ya que el grupo 

carboxilo puede quedar retenido por la amina  (Mastovska & Lightfield, 2008). Por 

otro lado, los sorbentes basados en dióxido de Zirconio tampoco dan buenos resul-

tados en el análisis de B-lactámicos porque este podría reaccionar con los grupos 

carboxilo y hidroxilo presentes en la estructura de dichos compuestos. 

El sorbente mayormente utilizado es el C18 (Di Rocco et al., 2017; Jank et al., 2017; 

Kang et al., 2017; Schneider, Lehotay, & Lightfield, 2012) si bien la PSA (amina pri-

maria secundaria) también se utiliza con frecuencia (El Hawari et al., 2017; Song 

et al., 2019). 

El método QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) es una for-

ma de extracción en fase sólida dispersiva en la que se combinan distintos tipos de 

sorbentes, cada uno con una función determinada en el proceso de purificación del 

extracto. Este método fue aplicado originalmente al análisis de residuos de pestici-

das  (Anastassiades, Lehotay, Štajnbaher, & Schenck, 2003) y desde entonces, ha 

ido evolucionando para poder ser aplicado a otros residuos de contaminantes y de 

medicamentos veterinarios. En su versión original se realizaba una extracción con 
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acetonitrilo y se eliminaba el agua y proteínas de la muestra por adición de una con-

centración elevada de sales como NaCl y MgSO4 (fenómeno llamado salting out o 

precipitación salina) y, posteriormente, se llevaba a cabo una extracción en fase só-

lida dispersiva mediante varios sorbentes como MgSO4, amina primaria secundaria 

(PSA), C18 y/o carbón grafitizado (este último para eliminar pigmentos vegetales). 

Tras el proceso de purificación, el sobrenadante se inyectaba en el sistema cromato-

gráfico. Para poder aplicarse al análisis de residuos de medicamentos veterinarios, 

el método ha ido sufriendo modificaciones que consisten en seleccionar el tipo o 

la cantidad de sales a adicionar, ajustar la cantidad de sorbente a la cantidad de 

muestra, seleccionar la utilización de PSA y/o carbón grafitizado, entre otros. Por 

ejemplo, el uso de acetonitrilo acidificado puede producir degradación de algunos 

compuestos, la PSA puede adsorber compuestos ácidos y la formación de quelatos 

del ión Mg+2 con las tetraciclinas dando lugar a bajas recuperaciones, son algunos 

de los inconvenientes a los que enfrentarse de manera que agrupar compuestos de 

diferentes clases en un único método es una tarea difícil   (Blasco, Masiá, Morillas, 

& Picó, 2011; Rejczak & Tuzimski, 2015).  Pese a ello son muchos los autores que 

han propuesto métodos basados en QuEChERS para analizar residuos de medi-

camentos veterinarios, incluyendo los antibióticos en gran variedad de matrices 

(Abdallah, Arnaudguilhem, Jaber, & Lobinski, 2014; Aguilera-Luiz, Vidal, Rome-

ro-González, & Frenich, 2008; Chen & Schwack, 2013; De Carlo et al., 2015; Fili-

genzi, Ehrke, Aston, & Poppenga, 2011; Freitas, S. K. B., Paim, & de Souza e Silva, 

Paula Tereza, 2013; Freitas, A., Barbosa, & Ramos, 2014; Hu et al., 2014; Jin et al., 

2017; Kanda et al., 2011; Lucatello et al., 2015; Orso et al., 2015; Rocha, Santos, da 

Silva, Júlio César C, Augusti, & Faria, 2015;  Stubbings & Bigwood, 2009; Xu et 

al., 2021).

Otra técnica que también ha sido ensayada por algunos autores es la microextrac-

ción en fase sólida (SPME). En este caso, se produce una extracción de los analitos 
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desde el medio utilizando fibra de sílice fundido modificado y posteriormente, se 

produce una desorción de los analitos desde la fibra. Aporta la ventaja de la reduc-

ción del tiempo de preparación de la muestra, se produce no sólo la extracción, 

sino, además, la concentración y la introducción de la muestra en el sistema croma-

tográfico en un solo paso. Se requiere la adecuada selección del material de cobertu-

ra dependiendo de la polaridad de los compuestos de interés siendo la combinación 

de divinylbenceno, carboxeno y polidimetilsiloxano la que cubre mayor rango de 

polaridad de los compuestos (El Hawari et al., 2017; Khaled, Belinato, & Pawliszyn, 

2020; Tang, J., Wang, Shi, Hu, & Yuan, 2018).

1.3.2. Análisis Instrumental

El análisis instrumental comprende la separación de los compuestos en un sistema 

cromatográfico y el sistema de detección.

a) Separación cromatográfica

Para llevar a cabo la separación cromatográfica cuando se trata de desarrollar mé-

todos multi-residuo y multi-clase que incluyan a los antibióticos, la técnica de elec-

ción es la cromatografía líquida de alta resolución. La elección de la columna cro-

matográfica, sus dimensiones y el tamaño de partícula son cruciales para obtener 

una adecuada resolución de los picos cromatográficos. La retención cromatográfica 

de los compuestos ionizables depende de la diferencia entre el pH de la fase móvil y 

el pKa del analito en la misma fase móvil y ambas magnitudes están condicionadas 

por el efecto del modificador orgánico sobre los valores del pKa del analito y del 

compuesto utilizado para tamponar la fase móvil (Subirats i Vila, Rosés Pascual, & 

Bosch, 2009).
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Los avances en cromatografía líquida se han dirigido a disminuir el tamaño de par-

tícula de las columnas (por debajo de 2 µm) para obtener mejores resoluciones de 

pico y mayor selectividad, es lo que se denomina cromatografía líquida de ultra-alta 

resolución o UHPLC. Esta permite aumentar la resolución incluso a flujos elevados 

de fase móvil, lo que produce a su vez una disminución del tiempo de análisis. 

En general, en este campo, la separación cromatográfica se lleva a cabo mediante 

columnas de fase reversa, en que el relleno de sílice se modifica con diferentes gru-

pos funcionales. En este tipo de cromatografía, la fase estacionaria es apolar y la 

fase móvil es polar. 

En lo que respecta a la fase estacionaria, las más frecuentemente utilizadas es-

tán basadas en mecanismos de fase reversa de C18, lo que le confiere un carácter 

marcadamente apolar a la columna (Bian et al., 2019; Di Rocco et al., 2017; Hur-

taud-Pessel, Jagadeshwar-Reddy, & Verdon, 2011; Kang et al., 2017; Gómez-Pérez 

et al., 2015a; Mastovska & Lightfield, 2008; Mompelat et al., 2015) si bien el relleno 

puede ser modificado para darle un carácter más polar lo que, en principio, podría 

favorecer la separación de compuestos polares sin perjudicar la separación de los 

menos polares  (Chiesa et al., 2015; 2018; Jia, Chu, Ling, Huang, & Chang, 2014; 

Turnipseed et al., 2014; Zhang et al., 2021). 

Debido a la evolución de los espectrómetros de masas con su alta velocidad de ad-

quisición de datos, se ha conseguido hacer compatible la cromatografía líquida de 

ultra-alta resolución con los actuales sistemas de detección. La utilización de co-

lumnas con tamaños de partícula por debajo de 2 µm y elevados flujos en sistemas 

cromatográficos que soportan altas presiones (>20.000 psi) han hecho posible el 

aumentar la eficacia de las separaciones cromatográficas. Son numerosos los au-

tores que han propuesto estas condiciones de trabajo en los métodos aplicados a 
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residuos de medicamentos veterinarios  (Desmarchelier et al., 2018; Gaspar et al., 

2019; Ninga, Sapozhnikova, Lehotay, Lightfield, & Monteiro, 2020; Tasci, Canbay, 

& Doganturk, 2021; Wang et al., 2019; Xu, Y. et al., 2012). 

Por otro lado, las columnas llamadas de núcleo duro, también han dado buenos re-

sultados y su comportamiento es comparable al de columnas de tamaño de partícu-

la < 2 µm (Jank et al., 2017; Kaufmann, Butcher, Maden, Walker, & Widmer, 2014; 

Lefeuvre et al., 2017; Moretti, Cruciani, Romanelli, Rossi, & Saluti, 2016; Steiner, 

Sulyok, Malachová, Mueller, & Krska, 2020).

En aquellos métodos en que se incluye la familia de aminoglucósidos, al ser  

compuestos muy hidrofílicos, son muy difíciles de retener en las columnas 

convencionales por lo que se requiere fase reversa de par iónico, por ejemplo con 

ácido heptafluorobutírico (Kaufmann, Butcher, & Maden, 2012; Lehotay et al., 

2013; Mompelat et al., 2015) o cromatografía líquida de interacción hidrofílica (HI-

LIC) en la que la fase estacionaria es fuertemente polar y la fase móvil contiene fase 

orgánica en alto porcentaje y fase acuosa en bajo porcentaje (Gaugain-Juhel et al., 

2009; Lou et al., 2020; Martos et al., 2010; Tao et al., 2012). 

Respecto a las fases móviles utilizadas, estas suelen contener ácido fórmico o ácido 

acético en la fase acuosa y acetonitrilo, metanol o mezcla de ambos, acidificados 

o no con los ácidos anteriores, en la fase orgánica (Bian et al. 2019; Chiesa et al., 

2015; 2018; Gaspar et al. 2019; Kang et al., 2017; Mastovska et al., 2017; Moretti et 

al., 2016; Tasci et al., 2021; Turnipseed et al., 2014; Steiner et al., 2020; Xu et al. 

2012; Zhang et al. 2021). También se utilizan con frecuencia sales volátiles como 

el formiato amónico o el acetato amónico para tamponar la fase acuosa o también 

añadirlas a la fase orgánica (Desmarchelier et al., 2018; Di Rocco et al., 2018; Gó-

mez-Pérez et al., 2015a; Jank et al., 2017; Jia et al., 2014; Lefeuvre et al., 2017). 
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b)Espectrometría de Masas

La espectrometría de masas es una técnica esencial para la confirmación de com-

puestos, ya que ofrece información estructural sobre ellos. Un espectrómetro de 

masas trabaja con iones en forma gaseosa, con lo se requiere previamente la forma-

ción de iones en una fuente de ionización. La fuente de ionización por excelencia en 

el campo de residuos de medicamentos veterinarios es la de ionización por electros-

pray (ESI) y, de los trabajos revisados, sólo se ha propuesto la fuente de ionización 

química (APCI) en el análisis de anfenicoles en modo negativo (Alechaga, Moyano, 

& Galceran, 2013).

El acoplamiento de cromatografía líquida con espectrometría de masas de triple 

cuadrupolo (LC-MS/MS o LC-QqQ) es la herramienta habitual para el análisis de 

residuos de medicamentos veterinarios debido a su fiabilidad para cuantificar y a 

que los criterios de confirmación están claramente definidos (Decisión de la Co-

misión, 2002/657/CE, 2002). El trabajo en los modos multiple reaction monito-

ring (MRM) y selected reaction monitoring (SRM) son los métodos cuantitativos 

más comunes.

La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de alta resolución (LC-HRMS) 

ha ido creciendo en popularidad tanto con analizador de tiempo de vuelo (LC-TOF) 

como con analizador orbitrap (LC-Orbitrap). Ambos son capaces de obtener eleva-

das resoluciones (20.000-100.000 FWHM) y exactitud de masas < 3 ppm y permi-

ten el análisis retrospectivo al adquirir en modo de barrido completo pero, a pesar 

del alto poder de resolución y de la exactitud de masa, es necesario aumentar la se-

lectividad que ofrece la fragmentación de los iones. Esto se ha conseguido al acoplar 

un cuadrupolo previo para seleccionar los iones precursores creándose así equipos 

híbridos de LC-Q-TOF-MS y LC-Q-Orbitrap, si bien, hay que tener en cuenta que 
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en un equipo LC-HRMS Orbitrap, también es posible la fragmentación de iones en 

la llamada celda de colisión HCD (Higher Energy Induced Dissociation) aplican-

do un determinado voltaje. Los equipos con analizador de tiempo de vuelo tienen 

menor poder de resolución que los de analizador orbitrap y su poder de resolución 

es constante a lo largo de todo el rango de masas pero, en el caso del analizador 

orbitrap, como el poder de resolución es inversamente proporcional al cuadrado de 

la relación m/z, opera con poder de resolución variable, de manera que es mayor a 

bajas relaciones m/z (Rossi et al., 2018).

Algunos autores demuestran que cuando se utiliza un equipo de espectrometría de 

masas de alta resolución a resolución 70.000 FWHM (Full Widht at Half Maxi-

mum) y una ventana de ancho de masa de 3 mDa, el desempeño para la confirma-

ción es similar al producido por un equipo de baja resolución de triple cuadrupolo 

en modo SRM (Kaufmann, Butcher, Maden, Walker, & Widmer, 2015).

Aunque, en general, se considera que los equipos de triple cuadrupolo y los híbri-

dos de alta resolución son los adecuados para desarrollar métodos de cribado y de 

confirmación y que los equipos LC-TOF-MS y LC-HRMS lo son solamente para 

métodos de cribado, aplicando los criterios de funcionamiento para la espectro-

metría de masas establecidos tanto en la Decisión 2002/657/CE (con validez hasta 

10 de junio de 2026) (Decisión de la Comisión, 2002/657/CE, 2002) como en el 

reglamento que la deroga, Reglamento de ejecución (UE) 2021/808 (Reglamento 

de ejecución (UE) 2021/808 de la Comisión, 2021), también estos últimos son he-

rramientas adecuadas de confirmación si se lleva a cabo fragmentación, aunque no 

se haya seleccionado previamente el ión precursor, pudiéndose calcular el ion ratio 

entre los iones diagnóstico y obteniéndose los puntos de identificación necesarios 

para la confirmación. Esto, siempre que se trabaje a 20.000 FWHM de resolución o 

superior y con una exactitud de masa < 5 ppm y, para m/z <200, inferior a 1 mDa, 
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criterios que ya fueron propuestos por algunos autores (Lehotay, Sapozhnikova, & 

Mol, 2015).

La utilización de la tecnología LC-MS/MS requiere la optimización de cada com-

puesto de forma individual, además, se debe tener en cuenta que puede haber limi-

taciones en el número de transiciones que se monitorizan en un mismo run croma-

tográfico y que deben establecerse ventanas de tiempo de adquisición a lo largo del 

cromatograma para aumentar el número de datos que se adquieren en cada pico. 

Por otro lado, solamente se pueden analizar los analitos incluidos en el método y, 

por lo tanto, no es posible el análisis retrospectivo (Kellmann, Muenster, Zomer, & 

Mol, 2009). Pese a ello es una tecnología ampliamente utilizada por muchos usua-

rios en este campo tanto para analizar gran cantidad de analitos pertenecientes a 

grupos diferentes como para analizar compuestos pertenecientes a la misma fa-

milia (Chiesa et al., 2015; Desmarchelier et al., 2018; Jank et al., 2017; Mastovska 

& Lightfield, 2008; Moretti et al., 2016; Ninga et al., 2020; Tao et al., 2012; Tasci, 

Canbay, & Doganturk, 2021; Steiner et al., 2020; Wang et al., 2019).

Por otro lado, la utilización de las tecnologías LC-TOF-MS, LC-HRMS, LC-Q-TOF-

MS y LC-Q-Orbitrap requiere un mayor nivel de conocimientos y experiencia en 

espectrometría de masas, por parte de los analistas, y mayor poder adquisitivo por 

parte de los laboratorios y por otro lado, ofrece las ventajas de no requerir una 

optimización individual de los analitos así como, la realización de análisis retros-

pectivo que contribuya a la detección de nuevos compuestos (Hird, Lau, Schuhma-

cher, & Krska, 2014; Kaufmann, Butcher, Maden, Walker, & Widmer, 2010; 2011a; 

2011b; Kaufmann & Walker, 2013; Kaufmann, 2014; Stoev, Xuan, Peycheva, & Sci-

gelova, 2012).
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Son muchos los autores que las han aplicado cuando se trata de abordar análisis de 

residuos de medicamentos veterinarios.

Los equipos con analizador de tiempo de vuelo LC-TOF-MS y LC- Q-TOF MS han 

sido la elección para muchos autores, aplicando dicha tecnología al análisis de gran 

número de compuestos (Amelin et al., 2020; Boix et al., 2014; Gaspar et al., 2019; 

Peters, Bolck, Rutgers, Stolker, & Nielen, 2009; Turnipseed et al., 2014). Aunque 

menos habitual, algunos autores hicieron uso de un equipo con analizador de tiem-

po de vuelo al que previamente se le acopló una trampa de iones (LC-(IT)-TOF-MS) 

de manera que se pudiera realizar una selección del ión precursor para posterior-

mente fragmentarlo (Freitas et al., 2013; Kang et al., 2017).

En los últimos años, con el aumento de la disponibilidad de equipos LC- HRMS Or-

bitrap y LC-Q-Orbitrap, la técnica se ha popularizado y son muchas las propuestas 

de métodos con estas tecnologías (Chiesa et al., 2018; Gómez-Pérez, Plaza-Bolaños, 

Romero-González, Martínez-Vidal, & Garrido-Frenich, 2012; Gómez-Pérez, M. L. 

et al., 2014; Gómez-Pérez, Romero-González, Martínez-Vidal, & Garrido-Frenich, 

2015c; Kaklamanos, Vincent, & Von Holst, 2013; Lefeuvre et al., 2017; Lou et al., 

2020; Paoletti et al., 2021; Zhang et al., 2021 ).

Algunos autores llevaron a cabo un análisis retrospectivo tras haber analizado 

muestras reales. Tras el reprocesado de las muestras haciendo uso de la base de 

datos creada y habiendo establecido criterios para la exactitud de masa y para la 

abundancia de relación isotópica (RIA), entre otros, detectaron compuestos que 

previamente no habían sido buscados. Algunos autores detectaron sulfadiazina, 

trimetoprim y un plaguicida en muestras de pienso analizadas por LC-HRMS Orbi-

trap (León, Pastor, & Yusà, 2016) y otros detectaron un metabolito y un compuesto 
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de transformación de los analitos objetivo mediante LC-HRMS Orbitrap en matri-

ces alimentarias (Gómez-Pérez, M. L., Romero-González, Vidal, & Frenich, 2015b).

1.3.3.Efecto matriz

Es conocido que uno de los principales problemas de la técnica de cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas es la susceptibilidad a verse afectada 

por componentes de la matriz que pueden alterar la eficiencia de la ionización, es 

el llamado efecto matriz (Furey, Moriarty, Bane, Kinsella, & Lehane, 2013). Este 

puede ser positivo, produciéndose un aumento de la respuesta en el equipo, es la 

denominada mejora o exaltación iónica, o negativo, en el que se produce una dis-

minución de la respuesta en el equipo, y entonces se denomina, supresión iónica, 

producida mucho más frecuentemente que la anterior. Los diferentes mecanismos 

que explicarían estos fenómenos han sido propuestos por algunos autores:

a.	 Existencia de una competición entre los iones de los analitos y los iones 
de componentes de la matriz que coeluyen y compiten por acceder a la su-
perficie de la gota del spray donde se produce el paso a la fase gaseosa (Fre-
itas, L. G., Götz, Ruff, Singer, & Müller, 2004; Manini, Andreoli, & Niessen, 
2004; Tang & Kebarle, 1993).
b.	Co-precipitación de los componentes de la matriz con los analitos (An-
nesley, 2003).
c.	 Neutralización de los analitos por componentes de la matriz (Chin, Zhang, 
& Karnes, 2004).
d.	Presencia de altas concentraciones de aditivos en la fase móvil (Choi, 
Hercules, & Gusev, 2001) .
e.	 El diseño de los equipos y la fuente de ionización utilizada (Mortier, Vers-
traete, Zhang, & Lambert, 2004).
f.	 La presencia de moléculas con carga múltiple en la C-trap de los equi-
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pos Orbitrap antes de la entrada en el analizador, fenómeno denominado 
“post-interface ion supression” (Giusepponi et al., 2019; Gómez-Pérez, Ro-
mero-González, Martínez-Vidal, & Garrido Frenich, 2015a; Kaufmann, Wid-
mer, & Maden, 2010).

Las consecuencias directas analíticas en los casos en que tiene lugar el fenóme-

no son que la exactitud, la precisión, la sensibilidad y la selectividad pueden verse 

limitadas, especialmente, cuando se analizan cantidades bajas de compuestos en 

matrices complejas (Antignac et al., 2005) . Por ello, en el desarrollo de los métodos 

analíticos, se hace necesaria la evaluación del efecto matriz con el objeto de redu-

cirlo, minimizarlo o compensarlo en la medida de lo posible aplicando las estrate-

gias propuestas por algunos autores como, la extracción selectiva de los analitos, 

la mejora en la purificación de los extractos, la utilización de rectas de calibrado 

en matriz, aplicar el método de adición standard, utilización de patrones internos 

y dilución de los extractos (Ferrer, Lozano, Agera, Girn, & Fernández-Alba, 2011; 

Furey et al., 2013; Moragues & Igualada, 2009).

La tabla 1.2. muestra los antibióticos estudiados en esta tesis de cada fami-

lia, sus estructuras químicas y los valores de pKa de algunos de sus grupos 

funcionales ionizables.
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Tabla 1.2. Antibióticos estudiados en esta tesis. Sus estructuras químicas y pKa.

FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA QUÍMICA1 pKa 1

ANFENICOLES

Florfenicol 8,49

Tianfenicol 8,75

1 (Chemicalize, 2021)
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FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA QUÍMICA1 pKa 1

ß-LACTÁMICOS/
Penicilinas

Amoxicilina 3,23/7,22

Ampicilina 3,24/7,23

Cloxacilina 3,75

Dicloxacilina 3,75

Nafcilina 3,31

Oxacilina 3,75

Penicilina G o Benzilpen-
icilina 3,53

Penicilina V o Fenoximetil-
penicilina 3,39

1 (Chemicalize, 2021)
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FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA QUÍMICA1 pKa 1

ß-LACTÁMICOS/
Cefalosporinas

Cefalexina 3,26/7,23

Cefoperazona 3,19

Ceftiofur 2,52/3,49

Desfuroylceftiofur 2,75/3,61

DIAMINOPIRIMIDINAS Trimetoprim 7,16

LINCOSAMIDAS Lincomicina 7,97/12,37

1 (Chemicalize, 2021)
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FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA QUÍMICA1 pKa 1

MACRÓLIDOS

Eritromicina A 9,00/12,45

Espiramicina 1 9,33/12,53

Neospiramicina 9,34/12,65

Tilmicosina 10,16/12,55

Tilosina A 8,43/12,45

Tilosina B 8,47/12,55

1 (Chemicalize, 2021)



84

Carmen Igualada Cañas

FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA QUÍMICA1 pKa 1

QUINOLONAS

Ácido oxolínico 5,39

Ciprofloxacina 5,56/8,77

Danofloxacina 5,49/7,31

Difloxacina 5,52/6,99

Enrofloxacina 5,55/7,24

Flumequina 5,81

1 (Chemicalize, 2021)
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FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA QUÍMICA1 pKa 1

SULFONAMIDAS

Dapsona 1,57/2,39

Sulfacetamida 2,14/4,3

Sulfadiazina 2,01/6,99

Sulfadimetoxina 1,99/6,91

Sulfamerazina 2,00/6,99

Sulfametazina 2,00/6,99

1 (Chemicalize, 2021)
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FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA
QUÍMICA1 pKa 1

SULFONAMIDAS

Sulfametoxipiridazina 1,98/5,91

Sulfapiridina 2,14/6,24

Sulfaquinoxalina 2,13/6,79

Sulfatiazol 2,04/6,93

1 (Chemicalize, 2021)
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FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA
QUÍMICA1 pKa 1

TETRACICLINAS

Clortetraciclina 6,27/7,05

Doxiciclina 5,99/7,38

4-epi-clortetraciclina 6,27/7,05

4-epi-oxitetraciclina 5,99/7,31

4-epi-tetraciclina 6,31/7,24

Oxitetraciclina 5,99/7,31

Tetraciclina 6,31/7,24

1 (Chemicalize, 2021)
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FAMILIA ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA
QUÍMICA1 pKa 1

ANTIBIÓTICOS 
POLIÉNICOS Fumagilina 4,64

1 (Chemicalize, 2021)
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2. Objetivos

Objetivo general

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo y la validación de mé-

todos analíticos para la determinación simultánea de distintas familias de antibió-

ticos en productos de origen animal, agua de bebida para animales y pienso utili-

zando la cromatografía líquida de alta resolución acoplada a la espectrometría de 

masas de baja y alta resolución.

Para llevar a cabo este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos 

específicos: 

Objetivos específicos  

1.	 Desarrollo y validación de un método analítico de cribado cualitativo para 
el análisis multi-clase de antibióticos en músculo y riñón mediante cromato-
grafía líquida de alta resolución acoplada a espectrometría de masas de alta 
resolución LC-HRMS Orbitrap.

2.	Desarrollo y validación de un método analítico de cribado cualitativo y 
cuantitativo para el análisis multi-clase de antibióticos en leche mediante 
cromatografía líquida de ultra alta resolución acoplada a un espectrómetro 
de masas de alta resolución LC-HRMS Orbitrap.
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3.	Desarrollo y validación de un método analítico de confirmación y cuanti-
tativo para el análisis multi-clase de antibióticos en agua de bebida para los 
animales mediante cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un 
espectrómetro de masas de baja resolución de triple cuadrupolo LC-MS/MS.

4.	Desarrollo y validación de un método analítico de confirmación y cuan-
titativo para el análisis multi-clase de antibióticos en miel mediante croma-
tografía líquida de alta resolución acoplada a un espectrómetro de masas de 
baja resolución de triple cuadrupolo LC-MS/MS.

5.	 Desarrollo y validación de un método analítico de confirmación y cuanti-
tativo para el análisis multi-clase de antibióticos en huevo mediante croma-
tografía líquida de alta resolución acoplada a un espectrómetro de masas de 
baja resolución de triple cuadrupolo LC-MS/MS.

6.	Desarrollo y validación de un método analítico de confirmación y cuanti-
tativo para el análisis multi-clase de antibióticos en pienso mediante croma-
tografía líquida de alta resolución acoplada a un espectrómetro de masas de 
baja resolución de triple cuadrupolo LC-MS/MS.

7.	 Aplicación de los métodos desarrollados a muestras reales para su control 
y declaración de su conformidad de acuerdo a la legislación europea. 
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3. Material y métodos

3.1. Material, reactivos, patrones y equipos

3.1.1. Material

• Matraces aforados clase A de 1, 10, 25, 50 y 500 ml.

• Probetas graduadas Clase A de 100 ml.

• Tubos de polipropileno de 50 ml y fondo cónico con tapón de rosca.

• Tubos de polipropileno de 15 ml con tapón de rosca.

• Pipetas pasteur de vidrio.

• Columna de extracción en fase sólida STRATA X ®(6 cc., 200 mg)

(Phenomenex ®).

• Columna de extracción en fase sólida STRATA X ® (6 cc., 100 mg)

(Phenomenex ®).
• Columna cromatográfica Kinetex C18 XB, Phenomenex® 2.6 mm (50 x 

3,0 mm d.i.).
• Columna cromatográfica Kinetex C18 XB, Phenomenex® 2.6 mm (100 x 

2,1 mm d.i.).

• Vial filtrador para extracto redisuelto PTFE tamaño de poro 0,2 mm 

(Mini-Uniprep de Whatman®).

• Tubos eppendorf ® con filtro de 0,22 mm de PVDF para centrífuga de 

Millipore®.
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3.1.2. Reactivos

•	 Agua ultrapura calidad para HPLC (tipo I o 18,2 MW).

•	 Metanol grado HPLC y LC-MS.

•	 Acetonitrilo grado HPLC y LC-MS.

•	 Fase sólida dispersiva Octadecilsilano (C18) (50 mm).

•	 Acido fórmico para análisis de trazas (98-100%).  

•	 Solución acido fórmico 0,1 % en agua.

•	 Solución acido fórmico 0,1% en metanol.

•	 Solución metanol/agua (50/50) para preparación de soluciones patrón 

madres e intermedias necesarias.

•	 Solución agua/acetonitrilo (20/80) para preparación de soluciones pa-

trón de adición. 

•	 Tampón McLlvaine: se pesan 10,93 ± 0,1 g de Na2HPO4 y se disuelven en 

385 ml de agua ultrapura. Por otro lado, se pesan 12,9 ± 0,1 g de ácido cítrico 

y se disuelven en 615 ml de agua ultrapura. Se mezclan las dos soluciones y 

se comprueba que el pH presenta un valor de 4 ± 0,3.

•	 Tampón McLlvaine/EDTA: se añaden 3,72 ± 0,1 g de etil diamina tetra 

acetato disódico (EDTA.Na2) a 1 L de tampón McLlvaine, mezclando bien 

la solución.

•	 Tampón ácido acético/acetato sódico: se pesan 16,4 g de acetato sódico 

trihidrato y se llevan a un volumen de 1 l con agua ultrapura. Ajustar el pH a 

5,2 con ácido acético glacial.

•	 QuEChERS extraction salt kit EN-15662 (4 g MgSO4, 1 g NaCl, 1 g citrato 

sódico, 0,5 g citrato de sodio sesquihidrato) de Agilent Technologies® .

•	 Homogeneizadores cerámicos para tubos de 50 ml y uso en extracción 

con kit QuEChERS de Agilent Technologies ®.

•	 QuEChERS fatty dispersive-SPE kit EN-15662 (150 mg PSA, 150 mg C18 y 

900 mg MgSO4) de Agilent Technologies ®.
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3.1.3. Patrones certificados

Todos los patrones son certificados y de elevada pureza (>90%) y provienen de 

distintos fabricantes.

Amoxicilina, ampicilina, penicilina G, penicilina V, oxacilina, cloxacilina, dicloxa-

cilina, cefalexina, cefoperazona, nafcilina, ceftiofur, penicilina G-D7, tetraciclina, 

clortetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina, demeclociclina, ciprofloxacina, enro-

floxacina, flumequina, ácido oxolínico, difloxacina, danofloxacina, eritromicina A, 

espiramicina 1, tilmicosina, tilosina A, sulfatiazol, sulfadiazina, sulfamerazina, sul-

facetamida, sulfadimetoxina, sulfametazina, sulfametoxipiridazina, sulfapiridina, 

sulfaquinoxalina, sulfametazina-fenil-13C6, dapsona, fumagilina, trimetoprim, flor-

fenicol y tianfenicol, de Sigma-Aldrich® (St.Louis, MO, USA). 

Lincomicina y Roxitromicina, de Honeywell Riedel-de Haën ®, AG. (Seel-

ze, Germany).

Desfuroylceftiofur, amoxicilina-D4, neospiramicina y Tilosina B o Desmicosina de 

Toronto Research Chemicals Inc. (North York, ON, Canadá).

4-epi-tetraciclina, 4-epi-clortetraciclina y 4-epi-oxitetraciclina, Acros Organics®  

(Geel, Belgium).

Norfloxacina-D5 y sulfadimetoxina-D6, de WITEGA® (Berlin, Germany).

Las soluciones madre de cada patrón individual tienen una concentración que osci-

la entre 200-1000 mg/ml y se disuelven en distintos solventes según los casos. To-

das las soluciones madre de b-lactámicos se disuelven en una mezcla agua/metanol 



98

Carmen Igualada Cañas

(50/50) y las soluciones madre restantes en metanol. Se conservan todas ellas en 

congelación a una Tª≥ -18ºC y por un período que oscila entre 2 meses en el caso de 

las soluciones de b-lactámicos y 6 meses para las restantes.

3.1.4. Equipos

•	 Pipeta automática 10 -100 ml, resolución 0,1 µl.

•	 Pipeta automática 20-200 ml, resolución 0,1 µl.

•	 Pipeta automática 100 - 1000 ml, resolución 1 µl. 

•	 Pipeta automática 1-5 ml, resolución 5 µl.

•	 Pipeta automática 1-10 ml, resolución 5 µl.

•	 Balanza analítica de resolución 0,1 mg (Mettler-Toledo®)

•	 Balanza granatario de resolución 0,01 g. 

•	 Centrífuga refrigerada de gran capacidad (8 x 50 ml) (5.000 rpm y 12.000 

rpm) (Allegra X-15 ® Beckman Coulter ®, Barcelona, Spain).

•	 Microcentrífuga refrigerada (13.000 rpm) (Eppendorf®)

•	 Picadora (Moulinex®)

•	 Ultra-turrax T25 ®(IKA® Werke Gmgh & Co KG, Staufen, Germany).

•	 Agitatubos orbital Vortex® (IKA® Werke Gmgh & Co KG, Staufen, Germany).

•	 Multiagitador de tubos de rodillos Roller 10®(IKA® Werke Gmgh & Co 

KG, Staufen, Germany).

•	 Sistema de extracción en fase sólida conectado a bomba de vacío 

(Supelco®).

•	 Sistema de evaporación con corriente de Nitrógeno TurboVap LV ®(Zy-

mark® Corporation, Framingham, MA).

•	 Congelador ≤ –20ºC. 

•	 Frigorífico ≤ 8ºC. 
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•	 Equipo de cromatografía líquida de ultra alta resolución con detector de 

espectrometría de masas de alta resolución y sistema informático de trata-

miento de datos cromatográficos y espectrales. El equipo consta de bomba 

AccelaTM de UHPLC Thermo Fisher Scientific (Bremen, Germany), desgasifi-

cador a vacío, inyector, horno para columnas termostatizado, espectrómetro 

de masas Orbitrap ExactiveTM (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) 

equipado con fuente de ionización Heated Electrospray (HESI-II) y softwa-

re de adquisición y procesado de datos Trace FinderTM.

•	 Equipo de cromatografía líquida de ultra alta resolución con detector 

de espectrometría de masas de triple cuadrupolo y sistema informático de 

tratamiento de datos cromatográficos y espectrales. El equipo consta de 

bomba de UHPLC Ultimate 3000® (Thermo Scientific Dionex, Germering, 

Germany), desgasificador a vacío, inyector, horno para columnas termos-

tatizado, espectrómetro de masas de triple cuadrupolo TSQ Quantiva ® ® 

(Thermo Scientific, San José CA, USA) equipado con fuente de ionización 

Heated Electrospray (HESI) y software de adquisición y procesado de datos 

Trace FinderTM. 

3.2. Muestras

Todas las muestras fueron tomadas por inspectores veterinarios en el marco del 

Plan Nacional de Investigación de Residuos (PNIR) (R.D.1749/1998).

Las muestras de músculo y riñón utilizadas fueron tomadas en mataderos de toda 

la Comunidad Valenciana. Las muestras de músculo fueron de las especies bovino, 

porcino, ovino, equino, ave y cunícola y las de riñón de las especies bovino, porcino, 

ovino y equino.
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Las muestras de leche fueron tomadas en granjas de la Comunidad Valenciana por 

inspectores veterinarios y también obtenidas de fábricas de quesos de la Comuni-

dad Valenciana. Fueron muestras de las especies bovino, caprino y ovino. 

Las muestras de agua de bebida para animales y de pienso fueron tomadas en ex-

plotaciones ganaderas, las de huevo, en centros de envasado de huevos de gallina y 

las de miel, tanto en comercio minorista como en explotaciones apícolas de toda la 

Comunidad Valenciana. 

Todas las muestras fueron tomadas por triplicado y, siguiendo lo estableci-

do en el Real Decreto 1945/1983  (R.D. 1945/1983) y Real Decreto 1749/1998 

(R.D.1749/1998), se mantuvieron en congelación (-20ºC) en el caso de tejido, le-

che, agua; en refrigeración (8ºC) en el caso de huevo y a Tª ambiente en el caso 

de piensos y miel hasta el momento del análisis.  A las muestras de tejido, tras su 

descongelación, se les eliminó la parte visible de grasa y fueron homogeneizadas 

mediante picadora. Por su parte, las muestras de leche y agua, tras ser atemperadas 

fueron homogeneizadas por agitación del envase. Las muestras de huevo fueron ho-

mogenizadas mediante equipo Ultraturrax ®. Las muestras de miel fueron homo-

geneizadas manualmente en su propio envase, antes de ser pesadas y, finalmente, 

las muestras de pienso fueron molidas en picadoras tipo Moulinex ®. 

3.3. Experimental

La figura 3.1 esquematiza los experimentos llevados a cabo de forma secuencial en 

esta tesis para el desarrollo y validación los distintos métodos, en las distintas ma-

trices, realizados con las tecnologías LC-HRMS y LC-MS/MS.
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Desarrollo y validación de un 
método de cribado cualitativo en 
músculo y riñón y de un cribado 

cualitativo y cuantitativo en  
leche por LC-HRMS   

Desarrollo y validación de 
métodos de confirmación 

cuantitativos para la determina
ción de antibióticos en agua, 

miel, huevo y pienso por 
LC-MS/MS   

Optimización de los parámetros 
de la ionización.DoE. 

Selección de las condiciones 
cromatográficas 

Selección de los solventes de 
extracción y evaluación método 

QuEChERS  

Músculo 

Riñón 

Selección de los solventes 
de extracción Leche

Evaluación del efecto matriz 
y recuperación

Validación

Selección de las condiciones 
cromatográficas 

Selección de los solventes 
de extracción

Selección de los solventes de 
hidrólisis + extracción para la 

matriz miel  

Agua 

Huevo

Pienso 

Miel  

Evaluación del efecto matriz 
y recuperación

Validación

Selección de los parámetros de 
la fuente de ionización 

Figura 3.1. Experimentos llevados a cabo para el desarrollo y validación de los métodos por LC-HR-
MS y LC-MS/MS.
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3.3.1. Desarrollo y validación de Un método de cribado cualita-
tivo en músculo y riñón y de Un método de cribado cualitativo y 
cuantitativo en leche para análisis de antibióticos por LC-HRMS.

La figura 3.2 muestra el esquema general de los métodos propuestos para las ma-

trices músculo, riñón y leche por LC-HRMS incluyendo las distintas etapas de los 

mismos hasta la obtención del extracto final previa al análisis instrumental.

Músculo y riñón Leche

Extracción fase 
sólida dispersiva C18

Extracción fase 
sólida dispersiva C18 

Extracto final Extracto final

LC-HRMS

Adición de agua 
+ acetonitrilo

Centrifugación
AgitaciónCentrifugación

Agitación

Agitación
Centrifugación

Evaporación
Filtración PTFE

Agitación
Centrifugación
Evaporación
Filtración PVDF

Adición de tampón 
ác. Acético/acetatoNa pH 5,2
+acetonitrilo

Figura 3.2. Esquema general de los métodos propuestos para las matrices músculo, riñón y leche por 
LC-HRMS.

La tabla 3.1. incluye los antibióticos estudiados para músculo, riñón y leche por 

LC-HRMS, así como su fórmula molecular, masa monoisotópica y masa molecular 

de los iones diagnóstico para cada uno de ellos.
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3.3.1.1. Optimización de los parámetros de la fuente de ionización

Los principales factores que afectan a la eficiencia de la fuente de iones Heat Elec-

trospray (HESI) son: sheath gas pressure (SGP), auxiliary gas (AG), spray vol-

tage (SV), capillary temperature (CT), capillary voltage (CV), skimmer voltage 

(SKV) y heater temperature (HT). Teniendo en cuenta la posible interacción de 

estos parámetros, se decidió aplicar la metodología de optimización multivariante 

mediante el uso del diseño de experimentos (DoE) al igual que había sido aplicado 

anteriormente para otros métodos en el laboratorio (Coscollà, León, Pastor, & Yusà, 

2014; León, Pastor, & Yusà, 2016; Roca, León, Pastor, & Yusà, 2014).

Los diferentes parámetros que afectan a la fuente de ionización y, por tanto, a la 

respuesta analítica, fueron optimizados en dos etapas:

a.	 Etapa de screening mediante un diseño Plackett-Burman (PB) con objeto 
de seleccionar los parámetros que tienen una influencia en la señal.
b.	Optimización de los parámetros relevantes mediante Diseño Central 
Compuesto (CCD). Para ello se hizo uso del software estadístico Minitab® 14.

Los rangos investigados para los siete parámetros en el cribado Plackett-Burman 

fueron sheath gas pressure (20-60, au), auxiliary gas (10-20, au), spray voltage 

(2-4, KV), capillary temperature (100-450 ° C), skimmer voltage (10-50, V), hea-

ter temperature (100-500 ° C) y capillary voltage (20-70 V). El diseño PB asume 

que no hay interacciones y, por lo tanto, los principales efectos se calcularon con un 

número reducido de experimentos. En total, se llevaron a cabo 30 experimentos (15 

runs, 2 replicados, 6 puntos centrales).

El CCD se utilizó para definir los valores óptimos de los parámetros más influyen-

tes. Este tipo de diseño experimental permitió construir una superficie de respuesta 



106

Carmen Igualada Cañas

para cada compuesto y encontrar las condiciones que dan lugar a una respuesta 

óptima para todos los analitos. El CCD consistió en un diseño full factorial 23 (2 re-

plicados, 16 cube points), 12 axial points y 12 central points en el cubo, ello implicó 

40 runs cromatográficos aleatorizados. Las respuestas obtenidas fueron ajustadas 

por una ecuación de regresión múltiple, incluyendo el segundo orden (curvatura) y 

los términos de interacción.

3.3.1.2. Selección de las condiciones cromatográficas

Teniendo en cuenta que, cuando se trabaja con espectrómetros de alta resolución y 

masa exacta, pese a su alto grado de selectividad, también es crítico tener una ade-

cuada separación cromatográfica debido a que la coelución de compuestos puede 

afectar a la asignación de la masa exacta en el equipo (Kaufmann, 2014; Kellmann, 

Muenster, Zomer, & Mol, 2009) se realizó selección de la columna cromatográfica. 

Los criterios de selección de la misma fueron: alta capacidad de retención de los 

compuestos más polares, adecuada separación cromatográfica de los 46 compues-

tos objeto de análisis, simetría de picos, aceptable respuesta analítica, aceptable 

tiempo de análisis y posibilidad de ampliación a otros compuestos en el futuro.

En base a esto se ensayó la columna Hypersil Gold (C18) (100 x 2,1 mm d.i. 1,9 µm) 

Thermo Fisher Scientific® con un gradiente cromatográfico con 4 combinaciones de 

fase móvil cuya fase acuosa era ácido acético 0,1% o ácido fórmico 0,1% y la fase or-

gánica acetonitrilo o metanol conteniendo ácido acético 0,1% o ácido fórmico 0,1 %. 
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Finalmente, otra columna ensayada fue la columna Kinetex C18 XB (50 x 3,0 mm 

d.i. 2.6 mm) Phenomenex® con gradiente igual al ensayado en la columna anterior y 

las mismas composiciones de fase móvil. 

Las experiencias se realizaron inyectando una solución patrón de 40 ng/ml de cada 

compuesto en solvente de composición similar a las condiciones iniciales de la cro-

matografía en estudio.

3.3.1.3. Selección de los solventes de extracción

Se probaron distintas combinaciones de solventes de extracción:

a.	 agua/acetonitrilo (20/80)
b.	 tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80)
c.	 tampón McLlvaine-Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80)
d.	acetonitrilo como único solvente (sólo en matriz leche).

La combinación agua/acetonitrilo había sido utilizada por otros autores para la ex-

tracción de b-lactámicos en tejido animal (Fagerquist, Lightfield, Lehotay, 2005); 

el tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2 se había aplicado en la extracción de 

otros residuos veterinarios  (Vanhaecke, Bussche, Wille, Bekaert, & Brabander, 

2011) y el tampón McLlvaine- Na2EDTA históricamente utilizado para la extrac-

ción de tetraciclinas desde tejido animal y otras matrices con el objeto de evitar 

la formación de quelatos de estos compuestos con iones divalentes (Oka, Ikai, Ito, 

Hayakawa, Harada, Suzuki, Odani, & Maeda,  1997; Oka, Ito, Ikai, Kagami, & Ken-

ichi Harada, 1998; Stolker & Brinkman, 2005). Las extracciones con los distintos 

solventes se realizaron tras la adición de los analitos objeto de estudio a muestras 

de músculo y riñón de bovino de manera que su concentración fuera 20 mg/kg. En 
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el caso de la matriz leche, se adicionaron los analitos a muestras de leche de cabra 

de manera que su concentración fuera ½ Límite Máximo de Residuo (LMR) para 

cada compuesto. Para los compuestos sin LMR en leche, se consideró ½ LMR en 

músculo. Posteriormente se procesaron de acuerdo al método genérico ya aplicado 

en el laboratorio para la determinación de b-lactámicos en músculo y riñón animal 

(Fagerquist, Lightfield, & Lehotay, 2005) modificando el solvente de extracción. A 

1 g de muestra se le añadieron 10 ml de los solventes de extracción (2 ml de fase 

acuosa + 8 ml de fase orgánica y para el acetonitrilo, 10 ml de este), tras agitación 

durante 10 minutos, se centrifugó a 5.000 rpm, 5 minutos, a 15ºC. Se pasó todo el 

sobrenadante a un tubo conteniendo 0,5 g de C18 de 50 mm, se agitó 5 minutos y 

centrífugó de nuevo a 5.000 rpm 5 minutos a 15ºC. El extracto se llevó a sequedad 

en corriente de N2 y, posteriormente, se redisolvió el extracto seco con 1 ml de una 

solución similar a la composición de la fase móvil en las condiciones cromatográfi-

cas iniciales y ayudándose de baño de ultrasonidos. Se tomaron 0,5 ml del extracto 

y se filtraron mediante ultracentrifugación (13.000 rpm, 10 min, a 4ºC) con filtro de 

0,2  mm de tamaño de poro para inyectar 10 ml en el sistema cromatográfico. Para 

la matriz leche se procedió de igual forma, pero partiendo de 3 g de muestra y redi-

solviendo el extracto final en 300 ml, para alcanzar los límites deseados (Igualada, 

Giraldo, Font, & Yusà, 2021). 

La selección del solvente de extracción se realizó en base a las respuestas absolutas 

medias de cada compuesto tras realizar tres réplicas mediante cada solvente proba-

do, a la simplicidad de preparación de la mezcla de solventes y a la detección o no 

de la totalidad de los compuestos.
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3.3.1.4. Evaluación método QuEChERS aplicado a músculo y riñón

Además de optimizar la extracción con diferentes mezclas de solventes y purifica-

ción posterior con extracción en fase sólida dispersiva (dSPE), también se llevó a 

cabo la evaluación del tratamiento de la muestra (extracción y purificación) me-

diante el método QuEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe) utilizado 

por primera vez para análisis de plaguicidas en vegetales  (Anastassiades, Lehotay, 

Stajnbaher, & Schenck, 2003)y, posteriormente, ampliamente utilizado en análisis 

de residuos en alimentos, productos de origen animal e incluso piensos (De Carlo, 

Rivoira, Ciofi, Ancillotti, Checchini, Del Bubba, & Bruzzoniti, 2015; Hu, Bian, Liu, 

Su, Zhou, Song, & He, 2014; León, Roca, Igualada, Martins, Pastor,& Yusà, 2012; 

León, Pastor, & Yusà, 2016; Rejczak & Tuzimski, 2015; Rúbies, Antkowiak, Grana-

dos, Compañó, & Centrich, 2015). 

De acuerdo a experiencias previas en el laboratorio sobre la aplicación de este mé-

todo en el análisis de otros grupos de residuos veterinarios, el método evaluado fue 

el basado en el método del European Committee for Standardization (CEN) Stan-

dard Method UNE-EN 15662, tanto en la fase de extracción como en la de purifica-

ción. El método consistió en añadir a 2 g de tejido homogeneizado 10 ml de aceto-

nitrilo, 2 homogeneizadores cerámicos y las sales de extracción del método EN (4 

g MgSO4, 1 g NaCl, 1 g citrato sódico, 0,5 g citrato de sodio sesquihidrato), agitar y 

centrifugar, transferir el sobrenadante a un tubo conteniendo las sales de purifica-

ción, EN fatty dispersive-SPE (150 mg PSA, 150 mg C18 y 900 mg MgSO4), agitar y 

centrifugar, evaporar en corriente de nitrógeno y redisolución en 2 ml de solución 

de composición similar a las condiciones iniciales del método cromatográfico.

Con el objetivo de poder comparar este método con los anteriores, se realizó una 

adaptación en el mismo respecto a las recomendaciones del fabricante, de manera 
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que el extracto final contuviese la misma proporción de matriz, para ello se partió 

de 2 g de muestra, se tomó todo el sobrenadante para pasar a la etapa de purifica-

ción, y, tras la evaporación del extracto, el residuo fue redisuelto en 2 ml de la mez-

cla de solventes similar a las condiciones iniciales cromatográficas. 

El procedimiento se aplicó tras la adición de los analitos objeto de estudio a mues-

tras de músculo y riñón de bovino de manera que su concentración fuera 20 mg/

kg y la evaluación se realizó en base a las respuestas absolutas medias tras realizar 

tres réplicas.  

3.3.1.5. Evaluación del efecto matriz y la recuperación

Para llevar a cabo este estudio se procedió del mismo modo que había sido aplicado 

con anterioridad  (León et al., 2012; Moragues & Igualada, 2009). Se realizaron 3 

sets de muestras con 3 replicados cada uno set 1, 2 y 3: 

Set 1: consistió en 3 replicados de una solución patrón conteniendo todos los anali-

tos (incluidos los patrones internos) a una concentración equivalente al CCb para la 

matriz músculo tanto para músculo como para riñón (con el fin de hacer compara-

bles los resultados de las matrices músculo y riñón).

 Set 2: consistió en 3 replicados de músculo bovino y riñón bovino extraídos por el 

método seleccionado y cuyo extracto final se redisolvió en 1 ml de la solución pa-

trón anterior.

 Set 3: consistió en 3 replicados de músculo bovino y 3 replicados de riñón bovino 

que fueron adicionados previamente a la extracción de manera que la concentra-

ción en extracto final fuera la misma que la obtenida en los sets anteriores. 
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Para obtener el efecto matriz (EM%), en primer lugar se calculó el % de respuesta 

obteido para cada analito en el set 2 respecto al set 1, comparando la media de las 

áreas absolutas de cada analito en los 3 replicados obtenidos en el set 2 con la media 

de las áreas absolutas de los 3 replicados obtenidos en el set 1, y después se calculó 

el EM % por diferencia con 100. Según las fórmulas:

%Respuesta 2-1 =

EM % = % Respuesta 2-1 - 100

x 100
Area set 2
Area set 1

Valores de EM % negativos se consideraron supresión iónica y valores de EM % 

positivos, exaltación iónica.

Para obtener la recuperación se compararon la media de las áreas absolutas de cada 

analito en los 3 replicados obtenidos en el set 3 con la media de las áreas absolutas 

de los 3 replicados obtenidos en el set 2. Según la fórmula:

RE % = x 100
Area set 3
Area set 2

En el caso de la matriz leche, al tratarse de un método cuantitativo, el estudio del 

efecto matriz se llevó a cabo a tres niveles de concentración: nivel bajo (que coin-

cidió con el CCb y el límite de cuantificación del método cuantitativo); nivel medio 

(que coincidió con el LMR para los compuestos con LMR establecido para leche y 

el LMR para la matriz músculo, en el caso de los compuestos para los que no existe 

un LMR en leche; y nivel superior ( que coincidió con 2xLMR para algunos com-

puestos o con 4xLMR para otros). Al igual que en el caso de las matrices músculo y 

riñón, el estudio del efecto matriz, se llevó a cabo mediante la realización de 3 sets 

de muestras con 3 replicados cada uno set 1, 2 y 3 a los tres niveles de concentración 
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mencionados utilizando para ello leche de cabra.  En el caso de los patrones inter-

nos, la concentración estudiada fue en todos los casos 100 mg/Kg. 

3.3.1.6. Validación de los métodos de cribado por LC-HRMS

La validación de los métodos de cribado cualitativo (músculo y riñón) y de cribado 

cuantitativo (leche) se llevó a cabo atendiendo a las recomendaciones de la Guía 

para la validación de métodos de screening de los Laboratorios Comunitarios de 

Referencia (20/1/2010) (Community Reference Laboratories (CRLs), 2010) en lo 

que a métodos de screening físico-químicos se refiere, y de la  Decisión 2002/657/

CE de la Comisión Europea  (Decisión de la Comisión, 2002/657/CE, 2002) por la 

que se aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al funcionamiento de los 

métodos analíticos y la interpretación de resultados. 

Las especies animales incluidas en la validación fueron: bovino, equino, ovino, por-

cino, ave y conejo en el caso de músculo; bovino, equino, ovino y porcino, en el caso 

de riñón y bovino, ovino y caprino en el caso de leche.

Los parámetros estudiados fueron:

a)Especificidad. Threshold value T

El estudio de especificidad se llevó a cabo analizando 20 muestras de músculo (4 

de bovino, 2 de equino, 3 de ovino, 5 de porcino, 4 de ave y 2 de conejo), 20 mues-

tras de riñón (5 de bovino, 2 de equino, 5 de ovino y 8 de porcino) y 20 muestras 

de leche (5 de bovino, 7 de ovino y 8 de caprino). Se observó la respuesta relativa 
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en la región de tiempo de retención relativo de los analitos (área en el tiempo de 

retención de los analitos /área patrón interno) y se calculó el Threshold value T 

mediante la fórmula:

T= B + (1.64 x SDb) donde,

T= Threshold value T.

B= Valor medio de la respuesta relativa de los blancos.

SDb= Desviación estándar de la respuesta relativa de los blancos.

b) Cut-off Factor Fm y CCβ

Las mismas muestras utilizadas en el estudio de especificidad fueron adicionadas 

a la concentración del screening que se estableció como ¼ del Límite Máximo de 

Residuo para cada compuesto. En el caso de la matriz leche, esta se estableció, en 

algún caso (ampicilina, ceftiofur y desfuroilceftiofur), como ½ del Límite Máximo 

de Residuo.  

El cut-off factor Fm se calculó mediante la siguiente fórmula:

Fm= M – (1.64 x SD) donde,

Fm= Cut-off factor

M= Valor medio de las respuestas relativas en las muestras adicionadas a la 

concentración del screening.

SD= Desviación estándar de la respuesta relativa en las muestras adicionadas.

También en este caso las respuestas que se tomaron fueron las respuestas relati-

vas (área analito/área patrón interno) para cada compuesto. Tras el análisis de las 

muestras adicionadas, la concentración en la que el número de falsos negativos fue 

≤ 5% se consideró como la Capacidad de detección del método o CCb. 
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En el caso del método de cribado cuantitativo en leche, además, se estudiaron pa-

rámetros cuantitativos como:

c) Veracidad

El estudio de veracidad se llevó a cabo mediante matriz en blanco adicionada a cada 

nivel de concentración (nivel bajo, nivel medio y nivel alto) del intervalo de trabajo. 

Se realizaron 21 replicados distribuidos en 7 dias diferentes (3 réplicas/día).

La veracidad se calculó como sesgo a partir de la media de las concentraciones ob-

tenidas en cada nivel de concentración, mediante las siguientes expresiones:

Veracidad(%) = x 100
Concentración media

Concentración esperada

Sesgo (%) = Veracidad (%)–100

d)Precisión/repetibilidad

La precisión en condiciones de repetibilidad (mismo operador, mismos equipos y 

corto espacio de tiempo) se estimó igualmente mediante matriz en blanco adicio-

nada a nivel bajo, medio y alto del intervalo de trabajo. Cada día de análisis se pro-

cedió al análisis por triplicado de muestras hasta completar un total de 21 datos por 

nivel de concentración. Tras el análisis de las muestras se obtuvo la concentración 

de las mismas, la concentración media, la desviación estándar y el coeficiente de 

variación (%) correspondiente a cada serie de trabajo.
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Se aplicó la siguiente expresión:

∑

∑

=

=

−

−
= p

i
ij

p

i
ijij

n

Sn

1

1

2

2
rj

)1(

)1(
S

donde:

nij: nº de datos de la serie i al nivel de concentración j.

p: nº de series.

S2
ij: desviación estándar de los datos de la serie i al nivel de concentración j.

S2
rj: varianza de la repetibilidad

e) Precisión/reproducibilidad intralaboratorio

La precisión en condiciones de reproducibilidad intralaboratorio (mismo labora-

torio, distintos operadores, distintos lotes de reactivos y soluciones patrón y lar-

gos periodos de tiempos justificados) también se estimó mediante matriz blanco 

adicionada a nivel bajo, medio y alto del intervalo de trabajo y aprovechando los 

experimentos anteriores. Se obtuvieron 21 datos por cada nivel de concentración, 

en estas condiciones. Tras el análisis de las muestras se obtuvo la concentración 

de las mismas, la concentración media, la desviación estándar y el coeficiente de 

variación (%).

La desviación estándar de reproducibilidad se obtuvo a partir de la siguiente expre-

sión matemática:

S2
Rj = S2

Lj + S2
rj
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donde:

S2
rj:: varianza de la repetibilidad

S2
Lj: varianza entre series de análisis

S2
Rj: varianza de la reproducibilidad

Se calcularon los CV (%) para los distintos niveles de concentración mediante 

la fórmula:

CV %= x 100
S

X

donde,

S: Desviación típica para ese nivel
X : Media de las concentraciones obtenidas para ese nivel

3.3.2. Desarrollo y validación de métodos de confirmación cuan-
titativos para la determinación de antibióticos en agua, miel, 
huevo y pienso por lc-ms/ms

La figura 3.3 muestra el esquema general de los métodos propuestos para las matri-

ces agua de bebida para animales, miel, huevo y pienso por LC-MS/MS incluyendo 

las distintas etapas de los mismos hasta la obtención del extracto final previa al 

análisis instrumental.
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Miel y Agua Huevo y Pienso

Pienso

Extracción fase
solida Polimérica

Extracto final Extracto final

LC-MS/MS

Miel: Hidrólisis 
Incubación 24h

Adición de tampón 
McLlvaine-Na2EDTA pH 4.0

Adición de acetonitrilo

Centrifugación

Evaporación
Filtración PVDF

Ultrasonidos
Centrifugación
Alícuota extracto

Evaporación
Filtración PVDF

Figura 3.3. Esquema general de los métodos propuestos para agua, miel, huevo y pienso por LC-MS/MS.

Los antibióticos estudiados para agua, miel, huevo y pienso por LC-MS/MS, así 

como el modo de ionización, ión precursor, los iones producto, las energías de co-

lisión y los patrones internos utilizados para cada uno de ellos se muestran en la 

Tabla 3.2.
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3.3.2.1. Selección de las condiciones de la fuente de ionización

En el caso del equipo de baja resolución LC-MS/MS de triple cuadrupolo, los prin-

cipales factores que afectan a la eficiencia de la fuente de iones HESI son: Spray 

voltage, Sheath Gas, Auxiliary Gas, Sweep Gas, Ion Transfer Tube Temperature y 

Vaporizer Temperature. Dichos parámetros fueron optimizados mediante infusión 

de una solución mezcla de los analitos a estudiar de 1 mg/ml y trabajando en modo 

full scan para buscar una situación de compromiso en que la respuesta a todos los 

analitos fuera aceptable. 

Los rangos investigados para los seis parámetros fueron: Spray voltage (Modo Po-

sitivo: 3000-4500 V; Modo Negativo: 2000-3000); Sheath Gas (35-55 Arb); Au-

xiliary Gas (12-22 Arb); Sweep Gas (0-2 Arb); Ion Transfer Tube Temperature 

(325-350 ºC) y Vaporizer Temperature (275-325 ºC). 

3.3.2.2. Selección de las condiciones cromatográficas

Partiendo de las condiciones cromatográficas aplicadas en el método de cribado 

por LC-HRMS. Se ensayó una columna de mayor longitud y menor diámetro inter-

no manteniendo el mismo tamaño de partícula, Kinetex C18 XB de Phenomenex®  

(100 x 2,1 mm d.i., 2,6 mm). En cuanto a la fase móvil, además de la combinación 

ácido fórmico 0,1%/metanol (ácido fórmico 0,1%) fue necesario ensayar otra com-

binación compuesta por ácido fórmico 0,1% y la fase orgánica por una mezcla de 

metanol/acetonitrilo 50/50 con 0,1 % de ácido fórmico. 

Las experiencias se realizaron inyectando una solución patrón de 20 ng/ml de cada 

compuesto en solvente de composición similar a las condiciones iniciales de la cro-

matografía en estudio.
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3.3.2.3. Selección de los solventes para la preparación de la 
muestra previa a la etapa de purificación para la matriz agua

Se ensayó la adición de distintos solventes a 2 ml de muestra:

a.	 agua
b.	solución tampón Mcllvaine- Na2EDTA a pH 4
c.	 solución tampón ac. acético/acetatoNa a pH 5,2.

Posteriormente, se hizo pasar por una columna de extracción en fase sólida polimé-

rica Strata X® de 100 mg/6cc previamente preparada con 2 ml metanol y 2 ml agua 

ultrapura. Se lavó la columna con 3 ml agua ultrapura y se secó en corriente de N2. 

Se eluyó con 3 ml de metanol. Se secó el extracto a sequedad en corriente de N2 a 

50ºC. Se redisolvió el extracto seco en 1 ml de solución de resuspensión previamen-

te a la inyección en el sistema cromatográfico. 

Para el ensayo se adicionaron a las muestras los analitos objeto de estudio en una 

concentración en muestra de 10 µg/l. 

La selección del solvente de extracción se realizó en base a las respuestas absolutas 

medias de cada compuesto tras realizar tres réplicas mediante cada solvente proba-

do, al número de compuestos que ofrecían una respuesta adecuada, y al número de 

compuestos detectables con cada uno de ellos.
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3.3.2.4. Selección de los solventes para la etapa de hidrólisis 
previa a la etapa de purificación para la matriz miel

La extracción en miel se abordó teniendo en cuenta los resultados obtenidos para 

la matriz agua de bebida para animales. En el caso de la miel se debía incluir una 

etapa previa de hidrólisis con el objeto de romper los enlaces formados entre las 

sulfonamidas y los azúcares, tal y como describían algunos autores (Bernal, Nozal, 

Jiménez, Martín, & Sanz, 2009; Hammel, Mohamed, Gremaud, LeBreton, & Guy, 

2008; Thompson & Noot, 2005) . Se compararon dos tipos de hidrólisis:

a.	 HCl 1 M durante 1 h
b.	solución tampón McLlvaine/ Na2EDTA pH 4 durante toda la noche

Brevemente, a 2 g de muestra adicionada con los analitos se le añadieron 10 ml de 

la solución para hidrólisis a evaluar. Se mantuvo en agitación durante el tiempo de 

hidrólisis. Tras centrifugación, el sobrenadante se pasó por columna de extracción 

en fase sólida polimérica Strata X® de 200 mg/6cc previamente preparada con 3 ml 

metanol y 3 ml agua ultrapura. Se lavó la columna con 3 ml de agua ultrapura y 3 

ml de solución de agua con 5% de metanol. Se secó la columna en corriente de N2 y 

se eluyó con metanol. El extracto se llevó a sequedad en corriente de N2 a 50ºC, se 

redisolvió en 1 ml solución de resuspensión y, tras centrifugación (13.000 rpm, 8 

min, 4ºC) en tubo eppendorf con filtro de PVDF de 0,22 µm, se inyectó en el siste-

ma cromatográfico.

Para el ensayo se adicionaron a las muestras los analitos objeto de estudio en una 

concentración en muestra de 10 µg/Kg. 

La selección de las condiciones de hidrólisis en la etapa de extracción de la matriz 

miel se realizó, al igual que en los casos anteriores, en base a las respuestas absolu-
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tas medias de cada compuesto tras realizar tres réplicas mediante cada disolución 

ensayada, al número de compuestos que ofrecían una respuesta adecuada, y al nú-

mero de compuestos detectables con cada una de ellas.

3.3.2.5. Selección de los solventes de extracción para la matriz huevo

Se ensayaron las mismas combinaciones de solventes de extracción que fueron eva-

luadas en el caso de las matrices músculo, riñón y leche:

a.	 agua/acetonitrilo (20/80)
b.	 tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80)
c.	 tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80)
d.	acetonitrilo como único solvente.

Las extracciones con los distintos solventes se realizaron tras la adición de los anali-

tos objeto de estudio a muestras de huevo, previamente homogeneizado, de manera 

que su concentración fuera ½ Límite Máximo de Residuo (LMR) para cada com-

puesto. Para los compuestos sin LMR en huevo, se adicionaron entre 5-10 µg/Kg 

según compuestos. Posteriormente, se procesaron mediante el método optimizado 

para el método de cribado para músculo y riñón, pero obviando la etapa de purifi-

cación con extracción en fase sólida dispersa.

A 2 g de muestra adicionada con los analitos se le añadieron 10 ml de los solventes 

de extracción a evaluar (2 ml fase acuosa y 8 ml fase orgánica y para el acetonitrilo 10 

ml de este), tras agitación, sonicación durante 10 minutos, centrifugación a 12.000 

rpm durante 10 minutos a 4 ºC. Se tomaron 5 ml de sobrenadante y transfirieron a 

tubo de polipropileno de 15 ml, se evaporaron a sequedad a 50 ºC en corriente de 

N2 y, posteriormente, el residuo seco se redisolvió con 0,5 ml de la solución similar 
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a la composición de la fase móvil en las condiciones cromatográficas iniciales y, tras 

centrifugación (13.000 rpm, 8 min, 4ºC) en tubo eppendorf con filtro de PVDF de 

0,22 µm, se inyectaron 10 µl en el sistema cromatográfico.

La selección del solvente de extracción se realizó en base a las respuestas absolutas 

medias de cada compuesto tras realizar tres réplicas mediante cada solvente proba-

do, al número de compuestos que ofrecían una respuesta adecuada, y al número de 

compuestos detectables con cada uno de ellos.

3.3.2.6. Selección de los solventes de extracción para la matriz 
pienso

De nuevo se ensayaron las mismas mezclas de solventes de extracción que fueron 

evaluadas en el caso de las matrices músculo, riñón, leche y huevo:

e.	 agua/acetonitrilo (20/80)
a.	 tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80)
b.	 tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80)
c.	 acetonitrilo como único solvente.

Las extracciones, con los distintos solventes, se realizaron tras la adición de los 

analitos objeto de estudio a muestras de pienso, previamente molido y homogenei-

zado, de manera que su concentración correspondiera con el nivel más bajo estu-

diado. Este se estableció aplicando el Acuerdo de la Comisión Nacional en Materia 

de Alimentación Animal sobre la aceptabilidad de los controles de homogeneidad y 

contaminaciones cruzadas realizados por los fabricantes de piensos y premezclas, 

de 2014 (PDOC-CNAA 3/2014) (Comisión Nacional de Coordinación en Materia 

de Alimentación Animal, 2014) en el que se indicó que los límites de cuantificación 



126

Carmen Igualada Cañas

de las técnicas analíticas utilizadas en el control de los piensos no medicados de-

bían poder detectar contaminaciones cruzadas producidas en la fabricación de los 

piensos medicados a los piensos no medicados inferiores al 1%. Para los antibióti-

cos, se estableció que debían ser detectados por debajo del 1% de la dosis mínima 

autorizada. Por ello, los límites de cuantificación para aquellos antibióticos para los 

que existen premezclas autorizadas, se establecieron en ½ del 1% de la dosis mí-

nima autorizada. Y para aquellos compuestos, en los que no existe una premezcla 

autorizada se estableció 10 veces el límite máximo de residuos mínimo establecido 

para otras matrices de acuerdo al Reglamento (UE) 37/2010 (Reglamento (UE) nº 

37/2010, 2010). Los antibióticos para los que existen premezclas autorizadas son: 

espiramicina, lincomicina, tilmicosina, sulfametazina, sulfadiazina, flumequina, 

clortetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, amoxicilina y penicilina V 

(AEMPS) (Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios, 2021).

Posteriormente, se procesaron de forma muy similar a la matriz huevo. A 2 g de 

muestra adicionada con los analitos se le añadieron 10 ml de los solventes de ex-

tracción a evaluar (2 ml fase acuosa y 8 ml fase orgánica y para el acetonitrilo 10 

ml de este), tras agitación, sonicación durante 10 minutos, centrifugación a 12.000 

rpm durante 10 minutos a 4 ºC. Se tomó 1 ml de sobrenadante y se transfirió a un 

vial de cromatografía para su inyección en el sistema cromatográfico.

La selección del solvente se realizó en base a los mismos criterios ya mencionados.

3.3.2.7. Evaluación del efecto matriz y la recuperación

Para llevar a cabo este estudio en estas matrices se procedió del mismo modo que 

para las otras matrices. Una vez optimizadas las distintas etapas de los métodos, se 
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realizaron 3 sets de muestras con 3 replicados cada uno, set 1, 2 y 3. En este caso el 

set 1 consistió en una solución patrón conteniendo los analitos (incluidos los patro-

nes internos) a una concentración igual al límite de cuantificación del método. El set 

2 consistió en 3 replicados de cada una de las matrices que fueron extraídos por los 

métodos seleccionados para validar y cuyos extractos fueron redisueltos en el volu-

men necesario de las soluciones patrón de concentración límite de cuantificación. 

Y el set 3 también consistió en 3 replicados de las mismas matrices adicionadas, 

previamente a la extracción, con la misma concentración de manera que la concen-

tración en el extracto final sea la misma que la obtenida en los sets anteriores. En 

el caso de los patrones internos, la concentración estudiada fue en todos los casos 

40 mg/Kg para las matrices agua, miel y huevo y 750 mg/Kg para la matriz pienso. 

Los cálculos fueron realizados como se describió en el apartado 3.3.1.5. 

3.3.2.8. Validación de los métodos de confirmación cuantitativos 
para agua de bebida para animales, miel, huevo y pienso por LC-
MS/MS

La validación se llevó a cabo de acuerdo a la Decisión 2002/657/CE de la Comi-

sión Europea (Decisión de la Comisión, 2002/657/CE, 2002)por la que se aplica 

la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos 

analíticos y la interpretación de resultados. El nuevo Reglamento (UE) 2021/808 

de la Comisión Europea (Reglamento de ejecución (UE) 2021/808 de la Comisión, 

2021) entra en vigor en junio de 2026, teniendo validez hasta entonces los métodos 

ya validados de acuerdo a la Decisión 2002/657/CE de la Comisión Europea.

Los parámetros a estudiar de acuerdo a dicha Decisión fueron los correspondientes 

a métodos cuantitativos de confirmación.
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Las matrices validadas fueron agua de bebida para animales de distintas especies 

(ave, porcino, bovino y ovino), miel (multifloral, romero, brezo), huevo de gallina y 

pienso (especies bovino, ave, equino, porcino, conejo, ovino).

a. Especificidad

El estudio de especificidad se llevó a cabo analizando 24 muestras de agua de be-

bida para animales (6 muestras de agua para aves, 6 para porcino, 6 para bovino 

y 6 para ovino) , 36 muestras de miel (12 de miel multifloral, 12 de romero y 12 de 

brezo), 21 muestras de huevo de gallina y 24 muestras de pienso (4 muestras de 

pienso para bovino, 4 para ave, 4 para equino, 4 para porcino, 4 para conejo y 4 

para ovino). Se observó la respuesta relativa en la región de tiempo de retención de 

los analitos (área en el tiempo de retención de los analitos /área patrón interno). 

Esas mismas muestras fueron adicionadas con una concentración para cada analito 

igual al nivel más bajo estudiado en cada caso, es decir, el límite de cuantificación 

para cada analito en la matriz correspondiente. Igualmente, se observó la respuesta 

relativa en la región de tiempo de retención de los analitos (área en el tiempo de 

retención de los analitos /área patrón interno) para ser comparada con la obtenida 

en las muestras blanco.

b. Veracidad

La veracidad se estudió de igual modo que en el método de cribado cuantitativo 

aplicado a leche mediante matriz en blanco adicionada a cada nivel de concentra-

ción (nivel bajo, nivel medio y nivel alto) del intervalo de trabajo. En este caso se 

realizaron 30 replicados distribuidos en 6 días diferentes (5 réplicas/día) para cada 

una de las matrices.
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Se obtuvo el sesgo para cada analito, a cada nivel estudiado y en cada una de las 

matrices calculado tal y como se indica en el apartado 3.3.1.6.c).

c. Precisión/ repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio

Al igual que para el método de cribado cuantitativo para la matriz leche, tal y como 

se indica en los apartados 3.3.1.6 d) y 3.3.1.6.e), una vez obtenidos, en este caso, los 

30 datos para cada nivel de concentración, se obtuvieron las varianzas de repetibi-

lidad y de reproducibilidad y los correspondientes Coeficientes de Variación en % o 

Desviaciones estándar relativas (RSDr % y RSDR %). 

d. CCα o Límite de decisión

Para las combinaciones analito/matriz en las que no se ha establecido un límite 

permitido, el CCa se estableció, según requisitos de identificación más cuantifica-

ción, con el valor más bajo estudiado del rango de trabajo del método para cada 

analito en cada matriz en que, además, se garantizaba la identificación de los com-

puestos en el 100% de los casos. 

Para las combinaciones analito/matriz en las que se ha establecido un límite permi-

tido, el CCa se obtuvo de la siguiente fórmula:

CCa = LMR + (1,64 x SD) donde, 

CCa es el Límite de decisión (mg/Kg o mg/l)

LMR es el Límite Máximo de Residuo (mg/Kg o mg/l)

SD es la Desviación estándar de la reproducibilidad intralaboratorio a 

nivel del LMR. 
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e. CCβ  o Capacidad de detección

Tanto para las combinaciones analito/matriz en las que se ha establecido un límite 

permitido, como para las que no se ha establecido ese límite, el CCb se obtuvo de la 

siguiente fórmula:

CCb = CCa + (1,64 x SD) donde, 

CCb es la Capacidad de detección (mg/Kg o mg/l)

CCa es el Límite de decisión (mg/Kg o mg/l)

SD es la Desviación estándar de la reproducibilidad intralaboratorio a 

nivel del CCa. 

A efectos prácticos, se consideró la desviación estándar de la reproducibilidad in-

tralaboratorio del contenido medio en el límite de decisión igual a la desviación 

estándar de la reproducibilidad intralaboratorio del contenido medio en el Límite 

Máximo de Residuo.

 



Análisis de antibióticos en alimentos de 
origen animal, agua de bebida para animales 
y piensos por cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas de baja 
y alta resolución

4.
Resultados y discusión





133

04. Resultados y discusión

4. Resultados y discusión

4.1. Desarrollo y validación de un método de cribado cualitativo en 
músculo y riñón y de un método de cribado cualitativo y cuantitativo 
en leche para análisis de antibióticos por LC-HRMS

Para llevar a cabo el desarrollo de los métodos se abordaron, de modo sucesivo, las 

etapas mostradas en la figura 3.1 del apartado de Material y Métodos.

4.1.1. Optimización de los parámetros de la fuente de ionización

Como ya se explicó en el apartado 3.3.1.1. de Material y Métodos, los diferentes pa-

rámetros que afectan a la fuente de ionización y, por tanto, a la respuesta analítica, 

fueron optimizados mediante un diseño de experimentos (DoE) en dos etapas:

a.	 Etapa de screening mediante un diseño Plackett-Burman (PB) con objeto 
de seleccionar los parámetros que tienen una influencia en la señal.
b.	Optimización de los parámetros relevantes mediante Diseño Central 
Compuesto (CCD).
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La tabla 4.1. muestra la matriz del diseño Plackett-Burman con los valores para cada 

parámetro de la fuente de ionización en cada una de los 30 experimentos a realizar.

Tabla 4.1. Matriz del diseño Plackett-Burman para la optimización de los parámetros de la fuente de 
ionización HESI-II. Equipo LC-HRMS Exactive.

RunOrder Sheath gas 
Pressure

Auxiliary 
gas

Spray Volt-
age

Capillary 
tempera-
ture

Skimmer 
Voltage

Heater 
Tempera-
ture

Capillary 
Voltage

1 40 10 3 275 30 300 45

2 40 10 3 275 30 300 45

3 40 10 3 275 30 300 45

4 20 20 2 100 10 500 70

5 60 0 4 450 10 500 20

6 20 0 2 450 50 500 20

7 20 0 2 100 10 100 20

8 60 0 2 100 50 500 70

9 60 20 2 450 10 100 20

10 60 20 4 100 50 500 20

11 20 0 2 450 50 500 20

12 20 20 4 100 50 500 20

13 20 0 4 450 50 100 70

14 20 20 4 100 50 500 20

15 60 20 2 450 50 100 70

16 40 10 3 275 30 300 45

17 60 20 4 100 50 500 20

18 20 20 4 450 10 500 70

19 60 0 4 100 10 100 70

20 20 0 4 450 50 100 70

21 20 20 4 450 10 500 70

22 60 0 4 100 10 100 70

23 20 0 2 100 10 100 20

24 60 20 2 450 10 100 20

25 60 0 2 100 50 500 70

26 40 10 3 275 30 300 45
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RunOrder Sheath gas 
Pressure

Auxiliary 
gas

Spray Volt-
age

Capillary 
tempera-
ture

Skimmer 
Voltage

Heater 
Tempera-
ture

Capillary 
Voltage

27 60 20 2 450 50 100 70

28 40 10 3 275 30 300 45

29 60 0 4 450 10 500 20

30 20 20 2 100 10 500 70

La tabla 4.2. muestra los efectos estimados de cada uno de los 7 factores y su signi-

ficación estadística para un nivel de confianza de un 95% (<0,05) para cada uno de 

los analitos.
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Tras aplicar el diseño de cribado Plackett-Burman, sólo la capillary temperature 

(CT) presentó un efecto significativo (p-value <0,05) sobre la respuesta de unos 

pocos compuestos objetivo. Los seis factores restantes: heater temperature (HT), 

sheath gas pressure (SGP), skimmer voltage (SKV), auxiliary gas (AG), capillary 

voltage (CV) y spray voltage (SV), no tuvieron efecto significativo. Sin embargo, 

además de CT, HT y SGP también fueron seleccionados para el experimento CCD 

ya que un gran número de sustancias mostraron un efecto claro respecto a ellos. De 

los parámetros que mostraron efecto positivo y negativo, se seleccionaron valores 

intermedios del rango.

Respecto al experimento CCD, la tabla 4.3 muestra los valores para cada parámetro 

en cada uno de los 40 runs cromatográficos.

Tabla 4.3. Condiciones experimentales del experimento CCD para cada run cromatográfico. Optimi-
zación de los parámetros de la fuente. Equipo LC-HRMS Exactive.

StdOrder RunOrder PtType Blocks Capillary T Heater T Sheath Gas P

16 1 0 1 275 300 40

38 2 0 1 275 300 40

39 3 0 1 275 300 40

18 4 0 1 275 300 40

1 5 1 1 171 181 28

31 6 -1 1 275 100 40

11 7 -1 1 275 100 40

9 8 -1 1 100 300 40

34 9 -1 1 275 300 60

23 10 1 1 171 419 28

3 11 1 1 171 419 28

14 12 -1 1 275 300 60

4 13 1 1 379 419 28

25 14 1 1 171 181 52

12 15 -1 1 275 500 40
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StdOrder RunOrder PtType Blocks Capillary T Heater T Sheath Gas P

33 16 -1 1 275 300 20

22 17 1 1 379 181 28

32 18 -1 1 275 500 40

30 19 -1 1 450 300 40

5 20 1 1 171 181 52

10 21 -1 1 450 300 40

19 22 0 1 275 300 40

13 23 -1 1 275 300 20

21 24 1 1 171 181 28

8 25 1 1 379 419 52

29 26 -1 1 100 300 40

37 27 0 1 275 300 40

2 28 1 1 379 181 28

15 29 0 1 275 300 40

7 30 1 1 171 419 52

35 31 0 1 275 300 40

27 32 1 1 171 419 52

36 33 0 1 275 300 40

40 34 0 1 275 300 40

20 35 0 1 275 300 40

26 36 1 1 379 181 52

6 37 1 1 379 181 52

28 38 1 1 379 419 52

24 39 1 1 379 419 28

17 40 0 1 275 300 40

Central Composite Design (CCD): Para ejecutar los experimentos CCD, se fijó el 

spray voltage a los valores estándar proporcionados por el fabricante para los mo-

dos positivo (3 KV) y negativo (2,5 KV); el gas auxiliar, el skimmer voltage y el 

capillary voltage se fijaron a valores intermedios de 10 a.u., 30 V y 50 V, respec-

tivamente, porque tuvieron efectos positivos y negativos. Como ya se explicó en el 

apartado 3.3.1.1. de Material y Métodos, el CCD consistió en un diseño 23 full facto-
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rial (2 replicados, 16 cube points), 12 axial points y 12 central points que dio lugar a 

40 runs cromatográficos aleatorizados. Las respuestas obtenidas fueron ajustadas 

por una ecuación de regresión múltiple, incluyendo el segundo orden (curvatura) y 

los términos de interacción. Se seleccionaron los analitos con menores respuestas 

representativos de cada familia y, tras procesar los datos, se llegó a una situación de 

compromiso para los analitos seleccionados de manera que se maximizara el valor 

de desirability para cada uno de ellos. 

La figura 4.1 muestra los gráficos de los valores obtenidos en los 3 parámetros del 

CCD para los analitos seleccionados y el valor de desirability.
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Figura 4.1. Selección de las condiciones experimentales para Capillary T, Heater T y Sheath Gas 
Pressure. Valores de D (desirability) para los analitos seleccionados.
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Se obtuvieron superficies de respuesta tridimensionales que muestran el efecto de 

dos variables independientes para una respuesta dada a un valor constante de otra 

variable. La figura 4.2 muestra las superficies de respuesta obtenidas para algunos 

de los analitos representativos de algunas familias de antibióticos.

Figura 4.2. Superficies de respuesta obtenidas en el proceso de optimización para Sulfadiazina, 
Tilmicosina, Ceftiofur y Doxiciclina. Equipo LC-HRMS Exactive.

Después del experimento CCD, los valores de los factores optimizados para los 

tres parámetros fueron: sheath gas pressure 40 a.u., capillary temperature 

260°C y heater temperature 300°C.



143

04. Resultados y discusión

La tabla 4.4 muestra el resumen de los valores optimizados para cada uno de los 7 

parámetros en la fuente de ionización.

Tabla 4.4. Valores optimizados de los 7 parámetros de la fuente de ionización. LC-HRMS.

Parámetro optimizado Valor optimizado

Sheath gas pressure (SGP) 40 a.u.

Auxiliary gas (AG) 10 a.u.

Spray Voltage (SV) 3,0 kV (+); 2,5 kV (-)

Capillary Temperature (CT) 260 ºC

Skimmer Voltage (SV) 30 V

Heater Temperature (HT) 300 ºC

Capillary Voltage (CV) 50 V

Los parámetros de Scan del espectrómetro de masas seleccionados fueron:

Scan Range: modo positivo y negativo: 80-1200 m/z (switching polarity)

Resolución: 50.000 FWHM

Microscans: 1

Automatic Gain Control (AGC): 106 (Balanced)

Maximum inject time: Positivo (100 ms); Negativo (20 ms)

Además, se seleccionó una exactitud de masa de 5 ppm.

4.1.2. Selección de las condiciones cromatográficas

Los antibióticos son moléculas polares y de polaridad intermedia cuya separación 

cromatográfica se plantea con columnas de sílice de fase reversa C18 y C8 modifica-

das o no para añadir alguna característica que favorece la separación de distintos 
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compuestos. Para separar los 46 antibióticos objeto de análisis, se seleccionaron 

inicialmente dos columnas de fase reversa de C18, una de sílice porosa, longitud ma-

yor y menor diámetro interno y tamaño  de partícula, Hypersil Gold  (C18) (100 x 2,1 

mm d.i. 1,9 µm) Thermo Fisher Scientific® y otra también de sílice de fase reversa 

pero en este caso, Kinetex C18 XB (50 x 3,0 mm d.i. 2.6 mm) Phenomenex® de núcleo 

duro de menor longitud que la anterior, mayor diámetro interno y mayor tamaño 

de partícula. En ambos casos se ensayaron 4 composiciones de fase móvil:

a.	 Ácido acético 0,1% /Acetonitrilo (ácido acético 0,1%).
b.	Ácido fórmico 0,1 %/Acetonitrilo (ácido fórmico 0,1%).
c.	 Ácido acético 0,1%/Metanol (ácido acético 0,1%).
d.	Ácido fórmico 0,1%/Metanol (ácido acético 0,1%).

Para la fase acuosa conteniendo ácido fórmico, se consideró adecuada la concen-

tración 0,1 % porque se estimó que una mayor concentración podría favorecer la 

degradación de compuestos sensibles a pH bajos y estaba descrito en la bibliografía 

que una concentración menor (por ejemplo 0,05%) producía un deterioro en la 

forma de los picos para algunos compuestos y un aumento del tiempo de retención 

(Mastovska & Lightfield, 2008).

Cuando la fase móvil estaba compuesta por acetonitrilo, se obtuvieron respues-

tas analíticas un poco inferiores a cuando se utilizó como fase orgánica el meta-

nol, lo que indicó que el metanol favorece los procesos de ionización respecto al 

acetonitrilo.
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Por otro lado, cuando se utilizó ácido acético 0,1% con metanol (ácido acético 0,1%), 

en la columna Hypersil Gold (C18) la amoxicilina dio lugar a una respuesta muy baja 

a 2,64 min y los antibióticos sulfadiazina, espiramicina y neospiramicina produje-

ron unos picos con falta de simetría, como puede observarse en la figura 4.3. 

Figura 4.3. Cromatograma de una solución de 40 ng/ml. Amoxicilina, Sulfadiazina, Espiramicina 
y Neospiramicina. Fase móvil Ácido acético 0,1%/metanol (ácido acético 0,1%). Columna Hypersil 
Gold (C18) (100 x 2,1 mm d.i. 1,9 µm).
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La figura 4.4. muestra los cromatogramas obtenidos utilizando la combinación áci-

do fórmico 0,1 % como fase acuosa y metanol acidificado con ácido fórmico 0,1% 

para ambas columnas para una solución de 40 ng/ml de distintos compuestos re-

presentativos de distintas familias de analitos.

Figura 4.4. Cromatogramas de solución de 40 ng/ml de antibióticos representativos de distintas 
familias. Columna a) Hypersil Gold (C18) (100 x 2,1 mm d.i. 1,9 µm) y columna b) Kinetex C18 XB (50 
x 3,0 mm d.i. 2.6 mm). Fase móvil: Ácido fórmico 0,1%/Metanol (ácido fórmico 0,1 %).
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Cuando se utilizó la columna Hypersil Gold (C18), la amoxicilina no fue detectada y 

se produjo menor separación cromatográfica tanto de la oxitetraciclina y su 4-epí-

mero como de la tetraciclina y su 4-epímero. Sin embargo, con la columna Kinetex 

C18 XB se obtuvo una adecuada respuesta para la amoxicilina y también mostró una 

adecuada resolución para las tetraciclinas y sus 4-epímeros. Esto, en principio, es 

llamativo ya que se trata de una columna de menor longitud, mayor diámetro in-

terno y mayor tamaño de partícula que la otra columna ensayada pero, al tratarse 

de una columna de sílice de las llamadas de núcleo duro se impiden fenómenos de 

difusión en el interior de las partículas que favorecen el ensanchamiento de los pi-

cos y a la vez se mejora la resolución de manera que su comportamiento podría ser 

equiparable a las columnas de menos de 2 µm de tamaño de partícula. Esto es con-

sistente con lo que describen otros autores (Cortéjade, Kiss, Cren, Vulliet, & Buleté, 

2016; Lefeuvre et al., 2017). También para otros autores se produjo una mejoría en 

la forma de los picos y en la separación cromatográfica cuando se utilizó la combi-

nación de ácido fórmico y metanol como fase móvil en el análisis de métodos mul-

ticlase de antibióticos (Chiesa et al., 2018; Kaklamanos, Vicent, & Von Holst, 2013).

Por lo tanto, la columna seleccionada fue Kinetex C18 XB (50 x 3,0 mm d.i. 2.6 mm) y 

la combinación de solventes para la fase móvil, ácido fórmico 0,1 %/Metanol (ácido 

fórmico 0,1 %).

Finalmente, las condiciones cromatográficas seleccionadas fueron:

Columna Kinetex C18 XB (50 x 3,0 mm d.i. 2,6 µm) Phenomenex ®.

Fase móvil acuosa: ácido fórmico 0,1 %.

Fase móvil orgánica: Metanol (ac. fórmico 0,1%)

Flujo: 400 µL/min

Tiempo análisis: 9 min

Gradiente: Desde A 98% B 2% hasta A 1% B 99 %



148

Carmen Igualada Cañas

4.1.3. Selección de los solventes de extracción y evaluación del méto-

do QuEChERS

Para las matrices músculo, riñón y leche se ensayaron 5 tipos de extracción:

a.	 agua/acetonitrilo (20/80)
b.	 tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80)
c.	 tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80)
d.	acetonitrilo como único solvente (sólo en matriz leche)
e.	 método QuEChERS (sólo en matrices músculo y riñón)

4.1.3.1. Músculo

Para esta matriz, los resultados de los ensayos se muestran en la figura 4.5. Se pre-

sentan las respuestas normalizadas asignando un 100 % a la respuesta obtenida 

para el solvente que produjo una mayor respuesta en cada analito. Los ensayos 

fueron realizados utilizando la matriz músculo de bovino.
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Figura 4.5. Respuestas normalizadas para los diferentes solventes de extracción y el método QuE-
ChERS. Músculo bovino ortificado a 20 µg/Kg.
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Las extracciones tanto mediante la combinación de solventes agua/acetonitrilo 

(20/80) como la de tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80) 

produjeron la detección del 100% de los compuestos y dieron lugar a respuestas 

absolutas muy similares y adecuadas para gran parte de los compuestos de inte-

rés. La combinación agua/acetonitrilo (20/80) produjo una mejor respuesta, que 

la combinación tampón ácido acético-acetato pH 5,2/acetonitrilo, para las quinolo-

nas, algunos macrólidos, lincosamida y gran parte de los b-lactámicos. Algo similar 

se produjo para la combinación tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetoni-

trilo (20/80) respecto a las sulfonamidas, otros macrólidos y otros b-lactámicos. 

En ambos casos, las diferencias de respuesta no se consideraron relevantes. En los 

b-lactámicos se marcaron más las diferencias para amoxicilina, amoxicilina-D4, 

penicilina V y desfuroylceftiofur a favor de la combinación agua/acetonitrilo, qui-

zás debido a la mayor estabilidad que presentan a pHs más cercanos a la neutrali-

dad  (Holstege, Pushner, Whitehead, & Galey, 2002).

En el caso de la combinación de tampón McLlvaine- Na2EDTA/acetonitrilo (20/80) 

pH 4, también se detectaron el 100 % de los compuestos, pero tan sólo mejoraron 

su respuesta respecto a las anteriores combinaciones de solventes 9 compuestos, 

siendo destacable la mayor respuesta obtenida para las tetraciclinas, como era pre-

visible, tal y como se describe en la literatura, (Blasco et al., 2009; Gentili, Perret, 

& Marchese, 2005; Jin, H. et al., 2010; Oka, Ito, & Matsumoto, 2000 ), ya que el 

Na2EDTA contenido en el tampón produce quelatos con los iones divalentes pre-

sentes en el medio, evitando que éstos se unan a los grupos ceto de las posiciones 1 

y 11 de las estructuras de las tetraciclinas y facilitando así su mejor extracción. Ade-

más, el pH ácido del medio permitió la separación de las tetraciclinas de las proteí-

nas de la matriz, lo que hizo mejorar la extracción  (George, Vincent, & von Holst, 

2013; Oka, Ito, & Matsumoto, 2000). Para el resto de compuestos, en general, se 

obtuvieron respuestas más desfavorables mediante esta combinación de solventes, 
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incluídos los macrólidos. A pesar de que está descrito que también forman quelatos 

con iones del medio  (Aguilera-Luiz et al., 2008),  la presencia de Na2EDTA no re-

sultó especialmente favorable en su extracción. Para sulfonamidas y quinolonas no 

se produjeron diferencias relevantes con las tres combinaciones de solventes. 

En cuanto al método QuEChERS, la combinación de las sales de extracción junto 

con el acetonitrilo, basada en método UNE-EN 15662 (UNE-EN 15662:2019, 2019) 

confirió al medio un pH entre 5,0-5,5. La adición de las mismas se llevó a cabo tras 

añadir a la muestra en primer lugar el acetonitrilo, con el objeto de prevenir la re-

acción exotérmica que produce el MgSO4 anhidro, para eliminar el agua presente 

en las muestras. Además, el uso de dos homogeneizadores cerámicos previno la 

formación de aglomerados de las sales con la muestra. La PSA utilizada en la purifi-

cacción posee capacidad de eliminación de ácidos orgánicos de la matriz, como los 

ácidos grasos, y el C18, retiene los interferentes más apolares (Freitas et al., 2013; 

Hou, Xu, Xu, Han, & Qiu, 2020; Hu et al., 2014; Mastovska & Lightfield, 2008; 

Zhou, Xu, Cong, Cai, Zhang, Wang, & Ren, 2018). Este método dio lugar única-

mente a respuestas absolutas aceptables para las sulfonamidas, algún macrólido 

como espiramicina y tilmicosina, y lincomicina, pero que suponían un 50% de las 

respuestas obtenidas en los métodos anteriores. Las respuestas de los demás com-

puestos fueron muy inferiores a las obtenidas en el resto de métodos (entre 1-20%) 

e incluso nulas en el caso de las tetraciclinas, gran parte de los  b-lactámicos, algún 

macrólido y alguna quinolona. Aproximadamente un 64% de los compuestos no 

fueron detectados o su respuesta fue muy inferior a la obtenida con los otros mé-

todos. La presencia de un pH no muy ácido durante la extracción y de PSA en el 

medio durante la purificación, pudo favorecer la extracción de sulfonamidas y al-

gún macrólido respecto a los demás compuestos, tal como indican algunos autores 

(Hu et al., 2014) pero, por otro lado, la presencia de PSA, agente intercambiador de 

aniones, pudo perjudicar la extracción de los b-lactámicos debido a que estos tienen 
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grupo carboxilo que podría quedar retenido en la misma (Mastovska & Lightfield, 

2008; Zhi et al., 2020). Por otro lado, la ausencia de agua u otro solvente de mayor 

polaridad que el acetonitrilo y la presencia de MgSO4 dificultó la extracción de los 

compuestos más polares como macrólidos y tetraciclinas. 

De acuerdo a la respuesta absoluta de los compuestos de interés y a la simplicidad 

de preparación, el solvente seleccionado fue la mezcla de agua/acetonitrilo (20/80) 

ya que, aunque los resultados fueron muy similares a los obtenidos para la mez-

cla  tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80), en el caso de la 

clortetraciclina, amoxicilina y penicilina V, la respuesta absoluta obtenida fue baja 

cuando la extracción se realizó con tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/aceto-

nitrilo (20/80) lo que se consideró decisivo en la toma de decisión. Además, aunque 

la extracción de las tetraciclinas se vio favorecida por la presencia de Na2EDTA en el 

solvente, la combinación agua/acetonitrilo (20/80) produjo respuestas adecuadas 

para estos compuestos.

4.1.3.2. Riñón

Los resultados en la matriz riñón se muestran en la figura 4.6. También en este 

caso se muestran las respuestas normalizadas asignado un 100% a la obtenida en el 

solvente que produjo mayor respuesta. En este caso, los ensayos se realizaron con 

la matriz riñón bovino.
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Figura 4.6.  Respuestas normalizadas para los diferentes solventes de extracción y el método QuE-
ChERS. Riñón bovino fortificado a 20 µg/Kg.
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En esta ocasión, la combinación de solventes agua/acetonitrilo dió lugar a respues-

tas más elevadas que las combinaciones de tampón ácido acético-acetato pH 5,2/

acetonitrilo (20/80) y tampón McLlvaine- Na2EDTA/acetonitrilo (20/80) pH 4 para 

mayor número de  compuestos, 21 frente a 15 y 10, respectivamente.  Entre los dos 

primeros solventes el comportamiento fue muy similar al de la matriz músculo, ex-

cepto para norfloxacina-d5, amoxicilina y ceftiofur que no fueron detectadas cuan-

do se utilizó la mezcla tampón ácido acético-acetato pH 5,2/acetonitrilo (20/80) en 

ninguno de los 3 replicados realizados. Al igual que ocurrió para la matriz músculo, 

tampoco en este caso se produjeron diferencias relevantes entre los tres solventes 

para las sulfonamidas y quinolonas. En el caso de las tetraciclinas, al igual que en 

músculo, las mejores respuestas se obtuvieron mayoritariamente mediante la com-

binación de tampón McLlvaine- Na2EDTA/acetonitrilo (20/80) pH 4, si bien, la 

mezcla agua/acetonitrilo (20/80) también dio lugar a resultados muy similares. Fi-

nalmente, fue para los b-lactámicos para los que se produjeron mayores diferencias 

de respuestas, siendo claramente la combinación  agua/acetonitrilo (20/80) la de 

elección ya que, en el caso de la combinación tampón ácido acético-acetato pH 5,2/

acetonitrilo (20/80), como ya se ha comentado anteriormente, no se obtuvo res-

puesta para la amoxicilina y ceftiofur y, mediante el tampón McLlvaine- Na2EDTA/

acetonitrilo (20/80) pH 4, ocurrió lo mismo para la penicilina G y penicilina G-d7, 

lo que fue decisivo para selección del solvente agua/acetonitrilo (20/80).

Respecto al método QuEChERS para esta matriz, se reprodujeron los resultados 

obtenidos para la matriz músculo, también con un 64% de analitos que no fueron 

detectados o que su respuesta fue muy inferior a la obtenida para los otros métodos.
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4.1.3.3. Leche

En esta matriz se ensayó además, la extracción con acetonitrilo como único solven-

te de extracción ya que había sido utilizada y recomendada por varios autores en 

métodos multiclase aplicados a residuos de medicamentos veterinarios y otros con-

taminantes (Mol et al., 2008; Smith et al., 2009; Zhan et al., 2013) por favorecer la 

precipitación de proteínas respecto al metanol que da lugar a extractos más turbios. 

El método QuEChERS no fue ensayado en esta matriz debido a que los resultados 

obtenidos en músculo y riñón no fueron satisfactorios.

Los resultados se muestran en la figura 4.7 utilizando la misma sistemática que en 

para las anteriores matrices. La matriz ensayada fue leche de cabra.
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Figura 4.7. Respuestas normalizadas para los diferentes solventes de extracción. Leche caprino forti-
ficada a 1/2 LMR.
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La combinación de tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80) 

fue la que dio lugar a que el mayor número de antibióticos (concretamente 16) me-

jorasen su respuesta respecto a los demás solventes de extracción. Le siguieron la 

utilización de acetonitrilo y la combinación de tampón McLlvaine- Na2EDTA/ace-

tonitrilo (20/80) pH 4 con 14 y 12 compuestos, respectivamente. Para esta matriz, 

la combinación de agua/acetonitrilo (20/80) tan solo mejoró la respuesta de 3 ana-

litos (danofloxacina, norfloxacina-D5 y ampicilina) respecto a las otros solventes 

de extracción, aunque apenas existió diferencia en las respuestas obtenidas para 

gran número de compuestos, respecto a las respuestas obtenidas con la combina-

ción de tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80) y el solvente 

acetonitrilo. Únicamente marcó desfavorablemente diferencia para las moléculas 

eritromicina, roxitromicina y desfuroylceftiofur.

De nuevo la combinación de tampón McLlvaine- Na2EDTA/acetonitrilo (20/80) 

pH 4 favoreció la extracción de las tetraciclinas. 

Para las familias sulfonamidas y quinolonas, tampoco en este caso se produjeron 

diferencias relevantes entre los distintos solventes obteniéndose respuestas eleva-

das y adecuadas en todos los casos. 

La familia b-lactámicos se vio favorecida en la extracción con acetonitrilo que confi-

rió al medio un pH similar al producido por la combinación agua/acetonitrilo, más 

cercano a la neutralidad. 

El solvente seleccionado fue la combinación de tampón ácido acético-acetato pH 

5,2/acetonitrilo (20/80), no sólo por el número de compuestos para los que pre-

senta mayor capacidad de extracción respecto a los demás solventes, sino, porque 

en el caso de la mezcla tampón McLlvaine- Na2EDTA/acetonitrilo (20/80) pH 4, no 
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se obtuvo respuesta para la sulfacetamida, amoxicilina ni penicilina G; y, en el caso 

del solvente acetonitrilo, ni amoxicilina, ni penicilina G ni penicilina G-D7 fueron 

detectadas a las concentraciones ensayadas (1/2 LMR), lo que fue decisivo para la 

selección.

4.1.4. Evaluación del efecto matriz y la recuperación

El efecto matriz se evaluó de acuerdo a lo indicado en la sección 3 de Materiales 

y Métodos (apartado 3.3.1.5). Para la interpretación de los resultados se tuvo en 

cuenta la clasificación realizada por otros autores (Ferrer et al 2011; León et al., 

2012) que clasifican el efecto matriz en tres categorías. Para un porcentaje entre 

-20% y +20% se consideró que no existía efecto matriz ya que son valores cercanos 

a la repetibilidad; entre -50% y -20% o +20% y +50%, se consideró un efecto matriz 

moderado; y, por debajo de -50% y por encima de +50%, el efecto matriz se consi-

deró elevado.

4.1.4.1. Músculo

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.8. Se incluye el porcentaje de 

efecto matriz (%EM) para cada compuesto; porcentaje de recuperación absoluta 

(%RE); el porcentaje de efecto matriz corregido con los patrones internos (%EM co-

rregido) y el porcentaje de recuperación corregida con los patrones internos (%RE-

corregida).
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Figura 4.8. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en músculo. 
n=3. Fortificación al CCβ.
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Dos compuestos de 45 presentaron un elevado efecto matriz, 15 compuestos pre-

sentaron efecto matriz moderado y el resto no presentó efecto matriz. Un 91% de 

los compuestos presentó como efecto matriz la supresión iónica y tan solo un 9% 

presentaron exaltación iónica. Los dos compuestos que presentaron efecto matriz 

elevado fueron eritromicina y sulfacetamida: en el primer caso, se trató de un au-

mento de la señal, probablemente debido a componentes de la matriz que coelu-

yeron y favorecieron la ionización y, en el caso de la sulfacetamida, se trató de una 

supresión iónica explicable por tratarse de un compuesto que eluye en los primeros 

minutos de la cromatografía y, que, por lo tanto, pudo producirse algún mecanismo 

competitivo. Para otros compuestos como la amoxicilina, amoxicilina-D4 y algunas 

sulfonamidas, que también eluyen en los primeros minutos, se produjo un efecto 

matriz moderado. La ausencia de efecto matriz se evidenció para la familia de tetra-

ciclinas y gran parte de los b-lactámicos.

4.1.4.2. Riñón

La figura 4.9 muestra los resultados obtenidos en este estudio para la matriz riñón. 

Los parámetros mostrados son los mismos que los presentados en la figura anterior.
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Figura 4.9. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en riñón. n=3. 
Fortificación al CCβ de músculo.
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En este caso, 5 compuestos de 45 presentaron un elevado efecto matriz, 16 presen-

taron efecto matriz moderado y el resto no presentó efecto matriz. Un 60% de los 

compuestos presentó como efecto matriz la supresión iónica y un 40% presentaron 

exaltación iónica. Los compuestos que presentaron efecto matriz elevado fueron 

sulfacetamida, amoxicilina y amoxicilina-D4, que son los tres primeros compuestos 

que eluyen y, por lo tanto, más susceptibles de verse afectados por los compues-

tos polares interferentes que co-eluyen con ellos al principio de la cromatografía. 

Aunque también se obtuvieron valores elevados para tilosina y tilmicosina, que no 

eluyen en un tiempo corto, pero deben coeluir con componentes que disminuyen la 

eficacia de su ionización. Al contrario que en músculo, en general, los b-lactámicos 

presentaron valores de efecto matriz moderados y tanto positivos como negativos. 

Los valores más bajos de efecto matriz, se produjeron, en este caso, para gran parte 

de las sulfonamidas y para las quinolonas, lo que evidencia el diferente comporta-

miento, en este sentido, del método para las matrices riñón y músculo. El hecho de 

que en riñón, el % de moléculas en las que se produce una exaltación de la señal sea 

mayor que en músculo, podría tener su explicación en la presencia de compuestos 

que favorecen la ionización de muchos de los compuestos en lugar de competir para 

disminuir la eficacia de la ionización.

4.1.4.3. Recuperaciones y compensación del efecto matriz en las 
matrices músculo y riñón

Respecto a las recuperaciones absolutas obtenidas para la matriz músculo, estas os-

cilaron entre 38% para la doxicilina y 76% para la ciprofloxacina, obteniéndose re-

cuperaciones >60% para el 53% de los compuestos (ver figura 4.8). Y para la matriz 

riñón, estas oscilaron entre 37% para la espiramicina y 115% para la eritromicina, 

obteniéndose recuperaciones >60% para el 87% de los compuestos (ver figura 4.9).
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Con el objeto de compensar o minimizar estos efectos de supresión y exaltación ió-

nica, se calculó el efecto matriz, del mismo modo anterior, pero teniendo en cuenta 

las medias de las respuestas relativas a los patrones internos (área del analito/área 

del patrón interno) para cada familia de compuestos en lugar de las medias de las 

respuestas absolutas. Con ello se produjo una gran mejoría en el efecto matriz para 

la gran mayoría de compuestos en ambas matrices. En músculo, ningún compuesto 

presentó efecto matriz elevado, un 21% presentó efecto matriz moderado y un 79% 

no presentó efecto matriz. Para el riñón, tampoco se produjo efecto matriz elevado 

en ningún compuesto, un 26% presentó efecto matriz moderado y un 74% no pre-

sentó efecto matriz (ver figuras 4.8. y 4.9). 

Respecto a las recuperaciones, tras ser corregidas utilizando para su cálculo la re-

lación área analito/área patrón interno, estas pasaron a encontrarse entre el 65% 

para doxicilina y el 131% para eritromicina y lincomicina, en el caso del músculo. 

Y, en el caso del riñón, las recuperaciones corregidas oscilaron entre 51% para cef-

tiofur y 166% eritromicina, obteniéndose recuperaciones >60% para el 90% de los 

compuestos (ver figuras 4.8. y 4.9). 

Todo ello evidencia la necesidad de utilizar patrones internos para compensar, en 

muchos casos, el efecto matriz, si bien es cierto que para propósitos cuantitativos, 

sería necesario estudiar cada compuesto de forma individual, además, de la utiliza-

ción de curvas de calibración en matriz de manera que se llegue a una situación de 

compromiso que permita garantizar la fiabilidad de los resultados de acuerdo a la 

legislación aplicable.
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4.1.4.4. Leche

En el caso de la matriz leche, al tratarse de un método de cribado cualitativo y cuan-

titativo, el estudio se llevó a cabo en los tres niveles de concentración estudiados, 

nivel bajo, medio y alto. Las concentraciones correspondientes a cada nivel quedan 

reflejadas en la tabla 4.8.

Los resultados para los tres niveles de concentración se muestran en las figuras 

4.10, 4.11 y 4.12, conteniendo la misma información que para las matrices múscu-

lo y riñón.
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Figura 4.10. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en leche. n=3.
Nivel bajo.
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Figura 4.11. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en leche. n=3. 
Nivel medio.
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Figura 4.12. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en leche. n=3. 
Nivel superior.
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Para el nivel bajo, un 48 % de los compuestos presentaron un elevado efecto matriz, 

un 48 % presentaron efecto matriz moderado y para el resto no se presentó efecto 

matriz. Esto se explica porque los extractos obtenidos fueron concentrados diez 

veces para poder llegar a los niveles de concentración requeridos. La mayoría de los 

compuestos (93%) presentó un efecto matriz de supresión iónica. Los compuestos 

que presentaron efecto matriz elevado fueron la mayoría de macrólidos, sulfamidas 

y cefalosporinas, coincidiendo, en algunos casos, con analitos que eluyen en los 

primeros minutos del cromatograma, como sulfacetamida, sulfadiazina, sulfatiazol 

y sulfapiridina y, en otros casos, con analitos que eluyen posteriormente, como es 

la eritromicina, espiramicina, tilmicosina, roxitromicina y desfuroylceftiofur, entre 

otros. Ello indica que los mecanismos competitivos por los que se produce la supre-

sión iónica o los mecanismos que favorecen la ionización debidos a compuestos in-

terferentes no necesariamente se producen en los primeros minutos de la cromato-

grafía, sino que, hay compuestos que eluyen en tiempos posteriores y que producen 

los mismos efectos. Los analitos para los que se produjo un efecto matriz moderado 

fueron, en general, las quinolonas, tetraciclinas y penicilinas, independientemente 

del momento de la elución. Los únicos compuestos para los que no se produjo efec-

to matriz fueron la tilosina y la cloxacilina que eluyen alrededor del minuto 7 del 

cromatograma.

Algo similar ocurrió en el nivel medio estudiado, un 43 % de los compuestos pre-

sentaron un elevado efecto matriz y un 52% presentaron efecto matriz moderado. 

También un 93% presentaron como efecto matriz la supresión iónica y, además, las 

mismas familias se vieron afectadas por el efecto matriz elevado, moderado y bajo. 

A este nivel de concentración, en general, los valores obtenidos para el efecto matriz 

fueron ligeramente inferiores a los obtenidos a nivel bajo del intervalo de trabajo 

siendo un 43% de los compuestos los que mejoraron el valor del efecto matriz.
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Para el nivel superior, disminuyó el % de compuestos para los que se produjo efec-

to matriz elevado a un 32% y para el mismo % de analitos se produjo la supresión 

iónica. Las mismas familias de antibióticos se vieron afectadas por el efecto matriz 

elevado y, en este caso, tan sólo penicilina G y penicilina G-d7 no se vieron afecta-

das por el efecto matriz.

Respecto a las recuperaciones absolutas obtenidas a nivel bajo de concentración 

estas oscilaron entre 43 % para la 4-epitetraciclina y 128 % para la eritromicina, 

muy similiares a las obtenidas también para los niveles medio y alto. Se obtuvieron 

recuperaciones >60% para el 63% de los compuestos a nivel bajo, para el 72% de los 

compuestos a nivel medio y para el 76% a nivel alto.

Un 63% de los analitos mejoraron el valor del efecto matriz respecto al valor ob-

tenido en el nivel bajo de concentración, lo que indica que, para el rango de con-

centración estudiado, se aprecia una disminución del efecto matriz al aumentar la 

concentración de los analitos.

4.1.4.5. Recuperaciones y compensación del efecto matriz en la 
matriz leche

Al igual que para las matrices músculo y riñón, para la matriz leche también se 

calculó el efecto matriz teniendo en cuenta las respuestas relativas a los patrones 

internos para cada familia de compuestos. Se produjo una mejoría apreciable del 

efecto matriz en todos los niveles de concentración y para prácticamente todos los 

compuestos excepto algunos pertenecientes a la familia de los macrólidos. En el 

nivel bajo de concentración, tras compensar el efecto matriz con los patrones in-

ternos, tan solo el 15 % de las moléculas se vieron afectadas (especialmente macró-

lidos) por un efecto matriz elevado, el 43 % por un efecto matriz moderado y el 40 
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% no se vio afectada por el efecto matriz. En el nivel medio de concentración, el 10 

% presentó efecto matriz elevado (especialmente macrólidos), el 48% moderado 

y el resto no se vieron afectadas por el efecto matriz. Y, finalmente, para el nivel 

de concentración superior, tan sólo un 8% de los analitos se vieron afectados por 

un efecto matriz elevado (especialmente macrólidos), el 45% moderado y el resto 

no se vieron afectadas. En general, aproximadamente un 85% de los compuestos 

mejoraron el valor del efecto matriz tras la corrección en todos los niveles de con-

centración, lo que demuestra que la corrección con los patrones internos puede ser 

igualmente eficaz aunque estos no sean compuestos isotópicamente marcados de 

cada compuesto. De los patrones internos utilizados en el estudio, tan solo la sul-

fadimetoxina-d6 y penicilina G-d7 son compuestos marcados isotópicamente. (Ver 

figuras 4.10, 4.11 y 4.12).

Respecto a las recuperaciones corregidas, estas oscilaron entre el 57% para dicloxa-

cilina y 152% para eritromicina, en el nivel bajo de concentración; 66% para sulfa-

quinoxalina y sulfadiazina y 138% para neospiramicina, en el nivel medio y entre el 

66% para dicloxacilina y sulfatiazol y el 135% para la neospiramicina. (Ver figuras 

4.10, 4.11 y 4.12).

Todo ello indica la necesidad de realizar la cuantificación mediante curvas de ca-

librado en matriz utilizando patrones internos, excepto en el caso de la familia de 

macrólidos donde se evidencia la falta de eficacia del patrón interno roxitromicina 

para compensar el efecto matriz, especialmente a nivel bajo del rango estudiado. 

Para estas moléculas se opta por la cuantificación con curva en matriz sin correc-

ción con patrón interno.
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4.1.5. Validación de los métodos

4.1.5.1. Validación cualitativa

Los resultados de los parámetros de las validaciones cualitativas para las matrices 

músculo, riñón y leche se muestran en las tablas 4.5, 4.6 y 4.7, respectivamente. Allí 

se indican los valores obtenidos para las medias de las respuestas relativas en las 

muestras blancas analizadas (B), excepto para macrólidos y lincosamida en leche 

que se utilizan las respuestas absolutas. También se muestran los valores de Thres-

hold value T, el Cut-off factor Fm y el valor de CCb para cada compuesto.

Tabla 4.5. Resultados de los parámetros de validación cualitativa músculo. Respuesta media de blan-
cos (B), Threshold value T, Cut-off factor Fm, CCb..

ANALITO B T Fm CCβ (µg/Kg)

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 0,006 0,052 0,970 25

Tetraciclina 0,011 0,126 1,753 25

Epi-oxitetraciclina 0,000 0,000 0,521 25

Oxitetraciclina 0,006 0,049 1,211 25

Epi-clortetraciclina 0,000 0,000 0,332 25

Clortetraciclina 0,000 0,000 0,718 25

Doxiciclina 0,011 0,097 1,366 25

β-LACTÁMICOS

Amoxicilina 0,000 0,000 0,161 12,5

Ampicilina 0,000 0,000 0,524 12,5

Penicilina G 0,000 0,000 0,110 12,5

Penicilina V 0,000 0,000 0,077 6,25

Oxacilina 0,000 0,000 0,594 75

Cloxacilina 0,000 0,000 0,341 75
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ANALITO B T Fm CCβ (µg/Kg)

Dicloxacilina 0,000 0,000 0,121 75

Nafcilina 0,000 0,000 0,667 75

Cefalexina 0,000 0,000 0,859 50

Ceftiofur 0,000 0,000 0,315 250

Desfuroylceftiofur 0,000 0,000 2,257 250

QUINOLONAS

Danofloxacina 0,000 0,000 0,638 25

Difloxacina 0,002 0,013 1,598 75

Ciprofloxacina 0,000 0,000 0,553 25

Enrofloxacina 0,002 0,020 0,518 25

Flumequina 0,000 0,000 1,631 50

Acido Oxolínico 0,011 0,041 1,488 25

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 0,000 0,000 0,150 50

Espiramicina 1 0,000 0,000 0,141 50

Neospiramicina 0,000 0,000 0,153 50

Tilmicosina 0,000 0,000 0,035 13

Tilosina A 0,000 0,000 0,012 25

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 0,000 0,000 0,630 25

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 0,000 0,000 0,061 25

Sulfadiazina 0,000 0,000 0,046 25

Sulfamerazina 0,000 0,000 0,238 25

Sulfacetamida 0,000 0,000 0,013 25

Sulfadimetoxina 0,000 0,000 0,594 25

Sulfametazina 0,000 0,000 0,421 25

Sulfametoxypyridazina 0,000 0,000 0,283 25

Sulfapyridina 0,000 0,000 0,312 25

Sulfaquinoxalina 0,000 0,000 0,060 25
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Tabla 4.6. Resultados de los parámetros de validación cualitativa riñón. Respuesta media de blancos 
(B), Threshold value T, Cut-off factor Fm, CCb.

ANALITO B T Fm CCβ (µg/Kg)

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 0,004 0,035 4,559 100

Tetraciclina 0,000 0,000 9,604 100

Epi-oxitetraciclina 0,065 0,314 3,033 100

Oxitetraciclina 0,102 0,698 5,865 100

Epi-clortetraciclina 0,000 0,000 1,365 100

Clortetraciclina 0,012 0,111 3,600 100

Doxiciclina 0,021 0,202 6,065 100

β-LACTÁMICOS

Amoxicilina 0,000 0,000 0,107 12,5

Ampicilina 0,000 0,000 0,329 12,5

Penicilina G 0,002 0,015 0,167 12,5

Penicilina V 0,000 0,000 0,078 6,25

Oxacilina 0,000 0,000 0,707 75

Cloxacilina 0,000 0,000 0,480 75

Dicloxacilina 0,000 0,000 0,068 75

Nafcilina 0,000 0,000 0,643 75

Cefalexina 0,003 0,032 0,551 50

Ceftiofur 0,000 0,000 0,388 250

Desfuroylceftiofur 0,000 0,000 0,079 250

QUINOLONAS

Danofloxacina 0,000 0,000 1,262 50

Difloxacina 0,000 0,000 3,901 150

Ciprofloxacina 0,009 0,085 1,100 50

Enrofloxacina 0,000 0,000 1,435 50

Flumequina 0,001 0,008 4,914 250

Acido Oxolínico 0,002 0,012 1,268 38
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ANALITO B T Fm CCβ (µg/Kg)

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 0,000 0,000 0,206 50

Espiramicina 1 0,000 0,000 0,248 150

Neospiramicina 0,000 0,000 0,237 150

Tilmicosina 0,000 0,000 1,033 250

Tilosina A 0,000 0,000 0,074 25

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 0,035 0,262 22,062 375

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 0,000 0,000 0,049 25

Sulfadiazina 0,002 0,013 0,087 25

Sulfamerazina 0,000 0,000 0,144 25

Sulfacetamida 0,000 0,000 0,028 25

Sulfadimetoxina 0,000 0,000 0,578 25

Sulfametazina 0,000 0,000 0,445 25

Sulfametoxypyridazina 0,000 0,000 0,262 25

Sulfapyridina 0,000 0,000 0,227 25

Sulfaquinoxalina 0,000 0,000 0,076 25

Tabla 4.7. Resultados parámetros de validación cualitativa leche. Respuesta media de blancos (B), 
Threshold value T, Cut-off factor Fm, CCb.

ANALITO B T Fm CCb (mg/Kg)

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 0,000 0,000 0,296 25

Tetraciclina 0,000 0,000 0,775 25

Epi-oxitetraciclina 0,000 0,000 0,133 25

Oxitetraciclina 0,001 0,008 0,777 25

Epi-clortetraciclina 0,000 0,000 0,295 25

Clortetraciclina 0,000 0,000 0,171 25
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ANALITO B T Fm CCb (mg/Kg)

Doxiciclina 0,001 0,006 1,019 25

β-LACTÁMICOS

Ampicilina 0,000 0,000 0,016 2,00

Penicilina G 0,000 0,000 0,006 1,00

Penicilina V 0,000 0,000 0,020 6,25

Oxacilina 0,000 0,000 0,025 7,50

Cloxacilina 0,000 0,000 0,012 7,50

Dicloxacilina 0,000 0,000 0,005 7,50

Nafcilina 0,000 0,000 0,018 7,50

Cefalexina 0,000 0,000 0,101 25

Cefoperazona 0,000 0,000 0,007 12,50

Ceftiofur 0,000 0,000 0,092 25

Desfuroylceftiofur 0,000 0,000 0,002 50

QUINOLONAS

Danofloxacina 0,000 0,000 0,072 7,50

Difloxacina 0,000 0,003 0,605 75

Ciprofloxacina 0,005 0,023 0,211 25

Enrofloxacina 0,001 0,005 0,318 25

Flumequina 0,000 0,002 0,190 12,50

Acido Oxolínico 0,000 0,000 0,588 25

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 4.664 24.828 212.404 10

Espiramicina 1 0 0 3.553.387 50

Neospiramicina 1.944 12.508 4.592.225 50

Tilmicosina 807 4.918 158.545 12,50

Tilosina A 11.389 30.360 70.505 12,50

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 94.408 925.200 12.747.653 37,50
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ANALITO B T Fm CCb (mg/Kg)

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 0,000 0,001 0,016 25

Sulfadiazina 0,001 0,004 0,024 25

Sulfamerazina 0,000 0,000 0,077 25

Sulfacetamida 0,000 0,000 0,002 25

Sulfadimetoxina 0,002 0,007 0,251 25

Sulfametazina 0,000 0,000 0,154 25

Sulfametoxypyri-
dazina 0,001 0,002 0,145 25

Sulfapyridina 0,001 0,003 0,049 25

Sulfaquinoxalina 0,000 0,000 0,086 25

a) Especificidad. Threshold value T

Se consideró que los métodos estuvieron libres de interferencias ya que no se obtu-

vo señal en el tiempo de retención de los analitos, para una exactitud de masa < 5 

ppm, en ninguna de las 20 muestras ensayadas de cada matriz y en aquellos casos 

que se obtuvo, esta fue muy inferior a la señal obtenida en las muestras adicionadas 

a la concentración del cribado, como se puede observar en los datos de B (valor me-

dio de la respuesta relativa en las muestras blanco) mostrados en las tablas 4.5, 4.6 

y 4.7. También se muestran los valores de Threshold value T.

En el caso de la familia macrólidos y lincosamida en la matriz leche, se utilizaron las 

respuestas absolutas en lugar de relativas para el cálculo de los parámetros.

Con ello quedó demostrada la especificidad de los métodos propuestos para las ma-

trices músculo, riñón y leche por LC-HRMS.

Las figuras 4.13., 4.14. y 4.15. muestran cromatogramas para las distintas matrices 

de muestras blanco y muestras adicionadas a la concentración correspondiente al 

CCß para las matrices músculo, riñón y leche, respectivamente.
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La figura 4.13. muestra el cromatograma de una muestra blanco de músculo de por-

cino (a) y la misma muestra adicionada a la concentración correspondiente al CCß 

en esa matriz para los distintos analitos (b). Se muestran analitos representativos 

de las distintas familias de antibióticos.

Figura 4.13. Cromatograma de una muestra blanco de músculo de porcino (a) y la misma muestra 
adicionada a la concentración correspondiente al CCß en esa matriz para los distintos analitos (b). Se 
muestran analitos representativos de las distintas familias de antibióticos.
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La figura 4.14. muestra el cromatograma de una muestra blanco de riñón de porci-

no (a) y la misma muestra adicionada a la concentración correspondiente al CCß en 

esa matriz para los distintos analitos (b). Se muestran analitos representativos de 

las distintas familias de antibióticos.

Figura 4.14. Cromatograma de una muestra blanco de riñón de porcino (a) y la misma muestra adi-
cionada a la concentración correspondiente al CCß en esa matriz para los distintos analitos (b). Se 
muestran analitos representativos de las distintas familias de antibióticos.
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La figura 4.15. muestra el cromatograma de una muestra blanco de leche de caprino 

(a) y la misma muestra adicionada a la concentración correspondiente al CCß en 

esa matriz para los distintos analitos (b). Se muestran analitos representativos de 

las distintas familias de antibióticos.

Figura 4.15. Cromatograma de una muestra blanco de leche de caprino (a) y la misma muestra adi-
cionada a la concentración correspondiente al CCß en esa matriz para los distintos analitos (b). Se 
muestran analitos representativos de las distintas familias de antibióticos.
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b) Cut-off Factor Fm y CCß

En todos los casos el cut-off factor Fm >B, con lo que quedó validado el método 

para el nivel de concentración ¼ LMR para cada analito en músculo, riñón y leche 

(excepto ampicilina, ceftiofur y desfuroilceftiofur que fue ½ LMR en leche). Ello 

implicó, de acuerdo a la Guía de validación de métodos de screening de los CRLs, 

(Community Reference Laboratories (CRLs), 2010)que el nº de falsos negativos 

para ese nivel fue ≤ 5%, con lo que dicho nivel de concentración se consideró el CCb. 

Por otro lado, también en todos los casos se cumplió que Fm >T, con lo que el nº de 

falsos positivos fue < 5% para todos los analitos.

4.1.5.2. Validación cuantitativa en leche

La tabla 4.8 muestra los resultados de los parámetros correspondientes a la vali-

dación cuantitativa en leche y además, el tiempo de retención de los compuestos. 

El CCß coincide con el límite de cuantificación en todos los casos. Se indica el ran-

go de trabajo validado para cada antibiótico, el coeficiente de determinación (R2) 

mínimo en cada caso, la veracidad (expresada como sesgo en %), la repetibilidad y 

la reproducibilidad intralaboratorio para cada nivel de concentración, expresadas 

como desviación estándar relativa o coeficiente de variación en % (RSDr % y RSDR 

%, respectivamente).
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Tabla 4.8. Resultados parámetros de validación cuantitativa leche y tiempo de retención. CCß/Lími-
te de cuantificación (LC), rango de concentración, coeficiente de determinación (R2), nivel de con-
centración (Conc), veracidad (sesgo %), repetibilidad (RSDr %) y reproducibilidad intralaboratorio 

(RSDR %).

ANALITO RT CCβ/LC 
(mg/Kg)

Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)
n=21

RSDr
(%)
n=21

RSDR
(%)
n=21

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 3,62 25 25-400 >0,994 25 6 11 22

100 -5 9 16

400 8 10 17

Tetraciclina 4,07 25 25-400 >0,991 25 9 10 11

100 0 15 15

400 1 19 20

Epi-oxitetraciclina 3,92 25 25-400 >0,995 25 5 12 24

100 -3 13 18

400 9 5 8

Oxitetraciclina 4,18 25 25-400 >0,994 25 6 13 16

100 6 15 16

400 5 15 17

Epi-clortetraciclina 4,48 25 25-400 >0,990 25 9 8 13

100 1 13 14

400 6 11 13

Clortetraciclina 4,99 25 25-200 >0,994 25 9 12 15

100 1 9 17

200 7 12 18

Doxiciclina 5,69 25 25-400 >0,995 25 2 14 15

100 4 12 13

400 8 13 15

β-LACTÁMICOS

Ampicilina 4,38 2 2-16 >0,994 2 6 15 24

4 -5 12 13

16 -1 13 16
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ANALITO RT CCβ/LC 
(mg/Kg)

Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)
n=21

RSDr
(%)
n=21

RSDR
(%)
n=21

Penicilina G 6,94 1 1-16 >0,997 1 6 15 16

4 -5 15 16

16 0 14 15

Penicilina V 7,48 6,25 6,25-
100 >0,991 6,25 7 14 17

25 0 12 14

100 1 15 16

Oxacilina 7,50 7,5 7,5-120 >0,995 7,5 4 11 13

30 2 17 18

120 -3 14 16

Cloxacilina 7,69 7,5 7,5-120 >0,995 7,5 7 10 12

30 -1 17 18

120 -1 12 14

Dicloxacilina 8,03 7,5 7,5-60 >0,991 7,5 3 22 25

30 -5 18 24

60 4 22 23

Nafcilina 8,05 7,5 7,5-60 >0,991 7,5 3 24 25

30 -9 18 20

60 -7 23 24

Cefalexina 4,17 25 25-400 >0,991 25 0 16 21

100 0 14 15

400 0 11 13

Ceftiofur 6,03 25 25-400 >0,994 25 -5 16 17

100 -3 11 13

400 1 12 14

Desfuroylceftiofur 4,68 50 50-400 >0,995 50 5 20 24

100 0 17 22

400 1 16 17

Cefoperazona 5,17 12,5 12,5-
200 >0,991 12,5 1 17 24

50 -3 13 13

200 0 12 14
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ANALITO RT CCβ/LC 
(mg/Kg)

Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)
n=21

RSDr
(%)
n=21

RSDR
(%)
n=21

QUINOLONAS

Danofloxacina 4,41 7,5 7,5-120 >0,993 7,5 -7 12 17

30 -2 15 15

120 -7 18 18

Difloxacina 4,55 75 75-
1200 >0,992 75 -5 12 19

300 0 16 16

1200 -10 8 9

Ciprofloxacina 4,31 25 25-400 >0,990 25 3 12 15

100 -3 13 13

400 -9 15 17

Enrofloxacina 4,38 25 25-400 >0,993 25 -6 16 19

100 -1 16 16

400 -10 11 11

Flumequina 6,81 12,5 12,5-
200 >0,993 12,5 -6 21 22

50 2 12 13

200 -6 10 14

Acido Oxolínico 5,89 25 25-200 >0,992 25 -2 13 18

100 2 14 15

200 -7 12 16

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 6,81 10 10-160 >0,995 10 1 16 22

40 -4 17 18

160 -10 16 21

Espiramicina 1 5,14 50 50-800 >0,992 50 7 12 16

200 2 13 15

800 -9 16 17

Neospiramicina 4,77 50 50-800 >0,994 50 8 10 10

200 8 7 13

800 -1 13 16
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ANALITO RT CCβ/LC 
(mg/Kg)

Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)
n=21

RSDr
(%)
n=21

RSDR
(%)
n=21

Tilmicosina 5,81 12,5 12,5-
100 >0,992 12,5 1 11 21

50 -1 13 16

100 4 16 17

Tilosina A 6,91 12,5 12,5-
200 >0,995 12,5 -1 18 19

50 -5 15 19

200 6 18 20

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 3,52 37,5 37,5-
600 >0,992 37,5 -11 18 18

150 4 16 17

600 -3 11 16

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 3,37 25 25-400 >0,993 25 -1 20 22

100 8 15 17

400 -4 12 19

Sulfadiazina 3,11 25 25-200 >0,990 25 -11 24 25

100 -1 14 17

200 -7 11 17

Sulfamerazina 3,64 25 25-200 >0,992 25 -11 21 25

100 2 12 19

200 -3 14 20

Sulfacetamida 2,59 25 25-200 >0,990 25 -6 24 25

100 0 14 15

200 0 12 21

Sulfadimetoxina 5,55 25 25-200 >0,992 25 -5 9 12

100 2 7 10

200 -2 8 10

Sulfametazina 4,12 25 25-200 >0,991 25 -4 23 24

100 1 16 17

200 -6 12 15
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ANALITO RT CCβ/LC 
(mg/Kg)

Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)
n=21

RSDr
(%)
n=21

RSDR
(%)
n=21

Sulfametoxypyridazina 4,29 25 25-200 >0,993 25 2 17 18

100 5 12 19

200 -5 9 15

Sulfapyridina 3,44 25 25-200 >0,990 25 -9 13 17

100 1 17 18

200 -5 15 16

Sulfaquinoxalina 5,72 25 25-200 >0,994 25 -7 12 19

  100 3 9 12

200 1 11 15

a) Rectas de calibrado y rango de trabajo

Los parámetros cuantitativos solamente fueron estudiados para la matriz leche ya 

que el método en esta matriz fue, además, de cribado cuantitativo.

Las rectas fueron construídas representando las áreas relativas (excepto macróli-

dos y lincosamida para las que se representaron las áreas absolutas) en el eje de las 

ordenadas frente a la concentración en muestra en el eje de las abcisas, realizándo-

se la regresión lineal por mínimos cuadrados. 

Los coeficientes de determinación R2 obtenidos en las 7 rectas de calibrado utiliza-

das en la cuantificación fueron ≥ 0,990 para todos los analitos, cumpliendo, ade-
más, el criterio adicional de % de desviación de los puntos experimentales a las mis-

mas, siendo este ≤20% para todos los niveles de concentración, con lo se consideró 

adecuada la correlación para los rangos estudiados. 



186

Carmen Igualada Cañas

Los valores de los coeficientes de determinación se muestran en la tabla 4.8 de 

resultados de los parámetros de validación cuantitativa. Los valores mostrados co-

rresponden a los más desfavorables de las 7 rectas de calibrado obtenidas.

Respecto a los rangos de trabajo validados oscilaron desde ¼ LMR o ½ LMR a 

4xLMR, según compuestos. Para los antibióticos para los que no se ha establecido 

un LMR en leche, el rango de trabajo se fijó entre ¼ LMR y 4xLMR en músculo.

Hay que destacar que las rectas de calibrado fueron realizadas en matriz extraída y 

con corrección con patrón interno para todas las familias de antibióticos excepto, 

la familia de macrólidos y la lincosamida, para la que las cuantificaciones se reali-

zaron con curva de calibrado en matriz extraída sin corrección con patrón interno, 

ya que, como se demostró en el estudio de efecto matriz, el patrón interno roxitro-

micina no corrigió eficazmente el efecto matriz, con lo que este no se utilizó con 

fines cuantitativos. 

b) Veracidad

Los resultados se muestran en la tabla 4.8. de resultados de los parámetros 

de validación.

La veracidad, medida como sesgo, para la penicilina G fue de +6% a la concentra-

ción de 1 mg/Kg y, para todos los compuestos,  se encontró entre -7 % y + 7% para 

concentraciones > 1 µg/Kg a <10  µg/Kg  y entre -11% y +9% para concentraciones ≥ 

10 mg/Kg, cumpliendo los criterios establecidos en la Decisión 2002/657/CE  (De-

cisión de la Comisión, 2002/657/CE, 2002)que establece un sesgo de -50%-+20% 

para concentraciones ≤ 1  mg/Kg, de -30% - +10% para concentraciones > 1 µg/Kg a 

<10  µg/Kg  y de -20% - +10% para concentraciones ≥  10 mg/Kg. 
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c)Precisión. Repetibilidad y Reproducibilidad intralaboratorio

Los resultados de precisión en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad in-

tralaboratorio calculados como coeficientes de variación o desviaciones estándar 

relativas (RSDr y RSDR, respectivamente) se encontraron por debajo de los criterios 

de aceptación establecidos en la Decisión 2002/657/CE (Decisión de la Comisión, 

2002/657/CE, 2002) en la que se establece que los CV % intralaboratorio no supe-

rarán el valor calculado mediante la ecuación de Horwitz. Además, para valores de 

concentración < 100 mg/Kg se indica que estos serán lo más bajos posible. 

El valor más elevado de RSDR para concentraciones > 1 – 10 µg/Kg se obtuvo para 

eritromicina A a 10 µg/Kg (22 %); para concentraciones >10 µg/Kg y <100 µg/Kg 

se obtuvo un 25 % para sulfadiazina, sulfamerazina y sulfacetamida a 25 µg/Kg; y 

para concentraciones ≥  100 µg/Kg y <1.000 µg/Kg el valor más elevado fue un 21 

% para sulfacetamida a 200 µg/Kg.  

Los valores de RSDr fueron ≤ que los de RSDR en todos los casos.

4.1.5.3. Relación efecto matriz-reproducibilidad intralaboratorio

La figura 4.16. muestra la relación que se establece entre el porcentaje efecto matriz 

corregido y en valor absoluto y la reproducibilidad intralaboratorio como RSDR% a 

nivel del límite de cuantificación en la matriz leche.  
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Figura 4.16. Relación entre %EM corregido (valor absoluto) y RSDR%. Nivel límite de cuantificación.
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A la vista de los resultados, se observó que existe relación entre los valores obte-

nidos para la reproducibilidad intralaboratorio y el % EM corregido. En general, 

para aquellos compuestos para los que se obtuvieron RSDR% más desfavorables, 

se obtuvieron % EM corregido también más elevados. Si representamos dos líneas 

de tendencia, una para el % EM en valor absoluto, es decir, sin tener en cuenta el 

signo, ya que, en este caso, es indiferente si se produjo inhibición o exaltación de 

la respuesta, y otra para RSDR%, se observa que para el 82% de las moléculas, se 

cumple esa relación, lo que evidencia la influencia de la matriz sobre la precisión 

del método. Esta comparación se realizó a nivel del límite de cuantificación, por 

considerarse el más desfavorable. 

La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas de alta resolución 

Orbitrap se utilizó en métodos de cribado para análisis multi-clase de antibióticos 

en músculo también por otros autores (Hurtaud-Pessel et al., 2011; Moretti et al., 

2016b). En el método desarrollado en esta tesis, se incluyó, además de músculo, 

la matriz riñón. Hurtaud-Pessel et al. (2011), propusieron un método multi-clase 

de antibióticos en músculo, parcialmente validado, también por LC-HRMS, para 

60 compuestos consistente en dos rutas diferentes de extracción, lo que duplicaba 

la carga de trabajo, además de duplicar los 22 minutos que se requerían para cada 

inyección en el equipo. Además, la concentración de screening igualó en la gran 

mayoría de compuestos el LMR, lo que requería realizar 60 replicados durante la 

validación y pudiendo producir que el porcentaje de falsos negativos se viera au-

mentado. Por otro lado, este método no incluyó compuestos como desfuroilceftiofur 

(metabolito del ceftiofur), sulfacetamida, sulfametazina y sulfapiridina incluidos en 

el método de cribado propuesto en esta tesis. Otros autores (Moretti et al., 2016b) 

propusieron un método multi-clase de antibióticos de cribado y confirmación en 

músculo por LC-HRMS/MS para 62 compuestos, que requería 30 minutos por in-

yección y que tampoco incluía compuestos como desfuroilceftiofur, sulfacetamida 
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y sulfametoxipiridacina. La propuesta de Kang et al. (2017) incluía un método de 

cribado para 100 compuestos, entre ellos antibióticos, siendo una las matrices estu-

diadas el riñón, pero en este caso con un sistema de cromatografía líquida acoplada 

a trampa de iones con Tiempo de Vuelo (LC-(IT)-ToF/MS) y obtuvieron valores de 

CCb superiores a los LMR legislados en Europa para gran número de compuestos 

como tetraciclinas, ß-lactámicos, quinolonas y macrólidos. 

Otros métodos propuestos multi-clase de antibióticos en tejido no incluían la espec-

trometría de masas de alta resolución, sino sistemas de LC-MS/MS de triple cua-

drupolo (Bian et al., 2019; Chico, Rúbies, Centrich, Companyó, Prat, & Granados, 

2008; Jank et al., 2017; Martos et al., 2010). En estos no se incluyó la matriz riñón, 

ni estudiaron entre los compuestos los 4-epímeros de las tetraciclinas, ni desfuroil-

ceftiofur, ni neospiramicina y en algún caso tampoco la sulfacetamida, todos ellos 

incluidos en el método de cribado desarrollado en esta tesis. Además, en algunos 

casos, se establecieron valores para CCb superiores a los propuestos en esta tesis 

para los compuestos amoxicilina, ampicilina, penicilina G y penicilina V. Schneider 

et al. (2012) propusieron un método únicamente para la matriz riñón para analizar 

120 compuestos, pertenecientes a 11 grupos terapéuticos, por cromatografía líquida 

acoplada a espectrometría de masas de triple cuadrupolo. Tampoco en este caso se 

incluyen los 4-epímeros de las tetraciclinas, necesarios para poder declarar la con-

formidad de las muestras por estar legisladas como suma de cada una de ellas con 

sus correspondientes 4-epímeros (Reglamento (UE) nº 37/2010, 2010).

En lo que respecta a la matriz leche, de los métodos multi-clase propuestos por 

espectrometría de masas de alta resolución, Filigenzi et al. (2011)  analizaron 118 

compuestos, entre los que incluían algún antibiótico, en varias matrices, incluida 

la leche. En este estudio no se detectaron ni ampicilina, ni sulfadiazina ni la familia 

de tetraciclinas. Además, para penicilina G el CCb propuesto superaba el LMR en 

leche. En el método desarrollado por otros autores en leche  (Wang, J., Leung, D., 
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Chow, W., Chang, J. S., Wong, J.W., 2015) el límite de detección para dicloxacili-

na, cefoperazona, clortetraciclina, doxiciclina y 4-epi-tetraciclina  fue 40 mg/Kg y 

para penicilina G, 20 mg/Kg (> al LMR en leche), lo que es superior a los valores de 

CCb obtenidos para esos compuestos en esta tesis. En otros estudios (Moretti et al., 

2016a) se analizaron 62 compuestos en leche por LC-Q-HRMS con límites de cuan-

tificación (2-10 mg/Kg), en general, más bajos que los CCb obtenidos en esta tesis, 

excepto para la penicilina G para la que el límite de cuantificación obtenido en esta 

tesis fue de 1 mg/Kg. Gaugain-Juhel et al. (2009) propusieron un método multi-cla-

se para antibióticos en leche por LC-MS/MS pero que requería 2 rutas de extrac-

ción, con la consiguiente carga de trabajo, y en el que se obtuvieron, para muchos 

compuestos, valores de concentración de screening iguales al LMR, superando los 

valores de los CCb obtenidos en este trabajo (Igualada et al. 2021).

4.1.6. Análisis de muestras

4.1.6.1. Músculo y riñón

Para las matrices músculo y riñón el método de cribado cualitativo fue aplicado a 

100 muestras de las que 60 muestras fueron de músculo de distintas especies y el 

resto fueron de riñón también de distintas especies animales.

La figura 4.17. indica el número de muestras en que el resultado fue >CCß o cribado 

positivo para cada compuesto. La totalidad de muestras fue 100 (60 muestras de 

músculo y 40 muestras riñón).
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Figura 4.17. Número de muestras (músculo+riñón) con resultado >CCß para cada compuesto. 100 
muestras analizadas.

Los analitos con resultado >CCß fueron amoxicilina (1 muestra riñón ovino); peni-

cilina G (1 muestra riñón ovino); sulfatiazol (1 muestra músculo ave); sulfacetamida 

(1 muestra de riñón  bovino); sulfadiazina ( 4 muestras de riñón ovino y 3 muestras 

de músculo ave, porcino y ovino, respectivamente); sulfametazina (1 muestra de ri-

ñón porcino); lincomicina (1 muestra de riñón ovino); ciprofloxacina (1 muestra de 

músculo ave); enrofloxacina (2 muestras de músculo de ave); epi-clortetraciclina (2 

muestras de riñón ovino); clortetraciclina (2 muestras de riñón ovino coincidentes 

con las muestras donde se detectó epi-clortetraciclina); oxitetraciclina(2 muestras 

de riñón ovino); tetraciclina (2 muestras de riñón ovino) y doxiciclina (1 muestra de 

riñón ovino y 1 muestra de músculo porcino). La especie ovino es la que dio lugar a 

mayor porcentaje de muestras positivas al cribado (61%), siendo mayoritariamente 

en riñón donde se detectaron los antibióticos de las familias de ß-lactámicos, sulfo-

namidas, lincosamidas y, mayoritariamente, tetraciclinas en esta especie. Le siguió 
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la especie ave, que representó un 17% de las muestras positivas al cribado, en las 

que se detectaron compuestos de las familias sulfonamidas y quinolonas.  

Es importante mencionar que, de las muestras con resultado >CCß o cribado posi-

tivo, prácticamente la totalidad lo fueron solamente a uno de los compuestos, ex-

cepto 2 muestras de riñón ovino que lo fueron a la clortetraciclina y también a su 

4-epímero y una muestra de músculo de ave que en la se detectó enrofloxacina y su 

metabolito ciprofloxacina. 

La figura 4.18 muestra el porcentaje de muestras con resultado >CCß para algún 

compuesto y con resultado <CCß para las matrices músculo y riñón. 

23%

77%

>CC <CC

Figura 4.18. Porcentaje de muestras con resultado >CCß y <CCß para las matrices músculo y riñón.
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La figura 4.19 muestra el porcentaje de muestras, respecto al total de muestras de 

músculo analizadas, con resultado >CCß para algún compuesto y con resultado 

<CCß para la matriz músculo.

12%

88%

>CC <CC

Figura 4.19. Porcentaje de muestras con resultado >CCß y <CCß para la matriz músculo.

Y la figura 4.20 muestra el porcentaje de muestras, respecto al total de muestras de 

riñón analizadas, con resultado >CCß para algún compuesto y con resultado <CCß 

para la matriz riñón.
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40%

60%

>CC <CC

Figura 4.20. Porcentaje de muestras con resultado >CCß y <CCß para la matriz riñón.

De acuerdo a lo mostrado en los gráficos, de la totalidad de las muestras, un 23% 

fueron positivas al cribado. Respecto a las muestras analizadas de músculo, un 12% 

fueron positivas al cribado y un 40% de las muestras analizadas de riñón fueron 

positivas al cribado.

La totalidad de las muestras que fueron positivas al cribado fueron confirmadas y 

cuantificadas por LC-MS/MS, con un método que no es objeto de esta tesis, excepto 

en el caso de 1 muestra de riñón bovino que resultó cribado positivo para sulface-

tamida y, esta, no se confirmó ni cuantificó por LC-MS/MS. Para el resto de mues-

tras, en ningún caso se superó el límite de decisión o CCalfa con lo que las muestras 

fueron Conformes de acuerdo al valor legislado. Por otro lado, se analizaron 20 

muestras negativas al cribado por LC-MS/MS y en ninguna de ellas se confirmó ni 

se cuantificó ninguno de los antibióticos incluídos en el método de cribado, lo que 

confirmó que el porcentaje de falsos negativos era < 5% que establece la legislación.
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Control de calidad externo para músculo y riñón

El método desarrollado en estas matrices se aplicó a la realización de muestras 

de control de calidad externo mediante la participación en ejercicios de inter-

comparación.

La tabla 4.9. muestra los resultados obtenidos en los ejercicios de intercomparación 

en que se participó desde 2016 a 2020 para las matrices músculo y riñón.
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4.1.6.2. Leche

Control de calidad externo para leche

Para la matriz leche el método desarrollado se aplicó en muestras de dos ejercicios 

de intercomparación en los que el organizador solicitó los resultados cualitativos 

del cribado. La tabla 4.10 muestra los resultados obtenidos en los ejercicios de in-

tercomparación en que se participó en esta matriz.
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Tanto para las matrices músculo y riñón como para la matriz leche, la valoración 

para todos los resultados fue satisfactoria, con lo que se demostró que los resulta-

dos obtenidos fueron comparables a los del resto de participantes, lo que es una 

garantía de la fiabilidad de los mismos.

4.2. Desarrollo y validación de métodos de confirmación cuantitativos 
para la determinación de antibióticos en agua, miel, huevo y pienso 
por LC-MS/MS

4.2.1. Selección de las condiciones de la fuente de ionización

Los parámetros que afectan a la fuente de ionización (ver apartado 3.3.2.1.) fue-

ron optimizados tras infusionar una solución mezcla de los patrones de 1 mg/ml en 

agua/metanol (50:50, v/v) de manera que se monitorizaron los compuestos que, en 

principio, daban lugar a menor respuesta como tilosina, tilmicosina, clortetracicli-

na, amoxicilina, penicilina V y cefoperazona. Fueron variándose los valores de los 

parámetros en los rangos indicados en el apartado 3.3.2.1 buscando una situación 

de compromiso en la que se visualizaran todos los antibióticos con una respuesta 

adecuada. 

Finalmente, los valores de cada uno de los parámetros que afectan a la eficiencia de 

la fuente que fueron seleccionados se muestran en la tabla 4.11. 
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Tabla 4.11. Valores seleccionados de los parámetros de la fuente de ionización. LC-MS/MS.

Parámetro optimizado Valor optimizado

Sheath gas (SG) 45 a.u.

Auxiliary gas (AG) 17 a.u.

Spray Voltage (SV) 3.500 V (+); 2.500 V (-)

Sweep Gas (SWG) 1

Ion Transfer Tube Temperature (ITTT) 342ºC

Vaporizer Temperature (VT) 292 ºC

Los valores seleccionados para los parámetros del espectrómetro para trabajo en 

modo MRM (Multiple Reaction Monitoring) fueron:

Cycle Time: 0,3 s

Q1 Resolution (FWHM): 0,7

Q3 Resolution (FWHM): 0,7

CID Gas: 2 mTorr

Source Fragmentation: 10 V

Chrom Filter: 3 s

Tras la monitorización individual de cada compuesto, tanto en modo positivo como 

negativo, se seleccionó en el primer cuadrupolo cada ión precursor para ser frag-

mentado y se obtuvieron varios iones producto para cada analito. Los iones precur-

sores, iones producto y las correspondientes energías de colisión se mostraron en la 

tabla 3.2 (apartado Material y Métodos).
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4.2.2. Selección de las condiciones cromatográficas

Tomando como punto de partida la columna que había sido seleccionada para los 
métodos de cribado por LC-HRMS,  Kinetex C18 XB (50 x 3,0 mm d.i. 2.6 mm) Phe-

nomenex® se consideró oportuno el uso de una columna con la misma fase esta-

cionaria pero de mayor longitud, menor diámetro interno y el mismo tamaño de 
partícula, con lo cual la columna ensayada fue la Kinetex C18 XB (100 x 2,1 mm d.i., 

2.6 mm) Phenomenex®. El objetivo fue poder facilitar en el futuro la incorporación 

de nuevos analitos en el método de manera que no se viera afectada la separación 

entre los compuestos. 

Se ensayó la misma composición de fase móvil en gradiente, es decir, la combina-

ción de Ácido fórmico 0,1%/Metanol (ácido fórmico 0,1%) y, en este caso, para este 

modo de detección, se produjo un ensanchamiento de los picos para amoxicilina, 

sulfacetamida y sulfadiazina, que eluyen en los primeros minutos de cromatogra-

ma, para cualquiera de los iones producto seleccionados. Un cambio de composi-

ción de la fase móvil incorporando a la fase orgánica acetonitrilo y metanol (50/50) 

produjo una gran mejoría obteniéndose picos simétricos y con una señal adecuada, 

si bien, se produjo una disminución de la respuesta para la mayoría de compuestos 

que no se consideró relevante. 

La figura 4.21. muestra los cromatogramas obtenidos con las dos combinaciones 

de fase móvil ensayadas, Ácido fórmico 0,1%/Metanol (ácido fórmico 0,1%) (a) y 

Ácido fórmico 0,1%/Metanol/Acetonitrilo (50/50) (ácido fórmico 0,1%) (b) en la 

columna Kinetex C18 XB (100 x 2,1 mm d.i., 2.6 mm).
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Figura 4.21. Cromatogramas obtenidos con las dos combinaciones de fase móvil ensayadas, Ácido 
fórmico 0,1%/Metanol (ácido fórmico 0,1%) (a) y Ácido fórmico 0,1%/Metanol/Acetonitrilo (50/50) 
(ácido fórmico 0,1%) (b). Columna Kinetex C18 XB (100 x 2,1 mm d.i., 2.6 mm)
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Así pues, la composición de la fase móvil seleccionada fue Ácido fórmico 0,1%/

Metanol/Acetonitrilo (50/50) (ácido fórmico 0,1%).

En resumen, las condiciones cromatográficas seleccionadas fueron las siguientes:

Columna Kinetex C18 XB (100 x 2,1 mm d.i., 2,6 µm) Phenomenex ®.

Fase móvil acuosa: ácido fórmico 0,1 %.

Fase móvil orgánica: [Metanol/Acetonitrilo (50/50)] (ac. fórmico 0,1%)

Flujo: 450 µL/min

Tª horno columna: 50ºC

Tiempo análisis: 10 min (incluyendo tiempo de equilibrado)

Gradiente: Desde A 95% B 5% hasta A 5% B 95 %

4.2.3. Selección de los solventes para la preparación de la mues-
tra previa a la etapa de purificación para la matriz agua

Previamente a la etapa de Extracción en Fase Sólida, se ensayó la adición de distin-

tos solventes a 2 ml de muestra:

a.	 agua

b.	solución tampón Mcllvaine- Na2EDTA a pH 4
c.	 solución tampón ac. acético/acetatoNa a pH 5,2

El ensayo se realizó utilizando agua obtenida de los bebederos para los animales 

en una explotación de pollos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 

4.22. Al igual que en los casos anteriores, las respuestas de los analitos se presentan 

normalizadas, indicando 100% en el caso del solvente que produjo una mayor res-

puesta para los analitos.
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Figura 4.22.  Respuestas normalizadas para los diferentes solventes previos a la EFS. Agua de bebida 
animales fortificada a 10 µg/l. 
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La solución de tampón McLlvaine- Na2EDTA a pH 4 fue la que dio lugar a mayor 

número de analitos (concretamente 24) que mejoraron la respuesta respecto a las 

demás soluciones. Le siguieron la utilización de agua y la solución tampón ácido 

acético-acetatoNa a pH 5,2 con 10 y 11 moléculas, respectivamente.

Para la familia macrólidos, las soluciones de extracción que mejor respuesta produ-

jeron fueron el agua ultrapura y el tampón ácido acético/acetatoNa pH 5,2, según 

compuestos, al igual que ocurrió en las matrices músculo y riñón durante el desa-

rrollo del método por LC-HRMS, a pesar de que hay autores que indican que estos 

compuestos forman quelatos con iones metálicos y requieren la presencia de EDTA 

en la solución de extracción    (Martínez Vidal, Aguilera-Luiz, Romero-González, & 

Frenich, 2009). El mismo comportamiento se produjo para los compuestos de la 

familia b-lactámicos, si bien para ambas familias de antibióticos las respuestas que 

se produjeron tras utilizar la solución tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4 fueron 

elevadas y adecuadas.

En el caso de las familias sulfonamidas, quinolonas, tetraciclinas y, además, los 

compuestos trimetoprim y dapsona las respuestas más elevadas se obtuvieron al 

extraer con la solución tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4, si bien, con las otras 

dos soluciones, las respuestas obtenidas fueron, en general, elevadas y adecuadas 

no poniéndose en riesgo la detección de ninguno de los analitos. 

Para cualquiera de los solventes utilizados se produjo la detección de la totalidad 

de los analitos. 

Finalmente, la solución seleccionada para adicionar a la muestra previamente a la 

etapa de purificación, fue la solución tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4. Voigt et 

al. (2020) también hicieron uso de EDTA para determinar antibióticos en matrices 
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acuosas mediante un método “dilute and shoot”, con el objetivo de mejorar la re-

cuperación de las tetraciclinas y Dasenaki & Thomaidis (2015)  también utilizaron 

EDTA con buenos resultados, en medio ácido, previamente a la etapa de purifica-

ción con EFS para determinar 89 compuestos farmacéuticos en aguas residuales. 

4.2.4. Selección de los solventes para la etapa de hidrólisis pre-
via a la etapa de purificación para la matriz miel

Los resultados para las dos condiciones de hidrólisis ensayadas se muestran en la fi-

gura 4.23. Se presentan de nuevo las respuestas normalizadas asignándose un 100% 

a la solución para hidrólisis que produjo mayor respuesta para cada compuesto.
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Figura 4.23.  Respuestas normalizadas para los diferentes solventes para hidrólisis. Miel multifloral 
fortificada a 10 µg/Kg. 
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La solución tampón McLlvaine-Na2EDTA pH 4 es la que produjo mayores respues-

tas en la totalidad de los analitos respecto a la solución de HCl 1 M. Las condiciones 

más ácidas conferidas por la solución de HCl 1 M durante 1 h produjeron una dis-

minución de la respuesta para todos los analitos respecto a la respuesta obtenida al 

utilizar la solución tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4 durante toda la noche. Los 

analitos que se vieron más afectados fueron los correspondientes a las familias de 

macrólidos y b-lactámicos tal y como describen otros autores (Hammel et al., 2008; 

Martínez Vidal et al., 2009). Dentro de la familia de macrólidos, los compuestos 

más afectados por las condiciones más ácidas fueron Tilosina y Tilmicosina y, ade-

más, al igual que mencionan otros autores (Bohm, Stachel, Hackenberg, & Gowik, 

2011; Hammel et al.,2008), se observa que el compuesto Tilosina B o Desmicosina 

se ve menos afectado por las condiciones ácidas del HCl 1M que la Tilosina A debido 

a que ésta se degrada en aquélla a pH inferiores a 4. En lo que respecta a la familia 

de b-lactámicos, los compuestos amoxicilina, amoxicilina-D4 y ampicilina se vieron 

gravemente afectados por las condiciones ácidas de la solución de HCl ya que no 

fueron detectados en ningún replicado de ese experimento. 

Para el resto de familias, sulfonamidas, quinolonas y tetraciclinas, cuando se utilizó 

HCl 1M, se observó una disminución de la respuesta respecto a la obtenida para la 

solución tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4 aunque las respuestas se mantuvieron 

elevadas y aceptables. De estas familias, los analitos que se vieron más afectados 

fueron sulfaquinoxalina y epi-clortetraciclina, si bien su respuesta fue tal que no se 

puso en riesgo su detección.

La solución tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4 fue la seleccionada para llevar a 

cabo el proceso de hidrólisis previo a la etapa de purificación mediante Extracción 

en Fase Sólida (EFS) con cartuchos poliméricos Strata X. 
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En otros estudios (El Hawari et al., 2017; von Eyken et al., 2019) se llevó a cabo 

hidrólisis mediante solución de HCl 2 M. En el primer caso, se aplicó al análisis de 

3 sulfonamidas en miel y se demostró la liberación de los conjugados glucosa-sul-

fonamida. No fueron incluidos más antibióticos en este estudio, si bien detectaron 

tilosina A en muestras de miel analizadas mediante el método con estas condicio-

nes de hidrólisis. En el segundo trabajo, se aplicó a varias familias de antibióticos 

(excepto b-lactámicos), viéndose muy afectada, en cuanto a la recuperación, la fa-

milia macrólidos, excepto Tilosina B. 

La hidrólisis mediante ácido fórmico al 1% en acetonitrilo fue ensayada por  (Lou-

ppis et al., 2017) pero el método que propusieron requería dos tratamientos de 

muestra para analizar, por un lado, las sulfonamidas y por otro lado, el resto de 

antibióticos, probablemente debido a que, en las condiciones ácidas que produce el 

ácido fórmico 1% muchos otros compuestos se habrían degradado. 

La utilización de una solución acuosa de Na2EDTA y ácido cítrico que, al igual que 

en el método propuesto en esta tesis, produce unas condiciones ácidas más suaves, 

fue utilizada por otros autores  (Jin, Y. et al., 2017) con buenos resultados aunque 

no incluyeron la familia de ß-lactámicos en el estudio.

4.2.5. Selección de los solventes de extracción para la matriz huevo

Al igual que para las matrices músculo, riñón y leche, se ensayaron las siguientes 

combinaciones de solventes de extracción:

a.	 agua/acetonitrilo (20/80) 
b.	 tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80)
c.	 tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80)
d.	acetonitrilo como único solvente.
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Los resultados se muestran en la figura 4.24. El estudio se realizó en matriz huevo 

de gallina. Al igual que en los demás casos, las respuestas fueron normalizadas con-

siderando el 100% para la combinación de solventes que produjo mejor respuesta 

en los distintos analitos.
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Figura 4.24. Respuestas normalizadas para los diferentes solventes de extracción. Huevo de gallina 
fortificado a 2xLC. 
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La combinación tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80) fue la que 

produjo que el mayor número de analitos (concretamente 22 de 48) mejorasen su 

respuesta respecto a los demás solventes de extracción. Le siguieron la utilización 

de acetonitrilo como único solvente de extracción, la combinación agua/acetoni-

trilo (20/80) y la combinación tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitri-

lo (20/80).

Para la mayoría de los compuestos de la familia de macrólidos, el solvente que 

produjo una respuesta mayor respecto a la obtenida con los otros solventes, fue 

el acetonitrilo. Esto resulta sorprendente debido al carácter polar de los compues-

tos de esta familia, si bien, el pH obtenido al mezclar la matriz huevo, con un pH 

ligeramente superior a 7, con el acetonitrilo pudo favorecer la extracción de estos 

compuestos. La eritromicina tuvo un comportamiento diferente ya que se produ-

jeron mejores resultados mediante las combinaciones agua/acetonitrilo (20/80) y 

tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80). 

Respecto a la familia de sulfonamidas y a los compuestos trimetroprim y dapsona, 

tanto el acetonitrilo como la combinación agua/acetonitrilo (20/80), dieron lugar 

a las mayores respuestas, si bien no se produjeron marcadas diferencias en las res-

puestas obtenidas al extraer con las demás combinaciones de solventes que pudie-

ran poner en riesgo la detección de los compuestos.

Para los compuestos de las familias quinolonas y tetraciclinas, la extracción me-

diante la combinación McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80) produjo 

una mayor respuesta con una marcada diferencia respecto al resto de solventes, 

especialmente, en el caso de la familia de tetraciclinas tal y como sucedió para 

otras matrices.
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Para los compuestos de la familia de ß-lactámicos, los mejores resultados se obtu-

vieron mediante las combinaciones de tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/ace-

tonitrilo (20/80) y la de tampón McLlvaine-Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80).

Para todos los solventes ensayados se produjo la detección de la totalidad de 

los analitos. 

Finalmente, el solvente seleccionado fue la combinación de tampón McLlvaine- 

Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80) ya que es el que produjo mayor número de 

moléculas para las que la respuesta fue la más elevada respecto a la extracción con 

los demás solventes, siendo espectacular la diferencia de respuesta obtenida para 

los compuestos de la familia tetraciclinas respecto a la respuesta obtenida cuando 

se utilizaron los demás solventes. 

También otros autores utilizaron una combinación de solventes conteniendo una 

solución EDTA-McLlvaine a pH 4 para la matriz huevo  (Lu et al., 2019) pero en 

este caso, el método se aplicó a la determinación de 11 compuestos de la familia 

quinolonas y posteriormente a la extracción se llevó a cabo una etapa de purifica-

ción con EFS. 

En general, en los métodos multi-clase para antibióticos en la matriz huevo, las 

combinaciones de solventes mayormente utilizadas para la etapa de extracción 

fueron mezclas de agua/ acetonitrilo en medio ácido  (Kang et al., 2017) y con la 

adición de EDTA  (Garrido Frenich, Aguilera-Luiz, Martinez Vidal, & Romero-Gon-

zález, 2010; Hu, Ben, Zheng, Hu, Ben, Wong, & Zheng, 2021; Li, Chen, Wen, Hou, 

Zhang, & Ma, 2018) seguidas de una etapa de EFS para purificar los extractos y, al-

gunos autores  (Jiménez et al., 2011; Paoletti et al., 2021), al igual que en el método 

propuesto en esta tesis, obviaron la etapa de purificación.
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4.2.6. Selección de los solventes de extracción para la matriz pienso

De nuevo se ensayaron las mismas combinaciones de solventes de extracción utili-

zadas para la matrices músculo, riñón, leche y huevo:

a.	 agua/acetonitrilo (20/80) 
b.	 tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80)
c.	 tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80)
d.	acetonitrilo como único solvente

Los resultados se muestran en la figura 4.25. El estudio se realizó en matriz pienso 

destinado a la especie porcino. Al igual que anteriormente, las respuestas fueron 

normalizadas considerando el 100% para la combinación de solventes que produjo 

mejor respuesta en los distintos analitos.
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Figura 4.25. Respuestas normalizadas para los diferentes solventes de extracción. Pienso de porcino 
fortificado al LC.
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De nuevo la combinación de solventes que produjo respuestas más elevadas para 

mayor número de compuestos fue la combinación tampón McLlvaine- Na2EDTA 

pH 4/acetonitrilo (20/80) (concretamente 28 de 48). Le siguió la utilización de la 

combinación tampón ácido acético-acetato pH 5,2/acetonitrilo (20/80). Muy pocos 

analitos mejoraron su respuesta cuando la extracción se realizó con la combinación 

agua/acetonitrilo (20/80) o con acetonitrilo como único solvente de extracción. 

Los compuestos de la familia de anfenicoles incorporados en el método para su 

determinación en esta matriz fueron, junto al trimetoprim, compuestos que mejo-

raron su respuesta cuando se extrajeron de la matriz con acetonitrilo. En general, 

las respuestas más desfavorables se produjeron cuando se utilizó sólo acetonitrilo 

aunque no se puso en riesgo la detección de ningún analito para ninguna de las 

combinaciones de solventes utilizadas. 

La combinación tampón McLlvaine- Na2EDTA pH 4/acetonitrilo (20/80) fue de 

nuevo seleccionada para la extracción de los analitos de esta matriz aunque no se 

produjeron diferencias llamativas con las respuestas obtenidas utilizando las com-

binaciones tampón ácido acético-acetatoNa pH 5,2/acetonitrilo (20/80) y agua/

acetonitrilo (20/80) para ninguno de los analitos. Tampoco hubo un patrón de 

comportamiento claro para las distintas familias de compuestos respecto a estas 3 

combinaciones de solventes.

La utilización del tampón McLlvaine- Na2EDTA a pH 4 también fue propuesta por 

otros autores  (Patyra et al., 2017) para la extracción de antibióticos desde la matriz 

pienso, como etapa previa a una purificación con extracción en fase sólida con car-

tuchos poliméricos de intercambio catiónico débil. En este caso se aplicó tan solo a 

compuestos de la familia tetraciclinas en piensos de porcino y de aves. 
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Al igual que en otras matrices, las propuestas realizadas por otros autores para 

extraer antibióticos de varias familias en pienso, consistieron en la utilización de 

mezclas de solventes acuosos y orgánicos acidificadas, generalmente, con ácido fór-

mico (Gómez-Pérez, M. L. et al., 2015ª; Kaklamanos et al., 2013; Song et al., 2019). 

También fue habitual la adición de EDTA para prevenir la formación de quelatos de 

iones divalentes con algunos compuestos  (Decheng, Peilong, Yang, Ruiguo, Shulin, 

Zhiming, & Su, 2018; Oyedeji et al., 2019), si bien, hay autores que, pese a incluir 

en el método antibióticos de la familia tetraciclinas, no añadieron EDTA a la solu-

ción de extracción y mostraron resultados adecuados para estos compuestos (Gó-

mez-Pérez et al., 2015ª; Kaklamanos et al., 2013).  

En general, tras la etapa de extracción, todos ellos incluyeron una etapa de puri-

ficación mediante EFS y dSPE, excepto Kaklamanos et al. (2013) que inyectaron 

directamente en el sistema el extracto diluido de la muestra, al igual que el método 

propuesto en esta tesis en el que tan sólo 1 µl del extracto es inyectado en el sistema 

cromatográfico.

4.2.7. Evaluación del efecto matriz y la recuperación

Al igual que para las matrices músculo, riñón y leche, el efecto matriz se evaluó de 

acuerdo a lo indicado en el apartado de Materiales y Métodos (apartado 3.3.1.5). 

Para la interpretación de los resultados, de nuevo se tuvo en cuenta la clasificación 

realizada por otros autores (Ferrer et al., 2011; León et al., 2012) que clasificaron 

el efecto matriz en tres categorías. Para un porcentaje entre -20% y +20% se con-

sideró que no existía efecto matriz ya que son valores cercanos a la repetibilidad; 

entre -50% y -20% o +20% y +50%, se consideró un efecto matriz moderado; y, por 

debajo de -50% y por encima de +50%, el efecto matriz se consideró elevado.
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4.2.7.1. Agua

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.26. Se incluye el porcentaje de efec-

to matriz (%EM) para cada compuesto; porcentaje de recuperación absoluta (%RE); el 

porcentaje de efecto matriz corregido con los patrones internos (%EM corregido) y el 

porcentaje de recuperación corregida con los patrones internos (%RE corregida).
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Figura 4.26. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en agua. Nivel bajo.
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En el caso de la matriz agua, un 91% de los compuestos no presentó efecto matriz y 

resto lo presentó moderado. Esto sucedió en 3 compuestos de la familia de macró-

lidos, tilosina, eritromicina y roxitromicina que curiosamente eluyen en tiempos de 

retención similares, entre 5,6 y 6,1 minutos. En esta ocasión, aproximadamente la 

mitad de los compuestos presentaron como efecto matriz la supresión iónica y la 

otra mitad exaltación iónica, algo que ya ocurrió también para la matriz riñón.

4.2.7.2. Miel

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.27. Se incluye el porcentaje de 

efecto matriz (%EM) para cada compuesto; porcentaje de recuperación absoluta 

(%RE); el porcentaje de efecto matriz corregido con los patrones internos (%EM co-

rregido) y el porcentaje de recuperación corregida con los patrones internos (%RE 

corregida).
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Figura 4.27. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en miel multi-
flores. Nivel bajo.



224

Carmen Igualada Cañas

En el caso de la matriz miel, tan sólo 1 compuesto presentó un elevado efecto ma-

triz, un 56% presentaron efecto matriz moderado y el resto no presentaron efecto 

matriz. También en este caso, aproximadamente la mitad de los compuestos pre-

sentaron como efecto matriz la supresión iónica y la otra mitad, exaltación iónica. 

El compuesto que presentó efecto matriz elevado fue tilmicosina de la familia de 

macrólidos. Los compuestos que presentaron efecto matriz moderado fueron de las 

familias de macrólidos y tetraciclinas, amoxicilina y amoxicilina-D4, trimetoprim, 

dapsona, fumagilina y alguna quinolona,   compuestos que eluyen en distintas re-

giones del cromatograma, lo que demuestra, que los fenómenos de exaltación y su-

presión iónica causados por la matriz, dependen de cada compuesto y de su estado 

de protonación/desprotonación y pueden ocurrir independientemente del momen-

to de la elución de los compuestos. En general, un pH ácido dificulta la interacción 

de los compuestos tanto ácidos como básicos con la matriz  (Mol et al., 2008).  

En general, los compuestos para los que no se produjo efecto matriz fueron com-

puestos de las familias sulfonamidas y b-lactámicos.

4.2.7.3. Huevo

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.28. Se incluye el porcentaje de 

efecto matriz (%EM) para cada compuesto; porcentaje de recuperación absoluta 

(%RE); el porcentaje de efecto matriz corregido con los patrones internos (%EM 

corregido) y el porcentaje de recuperación corregida con los patrones internos 

(%RE corregida).
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Figura 4.28. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido (%EM-
corregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en huevo. Nivel bajo.
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En el caso de la matriz huevo, 7 compuestos presentaron un elevado efecto matriz, 9 

presentaron efecto matriz moderado y el resto no presentaron efecto matriz. Tam-

bién en este caso, aproximadamente la mitad de los compuestos presentaron como 

efecto matriz la supresión iónica y la otra mitad, exaltación iónica. 

El aumento del % de compuestos que presentaron efecto matriz elevado respecto 

a los afectados en la matriz miel podría explicarse por la falta de etapa de purifica-

ción mediante EFS para la matriz huevo, pero paradójicamente, pese a la carencia 

de etapa de purificación para esta última matriz, el % de analitos para los que no 

se produjo efecto matriz, fue bastante superior que en el caso de la miel (65% fren-

te a 42%). 

De los 7 compuestos afectados con efecto matriz elevado, eritromicina, danofloxa-

cina, epi-tetraciclina, penicilina G y penicilina G-d7 presentaron efecto matriz de 

exaltación iónica y amoxicilina, amoxicilina-d4 de supresión iónico y eluyeron 

en distintas regiones del cromatograma. Para el resto de compuestos, se produjo 

efecto matriz moderado y sin efecto independientemente de la familia a que per-

tenecieran.

4.2.7.4. Pienso

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.29. Se incluye el porcentaje de 

efecto matriz (%EM) para cada compuesto; porcentaje de recuperación absoluta 

(%RE); el porcentaje de efecto matriz corregido con los patrones internos (%EM co-

rregido) y el porcentaje de recuperación corregida con los patrones internos (%RE 

corregida).
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Figura 4.29. % Efecto matriz (%EM), Recuperación Absoluta (%RE), % Efecto matriz corregido 
(%EMcorregido) y % Recuperación corregida con patrones internos (%REcorregida) en pienso de 
porcino. Nivel bajo.
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En la matriz pienso, 6 compuestos presentaron efecto matriz elevado, 22 compues-

tos lo presentaron moderado y el resto, no presentaron efecto matriz. En este caso, 

el 92 % de los compuestos se vio afectado por componentes de la matriz que favore-

cieron la ionización, con lo cual, presentaron como efecto la exaltación iónica. 

El aumento del porcentaje de compuestos que presentaron efecto matriz moderado 

y elevado, respecto a las otras matrices, evidencia la complejidad de esta matriz, a 

pesar de que las concentraciones estudiadas en ella fueron elevadas en compara-

ción con las demás matrices y de que sólo una pequeña porción del extracto diluido 

se tomó para el análisis.  

Las familias de antibióticos menos afectadas por el efecto matriz fueron los b-lactá-

micos y las quinolonas.

4.2.7.5. Recuperaciones y compensación del efecto matriz

a. Agua

Las recuperaciones absolutas fueron bastante elevadas teniendo en cuenta que se 

trata de un método multiresiduo. Tan sólo para 3 analitos se obtuvieron recupera-

ciones de aproximadamente un 50%, tilmicosina, amoxicilina y amoxicilina-D4 lo 

que ya ocurrió para las matrices anteriormente estudiadas. Para los restantes com-

puestos, las recuperaciones absolutas superaron el 80%, siendo mayores del 90% 

para la mitad de los compuestos.

Cuando se calculó el efecto matriz con las áreas relativas a los correspondientes 

patrones internos, el efecto matriz fue corregido en la totalidad de los compuestos y 
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no se presentó efecto matriz para ninguno de los compuestos. Además, las recupe-

raciones corregidas superaron el 80% para la totalidad de los compuestos excepto 

para la tilmicosina que presentó una recuperación aproximada de un 50 % tanto 

absoluta como corregida (ver figura 4.26).

b. Miel

En la matriz miel se obtuvieron recuperaciones absolutas que oscilaron entre un 

49% para ampicilina y un 113% para cefoperazona, siendo superiores al 80% para 

aproximadamente la mitad de los compuestos.

Cuando se calculó el efecto matriz con las áreas relativas a los correspondientes pa-

trones internos, el efecto matriz fue corregido prácticamente en la totalidad de los 

compuestos no presentando efecto matriz para ninguno de los compuestos excepto 

para sulfacetamida, no considerándose relevante ya que este fue muy cercano a 

-20%. Las recuperaciones corregidas fueron >80% en la totalidad de los compues-

tos (ver figura 4.27).

c. Huevo

En la matriz huevo las recuperaciones absolutas obtenidas oscilaron entre un 42 

% para ampicilina y 107% para ácido oxolínico. Para el 71 % de los compuestos se 

obtuvieron recuperaciones absolutas > 60% y para el 30 % de los compuestos estas 

fueron >80%. 

El mayor porcentaje de grasa presente en la matriz huevo, pudo ser la causa de una 

menor eficacia de la extracción respecto a las recuperaciones absolutas obtenidas 

en otras matrices como agua y miel. 
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De nuevo cuando se calculó el efecto matriz con las áreas relativas a los correspon-

dientes patrones internos, el efecto matriz fue corregido prácticamente en la tota-

lidad de los compuestos no presentando efecto matriz ningún compuesto excepto 

dos macrólidos (tilosina, eritromicina) y el b-lactámico cloxacilina, si bien para es-

tos el efecto matriz fue moderado y cercano al 20%.  Las recuperaciones corregidas 

fueron >80% en la gran mayoría de compuestos (ver figura 4.28). 

d. Pienso

En la matriz pienso las recuperaciones absolutas obtenidas oscilaron entre un 51% 

para amoxicilina y 103% para sulfaquinoxalina, siendo superior al 70% para el 85% 

de los compuestos. Ello se considera adecuado teniendo en cuenta la complejidad 

de esta matriz y tratándose de un método multiresiduo.

De nuevo cuando se calculó el efecto matriz con las áreas relativas a los correspon-

dientes patrones internos, el efecto matriz fue corregido prácticamente en la tota-

lidad de los compuestos no presentando efecto matriz ningún compuesto excepto 

tilosina, tilmicosina y nafcilina, aunque se trató de un efecto matriz moderado muy 

cercano al 20%. Las recuperaciones, tras ser corregidas utilizando para su cálculo 

la relación de área analito/area patrón interno, fueron >87% para prácticamente la 

totalidad de los compuestos excepto para ampicilina y cefalexina en que fue > 70% 

(ver figura 4.29).

En general, para todas las matrices, se produce una mejoría espectacular en el efec-

to matriz cuando este se corrige mediante los patrones internos. Ello evidencia la 

necesidad de utilizar rectas de calibrado en matriz construidas a ser posible con 

las respuestas de los analitos relativas a las obtenidas para los correspondientes 

patrones internos frente a las concentraciones ya que es una de las estrategias para 
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compensar el efecto matriz. Además, la dilución de los extractos, como es el caso 

del método propuesto para la matriz pienso, es también otra estrategia eficaz que 

ayuda a minimizar, incluso eliminar, el efecto matriz, siempre que no se ponga en 

riesgo la detección de los compuestos.

4.2.8. Validación de los métodos

Los métodos propuestos para las matrices agua de bebida para animales, miel, hue-

vo y pienso por LC-MS/MS, tal como se indica en el apartado 3.3.2.8. de Materiales 

y Métodos, fueron validados estudiando los parámetros correspondientes a méto-

dos cuantitativos y de confirmación. 

Las tablas 4.12, 4.13, 4.14 y 4.15 muestran los resultados de los parámetros corres-

pondientes a la validación en agua de bebida para animales, miel, huevo y pienso 

y además, el tiempo de retención de los compuestos. Se indica el rango de traba-

jo validado para cada antibiótico, el coeficiente de determinación (R2) mínimo en 

cada caso, la veracidad (expresada como sesgo en %), la repetibilidad y la repro-

ducibilidad intralaboratorio para cada nivel de concentración, expresadas como 

desviación estándar relativa o coeficiente de variación en % (RSDr % y RSDR %, 

respectivamente), CCa y CCß.



232

Carmen Igualada Cañas

Tabla 4.12. Resultados parámetros de validación en agua y tiempo de retención. Rango de concentra-
ción, coeficiente de determinación (R2), nivel de concentración (Conc), veracidad (sesgo %), repetibi-
lidad (RSDr %), reproducibilidad intralaboratorio (RSDR %), CCα y CCß.

ANALITO RT Rango
(µg/l) R2 Conc.

(µg/l)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCα
µg/l

CCβ
µg/l

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 3,58 2,5-40,0 >0,995 2,5 -11 9 15 2,5 3,1

10,0 6 6 9

40,0 -3 12 17

Tetraciclina 4,02 2,5-40,0 >0,994 2,5 -13 8 17 2,5 3,1

10,0 -2 4 6

40,0 -4 7 10

Epi-oxitetraciclina 3,75 2,5-40,0 >0,994 2,5 -1 9 13 2,5 3,0

10,0 2 7 9

40,0 -5 16 22

Oxitetraciclina 3,95 2,5-40,0 >0,993 2,5 -13 10 16 2,5 3,1

10,0 2 5 7

40,0 -4 10 15

Epi-clortetraciclina 4,28 2,5-40,0 >0,993 2,5 -6 8 25 2,5 3,5

10,0 -11 7 17

40,0 3 5 9

Clortetraciclina 4,61 2,5-40,0 >0,993 2,5 -7 11 17 2,5 3,2

10,0 -6 8 12

40,0 -3 8 12

Doxiciclina 4,84 2,5-40,0 >0,990 2,5 -1 14 22 2,5 3,4

10,0 1 6 11

40,0 -2 11 17

β-LACTÁMICOS

Amoxicilina 1,09 2,5-40,0 >0,995 2,5 0 4 6 2,5 2,7

10,0 -1 3 5

40,0 1 3 4

Ampicilina 3,83 2,5-40,0 >0,993 2,5 6 6 22 2,5 3,5

10,0 -1 9 16
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ANALITO RT Rango
(µg/l) R2 Conc.

(µg/l)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCα
µg/l

CCβ
µg/l

40,0 -4 11 15

Penicilina V 6,00 2,5-40,0 >0,992 2,5 2 12 18 2,5 3,3

10,0 -1 12 16

40,0 -6 14 21

Oxacilina 6,13 2,5-40,0 >0,994 2,5 1 9 19 2,5 3,3

10,0 -4 8 13

40,0 -8 15 24

Cloxacilina 6,29 2,5-40,0 >0,995 2,5 7 8 14 2,5 3,1

10,0 -4 8 14

40,0 -7 16 24

Dicloxacilina 6,52 2,5-40,0 >0,991 2,5 -3 13 21 2,5 3,3

10,0 4 12 21

40,0 -1 13 22

Nafcilina 6,46 2,5-40,0 >0,992 2,5 6 12 23 2,5 3,5

10,0 -4 13 20

40,0 -8 16 25

Cefalexina 3,80 2,5-40,0 >0,991 2,5 4 7 20 2,5 3,3

10,0 3 7 11

40,0 4 8 14

Ceftiofur 5,22 2,5-40,0 >0,992 2,5 3 13 21 2,5 3,4

10,0 4 6 9

40,0 8 7 11

Cefoperazona 4,77 5,0-80,0 >0,992 5,0 1 11 18 5,0 6,5

20,0 -1 8 12

80,0 0 6 10

QUINOLONAS

Danofloxacina 4,12 2,5-40,0 >0,996 2,5 -4 9 17 2,5 3,2

10,0 1 4 6

40,0 5 6 13

Difloxacina 4,35 2,5-40,0 >0,994 2,5 -5 12 16 2,5 3,1

10,0 2 4 8

40,0 -4 3 4
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ANALITO RT Rango
(µg/l) R2 Conc.

(µg/l)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCα
µg/l

CCβ
µg/l

Ciprofloxacina 3,99 2,5-40,0 >0,995 2,5 0 8 13 2,5 3,0

10,0 -2 5 8

40,0 1 4 8

Enrofloxacina 4,17 2,5-40,0 >0,994 2,5 -7 11 18 2,5 3,2

10,0 5 6 9

40,0 -1 7 11

Flumequina 5,76 2,5-40,0 >0,994 2,5 -3 16 23 2,5 3,4

10,0 1 7 12

40,0 -7 8 13

Acido Oxolínico 5,07 2,5-40,0 >0,997 2,5 -1 8 12 2,5 3,0

10,0 0 5 8

40,0 -7 6 11

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 5,64 5,0-80,0 >0,997 5,0 8 12 18 5,0 6,6

20,0 -12 16 25

80,0 -18 16 24

Espiramicina 1 4,69 2,5-40,0 >0,995 2,5 -15 15 22 2,5 3,3

10,0 -5 9 14

40,0 3 13 20

Tilmicosina 5,13 2,5-40,0 >0,996 2,5 10 17 25 2,5 3,6

10,0 -2 16 22

40,0 9 11 17

Tilosina A 5,82 2,5-40,0 >0,995 2,5 9 11 16 2,5 3,2

10,0 1 7 10

40,0 -1 9 14

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 3,47 2,5-40,0 >0,997 2,5 -3 6 11 2,5 2,9

10,0 3 8 12

40,0 2 8 12
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ANALITO RT Rango
(µg/l) R2 Conc.

(µg/l)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCα
µg/l

CCβ
µg/l

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 2,61 2,5-40,0 >0,998 2,5 1 4 7 2,5 2,8

10,0 0 3 6

40,0 0 10 16

Sulfadiazina 2,01 2,5-40,0 >0,998 2,5 -2 4 9 2,5 2,8

10,0 2 3 5

40,0 -2 6 9

Sulfamerazina 3,43 2,5-40,0 >0,997 2,5 -5 4 11 2,5 2,9

10,0 0 3 5

40,0 -1 5 9

Sulfacetamida 1,39 2,5-40,0 >0,997 2,5 -8 4 12 2,5 3,0

10,0 1 4 6

40,0 0 8 12

Sulfadimetoxina 5,06 2,5-40,0 >0,997 2,5 -12 6 9 2,5 2,8

10,0 6 3 5

40,0 1 3 4

Sulfametazina 4,05 2,5-40,0 >0,996 2,5 -8 6 11 2,5 2,9

10,0 -1 4 6

40,0 1 3 4

Sulfametoxipiri-
dazina 4,08 2,5-40,0 >0,998 2,5 -4 4 12 2,5 3,0

10,0 2 6 9

40,0 5 5 8

Sulfapiridina 3,05 2,5-40,0 >0,997 2,5 -6 5 9 2,5 2,8

10,0 -1 3 4

40,0 -3 6 9

Sulfaquinoxalina 5,13 2,5-40,0 >0,995 2,5 6 8 11 2,5 3,0

10,0 6 4 6

40,0 6 5 7

Dapsona 4,00 2,5-40,0 >0,992 2,5 -5 8 22 2,5 3,3

10,0 5 7 11

40,0 4 9 13
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ANALITO RT Rango
(µg/l) R2 Conc.

(µg/l)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCα
µg/l

CCβ
µg/l

OTROS

Trimetoprim 3,64 2,5-40,0 >0,993 2,5 -4 11 24 2,5 3,4

10,0 9 11 17

40,0 0 9 14
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Tabla 4.13 Resultados parámetros de validación en miel y tiempo de retención. Rango de concentra-
ción, coeficiente de determinación (R2), nivel de concentración (Conc), veracidad (sesgo %), repetibi-
lidad (RSDr %), reproducibilidad intralaboratorio (RSDR %), CCα y CCß.

ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 3,59 2,5-40,0 >0,991 2,5 -3 9 16 2,5 3,1

10,0 3 5 9

40,0 -1 8 10

Tetraciclina 4,02 2,5-40,0 >0,993 2,5 0 11 18 2,5 3,2

10,0 3 5 8

40,0 0 5 8

Epi-oxitetraciclina 3,76 2,5-40,0 >0,990 2,5 -4 12 24 2,5 3,4

10,0 -2 8 11

40,0 -2 12 17

Oxitetraciclina 3,95 2,5-40,0 >0,995 2,5 1 7 11 2,5 3,0

10,0 -1 6 11

40,0 -2 6 9

Epi-clortetraciclina 4,27 2,5-40,0 >0,994 2,5 0 8 12 2,5 3,0

10,0 -2 5 8

40,0 -3 4 6

Clortetraciclina 4,62 2,5-40,0 >0,993 2,5 7 11 15 2,5 3,2

10,0 0 4 6

40,0 0 5 7

Doxiciclina 4,84 2,5-40,0 >0,990 2,5 1 18 26 2,5 3,7

10,0 -4 10 13

40,0 0 7 10

β-LACTÁMICOS

Amoxicilina 1,08 2,5-40,0 >0,991 2,5 -1 12 25 2,5 3,5

10,0 -1 8 12

40,0 -2 7 11

Ampicilina 3,84 2,5-40,0 >0,990 2,5 -5 9 22 2,5 3,4

10,0 -2 12 19

40,0 -3 6 9
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Penicilina V 6,00 2,5-40,0 >0,992 2,5 5 11 16 2,5 3,2

10,0 -8 15 21

40,0 -3 9 14

Oxacilina 6,14 2,5-40,0 >0,994 2,5 -6 14 24 2,5 3,4

10,0 -6 10 15

40,0 -7 9 15

Cloxacilina 6,31 2,5-40,0 >0,994 2,5 -2 14 20 2,5 3,3

10,0 -6 13 20

40,0 -12 12 20

Dicloxacilina 6,52 2,5-40,0 >0,995 2,5 0 16 23 2,5 3,4

10,0 -5 13 20

40,0 -4 12 19

Nafcilina 6,47 2,5-40,0 >0,996 2,5 4 13 21 2,5 3,4

10,0 -2 15 26

40,0 -1 13 19

Cefalexina 3,81 2,5-40,0 >0,993 2,5 -11 17 26 2,5 3,4

10,0 -6 13 19

40,0 1 8 12

Ceftiofur 5,23 2,5-40,0 >0,992 2,5 1 11 17 2,5 3,2

10,0 6 7 12

40,0 -1 10 15

Cefoperazona 4,76 5,0-80,0 >0,993 5,0 -12 14 21 5,0 6,5

20,0 -14 6 21

80,0 0 13 21

QUINOLONAS

Danofloxacina 4,12 2,5-40,0 >0,995 2,5 2 10 14 2,5 3,1

10,0 1 7 10

40,0 3 6 10

Difloxacina 4,35 2,5-40,0 >0,990 2,5 0 16 25 2,5 3,5

10,0 3 8 11

40,0 2 13 20
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Ciprofloxacina 4,00 2,5-40,0 >0,993 2,5 3 6 11 2,5 3,0

10,0 0 6 12

40,0 -4 7 12

Enrofloxacina 4,17 2,5-40,0 >0,992 2,5 -11 13 19 2,5 3,2

10,0 0 6 9

40,0 -1 5 8

Flumequina 5,75 2,5-40,0 >0,995 2,5 8 8 19 2,5 3,3

10,0 0 12 21

40,0 6 5 8

Acido Oxolínico 5,06 2,5-40,0 >0,994 2,5 -6 15 24 2,5 3,4

10,0 -5 14 20

40,0 3 11 16

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 5,64 5,0-80,0 >0,993 5,0 2 15 24 5,0 7,0

20,0 -4 11 16

80,0 2 12 19

Espiramicina 1 4,69 2,5-40,0 >0,994 2,5 -4 9 14 2,5 3,0

10,0 2 6 13

40,0 1 7 11

Neospiramicina 4,45 2,5-40,0 >0,993 2,5 -11 13 21 2,5 3,3

10,0 1 7 10

40,0 -1 6 10

Tilmicosina 5,13 2,5-40,0 >0,992 2,5 1 18 26 2,5 3,6

10,0 -9 16 24

40,0 -1 9 14

Tilosina A 5,82 2,5-40,0 >0,994 2,5 6 15 22 2,5 3,4

10,0 -5 16 26

40,0 2 9 15

Tilosina B 5,52 2,5-40,0 >0,993 2,5 7 15 24 2,5 3,6

10,0 -2 14 20

40,0 0 12 18
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 3,48 2,5-40,0 >0,995 2,5 -9 12 17 2,5 3,2

10,0 3 6 11

40,0 0 5 8

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 2,60 2,5-40,0 >0,995 2,5 2 12 19 2,5 3,3

10,0 -1 3 8

40,0 1 3 4

Sulfadiazina 2,01 2,5-40,0 >0,996 2,5 2 7 10 2,5 2,9

10,0 0 4 6

40,0 0 3 6

Sulfamerazina 3,44 2,5-40,0 >0,995 2,5 6 7 17 2,5 3,2

10,0 4 4 9

40,0 3 3 5

Sulfacetamida 1,39 2,5-40,0 >0,994 2,5 -8 12 18 2,5 3,2

10,0 -1 5 8

40,0 1 5 9

Sulfadimetoxina 5,07 2,5-40,0 >0,997 2,5 6 10 15 2,5 3,1

10,0 -1 8 15

40,0 3 6 9

Sulfametazina 4,05 2,5-40,0 >0,998 2,5 -2 5 7 2,5 2,8

10,0 1 4 6

40,0 1 2 5

Sulfametoxipiri-
dazina 4,08 2,5-40,0 >0,995 2,5 1 12 20 2,5 3,3

10,0 -1 5 8

40,0 0 3 4

Sulfapiridina 3,05 2,5-40,0 >0,995 2,5 -1 7 13 2,5 3,0

10,0 0 3 4

40,0 -1 3 4

Sulfaquinoxalina 5,13 2,5-40,0 >0,992 2,5 3 14 21 2,5 3,4

10,0 -6 13 20

40,0 6 9 14
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Dapsona 4,01 2,5-40,0 >0,993 2,5 9 13 21 2,5 3,5

10,0 4 6 11

40,0 3 6 12

OTROS

Trimetoprim 3,65 2,5-40,0 >0,994 2,5 -19 10 15 2,5 3,0

10,0 0 13 20

40,0 -4 7 11

Fumagilina 7,16 5,0-80,0 >0,992 5,0 3 15 24 5,0 7,0

20,0 -10 12 17

80,0 -9 11 18
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Tabla 4.14. Resultados parámetros de validación en huevo y tiempo de retención. Rango de concen-
tración, coeficiente de determinación (R2), nivel de concentración (Conc), veracidad (sesgo %), repe-
tibilidad (RSDr %), reproducibilidad intralaboratorio (RSDR %), CCα y CCß.

ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 3,60 50,0-
800,0 >0,992 50,0 -12 8 11 224,0 248,0

200,0 3 5 7

800,0 -5 5 6

Tetraciclina 4,02 50,0-
800,0 >0,994 50,0 2 3 9 211,6 223,1

200,0 -1 3 4

800,0 4 5 6

Epi-oxitetraciclina 3,76 50,0-
800,0 >0,990 50,0 1 6 21 217,8 235,6

200,0 2 4 5

800,0 0 5 10

Oxitetraciclina 3,95 50,0-
800,0 >0,995 50,0 1 4 6 217,9 235,8

200,0 0 4 5

800,0 -3 5 7

Epi-clortetraciclina 4,27 50,0-
800,0 >0,994 50,0 -2 3 5 214,9 229,9

200,0 1 3 4

800,0 -3 3 4

Clortetraciclina 4,62 50,0-
800,0 >0,995 50,0 6 5 8 214,4 228,8

200,0 2 3 4

800,0 -1 5 7

Doxiciclina 4,84 5,0-
80,0 >0,991 5, 0 6 12 18 5,0 6,6

20,0 -4 9 11

80,0 1 9 12
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

β-LACTÁMICOS

Amoxicilina 1,08 2,5-40,0 >0,992 2,5 2 9 12 2,5 3,0

10,0 -1 4 5

40,0 0 4 5

Ampicilina 3,84 2,5-40,0 >0,992 2,5 -7 6 13 2,5 3,0

10,0 -16 7 11

40,0 4 5 7

Penicilina G 5,72 10,0-
160,0 >0,990 10,0 -1 13 21 10,0 13,3

40,0 8 7 9

160,0 8 7 11

Penicilina V 6,00 2,5-40,0 >0,997 2,5 7 9 12 32,0 39,0

10,0 -6 8 16

40,0 -4 11 17

Oxacilina 6,13 2,5-40,0 >0,995 2,5 9 7 10 2,5 2,9

10,0 -12 8 12

40,0 -4 8 14

Cloxacilina 6,30 2,5-40,0 >0,996 2,5 6 7 11 2,5 3,0

10,0 -9 6 10

40,0 -6 8 11

Dicloxacilina 6,52 2,5-40,0 >0,996 2,5 8 12 17 2,5 3,3

10,0 -12 12 16

40,0 -6 9 11

Nafcilina 6,46 2,5-40,0 >0,997 2,5 8 6 8 2,5 2,9

10,0 -9 7 13

40,0 -8 9 11

Cefalexina 3,81 2,5-40,0 >0,995 2,5 -12 9 19 2,5 3,2

10,0 -10 8 12

40,0 8 5 7

Ceftiofur 5,22 2,5-40,0 >0,990 2,5 -12 10 24 2,5 3,6

10,0 -2 10 17

40,0 -7 5 6
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Cefoperazona 4,77 5,0-
80,0 >0,992 5,0 -3 14 24 5,0 7,0

20,0 -6 8 11

80,0 6 9 13

QUINOLONAS

Danofloxacina 4,12 2,5-40,0 >0,995 2,5 7 9 16 2,5 3,2

10,0 -10 5 9

40,0 -4 5 8

Difloxacina 4,35 2,5-40,0 >0,992 2,5 2 6 17 2,5 3,2

10,0 3 4 6

40,0 -1 5 7

Ciprofloxacina 4,00 2,5-40,0 >0,993 2,5 6 6 8 2,5 2,8

10,0 2 5 8

40,0 0 3 5

Enrofloxacina 4,17 2,5-40,0 >0,992 2,5 -4 6 17 2,5 3,2

10,0 2 4 6

40,0 3 4 6

Flumequina 5,76 2,5-40,0 >0,995 2,5 6 4 14 2,5 3,1

10,0 7 3 7

40,0 0 6 13

Acido Oxolínico 5,07 2,5-40,0 >0,996 2,5 -3 10 18 2,5 3,2

10,0 6 5 9

40,0 1 5 10

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 5,64 37,5-
600,0 >0,997 37,5 5 4 7 183,5 217,0

150,0 -8 10 15

600,0 -5 8 12

Espiramicina 1 4,69 2,5-40,0 >0,994 2,5 -10 12 22 2,5 3,3

10,0 -3 7 9

40,0 -5 7 9

Neospiramicina 4,45 2,5-40,0 >0,994 2,5 5 9 12 2,5 3,0

10,0 -10 7 10

40,0 2 8 11
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Tilmicosina 5,13 2,5-40,0 >0,996 2,5 2 10 17 2,5 3,2

10,0 -14 10 15

40,0 -1 9 14

Tilosina A 5,82 50,0-
800,0 >0,996 50,0 -6 8 12 218,5 236,9

200,0 5 3 5

800,0 2 6 9

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 3,49 12,5-
200,0 >0,995 12,5 -6 10 16 55,5 61,0

50,0 -11 6 8

200,0 5 7 14

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 2,63 2,5-40,0 >0,997 2,5 4 2 14 2,5 3,1

10,0 -9 3 11

40,0 3 3 5

Sulfadiazina 2,03 2,5-40,0 >0,996 2,5 2 4 21 2,5 3,4

10,0 -10 4 10

40,0 3 3 6

Sulfamerazina 3,45 2,5-40,0 >0,997 2,5 4 3 8 2,5 2,9

10,0 -5 3 6

40,0 4 4 5

Sulfacetamida 1,37 5,0-
80,0 >0,997 5,0 4 6 8 5,0 5,7

20,0 -8 6 16

80,0 8 6 9

Sulfadimetoxina 5,06 2,5-40,0 >0,995 2,5 -4 3 17 2,5 3,2

10,0 3 4 6

40,0 -2 3 5

Sulfametazina 4,05 2,5-40,0 >0,998 2,5 7 3 5 2,5 2,6

10,0 1 2 4

40,0 2 3 5
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg)
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Sulfametoxipiri-
dazina 4,08 2,5-40,0 >0,996 2,5 -1 6 16 2,5 3,1

10,0 -2 5 9

40,0 8 3 8

Sulfapiridina 3,07 2,5-40,0 >0,996 2,5 -5 6 19 2,5 3,3

10,0 -2 6 10

40,0 7 5 7

Sulfaquinoxalina 5,14 2,5-40,0 >0,994 2,5 -1 8 12 2,5 3,0

10,0 -6 9 12

40,0 -2 5 7

Dapsona 4,00 2,5-40,0 >0,993 2,5 1 8 15 2,5 3,1

10,0 -10 8 18

40,0 3 6 7

OTROS

Trimetoprim 3,66 2,5-40,0 >0,993 2,5 -2 13 21 2,5 3,4

10,0 -5 8 11

40,0 -6 5 8
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Tabla 4.15 Resultados parámetros de validación en pienso y tiempo de retención. Rango de concen-
tración, coeficiente de determinación (R2), nivel de concentración (Conc), veracidad (sesgo %), repe-
tibilidad (RSDr %), reproducibilidad intralaboratorio (RSDR %), CCα y CCß.

ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg )
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

TETRACICLINAS

Epi-tetraciclina 3,56 0,375-
3,750 >0,995 375 3 4 9 375 432

750 -1 5 8

3750 -1 5 9

Tetraciclina 4,01 0,375-
3,750 >0,995 375 5 5 7 375 420

750 1 4 7

3750 6 6 9

Epi-oxitetraciclina 3,74 0,275-
2,750 >0,997 275 3 5 7 275 307

550 -5 4 7

2750 3 4 6

Oxitetraciclina 3,93 0,275-
2,750 >0,995 275 4 4 9 275 316

550 -4 5 7

2750 5 5 7

Epi-clortetraciclina 4,27 0,375-
3,750 >0,994 375 5 7 10 375 442

750 -2 8 12

3750 1 6 8

Clortetraciclina 4,62 0,375-
3,750 >0,993 375 8 7 11 375 451

750 1 6 10

3750 7 7 12

Doxiciclina 4,84 1,25-
12,50 >0,994 1.250 6 8 11 1.250 1.484

2.500 1 6 8

12.500 3 6 8
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg )
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

β-LACTÁMICOS

Amoxicilina 1,07 2-20 >0,992 2.000 -10 8 14 2.000 2.416

4.000 -3 7 9

20.000 4 5 7

Ampicilina 3,82 0,5-5,0 >0,995 500 7 4 6 500 553

1.000 -13 4 6

5.000 6 3 5

Penicilina G 5,72 0,5-5,0 >0,993 500 -1 6 9 500 576

1.000 -3 7 12

5.000 7 5 8

Penicilina V 5,99 1-10 >0,994 1.000 4 5 10 1.000 1.163

2.000 -8 5 7

10.000 4 7 10

Oxacilina 6,13 0,3-3,0 >0,995 300 2 6 14 300 372

600 -7 7 9

3.000 4 10 15

Cloxacilina 6,30 0,3-3,0 >0,994 300 -3 9 13 300 361

600 7 7 10

3.000 8 5 7

Dicloxacilina 6,52 0,3-3,0 >0,996 300 1 12 16 300 380

600 -7 12 15

3.000 10 5 9

Nafcilina 6,46 0,3-3,0 >0,995 300 5 6 10 300 351

600 -8 5 7

3.000 6 7 10

Cefalexina 3,79 1-10 >0,997 1.000 8 5 8 1.000 1.147

2.000 -16 5 7

10.000 4 6 9

Ceftiofur 5,22 1-10 >0,998 1.000 4 1 2 1.000 1.022

2.000 -7 3 4

10.000 3 5 7



249

04. Resultados y discusión

ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg )
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Cefoperazona 4,76 0,5-5,0 >0,996 500 0 4 6 500 545

1.000 -6 5 8

5.000 1 5 7

QUINOLONAS

Danofloxacina 4,11 0,3-3,0 >0,995 300 1 5 7 300 334

600 -5 4 6

3.000 5 8 10

Difloxacina 4,34 1-10 >0,996 1.000 1 5 8 1.000 1.127

2.000 3 4 5

10.000 0 3 6

Ciprofloxacina 3,98 1-10 >0,996 1.000 -1 4 6 1.000 1.101

2.000 1 4 5

10.000 2 4 7

Enrofloxacina 4,16 1-10 >0,996 1.000 -1 5 8 1.000 1.129

2.000 3 4 6

10.000 2 4 8

Flumequina 5,75 6,0-
60,0 >0,997 6.000 -3 4 6 6.000 6.541

12.000 10 3 6

60.000 -9 5 7

Acido Oxolínico 5,06 0,5-5,0 >0,996 500 3 4 6 500 547

1.000 8 3 5

5.000 -1 3 6

MACRÓLIDOS 

Eritromicina A 5,64 0,4-4,0 >0,998 400 -3 5 7 400 490

800 -5 4 7

4.000 -5 6 11

Espiramicina 1 4,69 2,85-
28,5 >0,996 2.850 8 8 13 2.850 3.515

5.700 8 7 9

28.500 1 7 11

Tilmicosina 5,13 1-10 >0,996 1.000 -1 6 8 1.000 1.273

2.000 3 5 8

10.000 1 7 9
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg )
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Tilosina A 5,82 0,5-5,0 >0,997 500 -1 3 5 500 544

1.000 1 3 4

5.000 3 4 7

LINCOSAMIDAS

Lincomicina 3,45 2,2-22,0 >0,998 2.200 4 2 4 2.200 2.350

4.400 -7 3 5

22.000 5 2 6

SULFONAMIDAS

Sulfatiazol 2,55 1-10 >0,997 1.000 6 1 2 1.000 1.040

2.000 -4 1 2

10.000 3 3 4

Sulfadiazina 1,95 1,25-
12,5 >0,997 1.250 6 2 4 1.250 1.333

2.500 1 3 5

12.500 3 3 4

Sulfamerazina 3,39 1-10 >0,998 1.000 4 1 2 1.000 1.041

2.000 0 3 4

10.000 1 1 2

Sulfacetamida 1,36 1-10 >0,997 1.000 1 4 9 1.000 1.142

2.000 -1 3 4

10.000 2 3 7

Sulfadimetoxina 5,05 1-10 >0,996 1.000 0 5 7 1.000 1.108

2.000 2 4 5

10.000 2 3 5

Sulfametazina 4,03 0,5-5,0 >0,997 500 3 2 4 500 533

1.000 -1 2 3

5.000 1 2 3

Sulfametoxipiri-
dazina 4,06 1-10 >0,997 1.000 4 4 5 1.000 1.078

2.000 -1 3 5

10.000 1 4 5
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ANALITO RT Rango
(mg/Kg) R2 Conc.

(mg/Kg )
Veracidad
(Sesgo %)

RSDr
(%)
n=30

RSDR
(%)
n=30

CCa
mg/Kg

CCb
mg/Kg

Sulfapiridina 3,01 1-10 >0,996 1.000 6 2 6 1.000 1.111

2.000 -1 3 4

10.000 1 2 4

Sulfaquinoxalina 5,13 1-10 >0,996 1.000 1 3 5 1.000 1.077

2.000 -3 4 5

10.000 5 3 5

OTROS

Trimetoprim 3,63 0,35-3,5 >0,995 350 3 5 7 350 393

700 -3 4 5

3.500 3 3 6

Florfenicol 4,54 1-10 >0,996 1.000 10 7 11 1.000 1.196

2.000 7 6 13

10.000 -1 6 10

Tianfenicol 3,77 0,5-5,0 >0,996 500 5 5 7 500 559

1.000 -2 6 12

5.000 1 6 8

4.2.8.1. Especificidad

a)Agua

En ninguna de las 24 muestras de agua de bebida para animales (6 muestras de 

agua para aves, 6 para porcino, 6 para bovino y 6 para ovino) ensayadas se obtuvo 

señal en el RRT de los analitos (con una tolerancia del 2,5%) que pudiese afectar, 

cualitativa (identificación de los analitos) o cuantitativamente, a los resultados.
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b)Miel

En ninguna de las 36 muestras de miel (12 muestras de miel multifloral, 12 de miel 

de romero y 12 de miel de brezo) ensayadas se obtuvo señal en el RRT de los anali-

tos (con una tolerancia del 2,5%) que pudiese afectar, cualitativa (identificación de 

los analitos) o cuantitativamente, a los resultados.

c)Huevo

En ninguna de las 21 muestras de huevo de gallina de diferentes procedencias en-

sayadas se obtuvo señal en el RRT de los analitos (con una tolerancia del 2,5%) que 

pudiese afectar, cualitativa (identificación de los analitos) o cuantitativamente, a 

los resultados.

d)Pienso

En ninguna de las 24 muestras de pienso (4 muestras de pienso para bovino, 4 para 

ave, 4 para equino, 4 para porcino, 4 para conejo y 4 para ovino) ensayadas se obtu-

vo señal en el RRT de los analitos (con una tolerancia del 2,5%) que pudiese afectar, 

cualitativa (identificación de los analitos) o cuantitativamente, a los resultados.

Con ello quedó demostrada la especificidad de los métodos propuestos para las ma-

trices agua de bebida para animales, miel, huevo y pienso por LC-MS/MS.

Las figuras 4.30, 4.31, 4.32 y 4.33 muestran los cromatogramas de muestras 

blanco y muestras adicionadas a la concentración correspondiente al límite de 

cuantificación para las matrices agua de bebida para animales, miel, huevo y 

pienso, respectivamente.
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La figura 4.30. muestra el cromatograma de una muestra blanco de agua de bebida 

para porcino (a) y la misma muestra adicionada a la concentración correspondiente 

al LC en esa matriz para los distintos analitos (b). Se muestran analitos representa-

tivos de las distintas familias de antibióticos.
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Figura 4.30. Cromatograma de una muestra blanco de agua para porcino (a) y la misma muestra 
adicionada a la concentración correspondiente al LC en esa matriz para los distintos analitos (b). Se 
muestran analitos representativos de las distintas familias de antibióticos.

a)

b)
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La figura 4.31. muestra el cromatograma de una muestra blanco de miel de romero 

(a) y la misma muestra adicionada a la concentración correspondiente al LC en esa 

matriz para los distintos analitos (b). Se muestran analitos representativos de las 

distintas familias de antibióticos.
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Figura 4.31. Cromatograma de una muestra blanco de miel de romero (a) y la misma muestra adicio-
nada a la concentración correspondiente al LC en esa matriz para los distintos analitos (b). Se mues-
tran analitos representativos de las distintas familias de antibióticos.

a)

b)
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La figura 4.32 muestra el cromatograma de una muestra blanco de huevo de gallina 

(a) y la misma muestra adicionada a la concentración correspondiente al LC en esa 

matriz para los distintos analitos (b). Se muestran analitos representativos de las 

distintas familias de antibióticos.
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Figura 4.32. Cromatograma de una muestra blanco de huevo de gallina (a) y la misma muestra adi-
cionada a la concentración correspondiente al LC en esa matriz para los distintos analitos (b). Se 
muestran analitos representativos de las distintas familias de antibióticos.

a)

b)
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La figura 4.33 muestra el cromatograma de una muestra blanco de pienso para ovi-

no (a) y la misma muestra adicionada a la concentración correspondiente al LC en 

esa matriz para los distintos analitos (b). Se muestran analitos representativos de 

las distintas familias de antibióticos.
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Figura 4.33. Cromatograma de una muestra blanco de pienso para ovino (a) y la misma muestra 
adicionada a la concentración correspondiente al LC en esa matriz para los distintos analitos (b). Se 
muestran analitos representativos de las distintas familias de antibióticos.

a)

b)
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4.2.8.2. Rectas de calibrado y rango de trabajo

Para las diferentes matrices la cuantificación se realizó mediante rectas de calibra-

do en matriz extraída, obtenidas adicionando los compuestos de interés al inicio 

del proceso de extracción, y con corrección con patrón interno para todas las fami-

lias de antibióticos. Para estos métodos, se realizó una selección minuciosa de los 

patrones internos para cada analito de manera que se procesaron los datos de las 

rectas de calibrado, ayudados del software TraceFinder con los distintos patrones 

internos disponibles, y se seleccionaron para cada analito aquellos que producían 

las rectas de calibrado con mejores ajustes de los datos experimentales a las rectas 

teóricas. El ensayo de evaluación del efecto matriz se llevó a cabo con las respuestas 

relativas obtenidas con los patrones internos seleccionados en cada caso. La tabla 

3.2 (apartado Material y Métodos) muestra para cada analito el patrón interno se-

leccionado en cada caso.

Las rectas fueron construidas representando las áreas relativas (área del analito/

área del patrón interno) en el eje de ordenadas frente a la concentración en muestra 

en el eje de las abcisas, realizándose la regresión lineal por mínimos cuadrados. 

Los coeficientes de determinación R2 obtenidos para cada una de las 6 rectas de 

calibrado utilizadas para la cuantificación de los datos en cada una de las matrices 

fueron >0,990 para todos los analitos, cumpliendo además, el criterio adicional de 

% de desviación de los puntos experimentales a las mismas, siendo este  ≤20% para 

todos los niveles de concentración, con lo que se consideró adecuada la correlación 

para los rangos estudiados. 

Los valores de los coeficientes de determinación R2 se muestran en las tablas 4.12, 

4.13, 4.14, 4.15 de resultados de los parámetros de validación para las matrices 
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agua, miel, huevo y pienso, respectivamente. Los valores mostrados corresponden 

a los más desfavorables de las diferentes rectas de calibrado. 

Respecto a los rangos de trabajo, en los casos de combinaciones matriz/analito no 

autorizadas, el nivel más bajo estudiado fue lo más bajo posible, de manera que se 

garantizase la confirmación y la cuantificación adecuada, y el nivel más alto estu-

diado fue 16 veces superior. Para las combinaciones matriz/analito autorizadas, el 

nivel más bajo estudiado fue ¼ LMR y el nivel más alto, 4 x LMR. En el caso de los 

piensos debido a que se aceptan contaminaciones cruzadas de antibióticos en pien-

sos no medicados menores al 1% de la concentración de medicamento producido en 

el lote anterior de pienso medicado, a efectos de practicabilidad del método, el nivel 

más bajo estudiado fue  ½ del 1% de la concentración más baja de cada antibiótico 

en un pienso medicado y autorizado en España ( ver apartado 3.3.2.6 en Material 

y Métodos) (Comisión Nacional de Coordinación en Materia de Alimentación Ani-

mal, 2014)  o 10 veces el LMR más bajo establecido en el Reglamento(CE) 37/2010 

para antibióticos en los que no existe una premezcla autorizada en España; y el 

nivel superior, 10 veces superior a estas. 

4.2.8.3. Veracidad

a)Agua

Los resultados se muestran en la tabla 4.12 de resultados de los parámetros 

de validación.

La veracidad, medida como sesgo, a nivel de 2,5 µg/l osciló entre -15 % para espi-

ramicina 1 y +10% para tilmicosina. Para las demás concentraciones osciló entre 
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-18% para eritromicina a nivel de 80 µg/l y +9 para tilmicosina a nivel de 40 µg/l y 

trimetoprim a nivel de 10 µg/l.

b)Miel

Los resultados se muestran en la tabla 4.13 de resultados de los parámetros 

de validación.

La veracidad, medida como sesgo, a nivel de 2,5 µg/Kg osciló entre -19% para tri-

metoprim y + 8% para flumequina. Para las demás concentraciones osciló entre – 

14% para cefoperazona a nivel de 20 µg/Kg y + 6% para ceftiofur a nivel de 10 µg/

Kg y flumequina a nivel de 40 µg/Kg.

c)Huevo

Los resultados se muestran en la tabla 4.14 de resultados de los parámetros 

de validación.

La veracidad, medida como sesgo, a nivel de concentraciones < 10 µg/Kg osciló 

entre -12% para ceftiofur y +9% para oxacilina. Para concentraciones ≥ 10 µg/Kg, 

osciló entre -16% para ampicilina y +8% para penicilina G, cefalexina, sulfacetami-

da y sulfametoxipiridacina.

d)Pienso

Los resultados se muestran en la tabla 4.15 de resultados de los parámetros 

de validación. 
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En este caso las concentraciones estudiadas para todos los analitos fueron > 10 µg/

Kg y la veracidad, medida como sesgo osciló entre -16% para cefalexina a nivel de 

2.000 µg/Kg y + 10% para dicloxacilina a nivel de 3.000 µg/Kg y flumequina a nivel 

de 12.000 µg/Kg. 

En todos los casos, para las concentraciones estudiadas, se cumplieron los criterios 

de aceptación establecidos en la Decisión 2002/657/CE  (Decisión de la Comisión, 

2002/657/CE, 2002)que establece un sesgo entre -30% - +10% para concentracio-

nes > 1 µg/l o µg/Kg a <10  µg/l o µg/Kg y de -20% - + 10% para concentraciones 

≥10 µg/l o  µg/Kg.

4.2.8.4. Precisión. Repetibilidad y Reproducibilidad intralaboratorio

Los resultados de precisión en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad in-

tralaboratorio calculados como coeficientes de variación o desviaciones estándar 

relativas (RSDr y RSDR, respectivamente) se encontraron por debajo de los criterios 

de aceptación establecidos en la Decisión 2002/657/CE (Decisión de la Comisión, 

2002/657/CE, 2002) en la que se establece que los CV % intralaboratorio no supe-

rarán el valor calculado mediante la ecuación de Horwitz. Además, para valores de 

concentración < 100 mg/Kg se indica que estos serán lo más bajos posible.

a) Agua

Los resultados se muestran en la tabla 4.12 de resultados de los parámetros 

de validación.
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El valor más elevado de RSDR para concentraciones > 1 - 10 µg/l se obtuvo para 

epi-clortetraciclina y tilmicosina a 2,5 µg/l (25 %) y para concentraciones >10 µg/l 

y <100 µg/l se obtuvo un 25 % para nafcilina y eritromicina a 40 µg/l y 20 µg/l, 

respectivamente. 

Los valores de RSDr fueron ≤ que los de RSDR en todos los casos.

b) Miel

Los resultados se muestran en la tabla 4.13 de resultados de los parámetros 

de validación.

El valor más elevado de RSDR para concentraciones > 1 - 10 µg/Kg se obtuvo para 

doxiciclina, cefalexina y tilmicosina a 2,5 µg/Kg (26%) y para nafcilina y tilosina a 

10 µg/Kg.  Para concentraciones >10 µg/Kg y <100 µg/Kg el valor más elevado de 

RSDR se obtuvo para cefoperazona a 40 µg/Kg (21%). 

Los valores de RSDr fueron ≤ que los de RSDR en todos los casos.

c) Huevo

Los resultados se muestran en la tabla 4.14 de resultados de los parámetros 

de validación.

En esta matriz, el valor más elevado de RSDR para concentraciones > 1 - 10 µg/

Kg se obtuvo un 24 % para ceftiofur a 2,5 µg/Kg y para cefoperazona a 5,0 µg/Kg. 

Para el rango de concentraciones >10 µg/Kg y <100 µg/Kg, el valor más elevado se 

produjo para epi-oxitetraciclina a 50 µg/Kg, con un 21%. Y para concentraciones 
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≥ 100 µg/Kg y <1.000 µg/Kg se obtuvo, como valor más elevado, el de 15% para 

eritromicina a 150 µg/Kg. 

Los valores de RSDr fueron ≤ que los de RSDR en todos los casos.

d) Pienso

Los resultados se muestran en la tabla 4.15 de resultados de los parámetros 

de validación.

En esta matriz, todas las concentraciones estudiadas fueron > 100 µg/Kg. Para con-

centraciones >100 µg/Kg y < 1.000 µg/Kg, el valor más elevado de RSDR fue 16% 

para dicloxacilina a la concentración de 300 µg/Kg. Para concentraciones ≥ 1.000 

µg/Kg el valor más elevado fue 14% para amoxicilina a 2.000 µg/Kg. 

Los valores de RSDr fueron ≤ que los de RSDR en todos los casos.

4.2.8.5. Límite de decisión o CCα y Capacidad de detección o CCß

Los valores obtenidos para los parámetros CCa y CCß se presentan en las tablas 

4.12, 4.13, 4.14 y 4.15 en cada una de las matrices estudiadas, agua, miel, huevo y 

pienso, respectivamente. Fueron estimados de acuerdo a lo indicado en los aparta-

dos de Materiales y Métodos 3.3.2.8. c) y d). 

En todos los casos, para las concentraciones estudiadas, se cumplieron los crite-

rios de aceptación establecidos en la Decisión 2002/657/CE que establece que, en 

condiciones de reproducibilidad, el Coeficiente de Variación (CV%) o Desviación 
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Standard Relativa (RSDR %) no superará el nivel calculado mediante la ecuación de 

Horwitz  (Decisión de la Comisión, 2002/657/CE, 2002)

Los resultados obtenidos tanto en los estudios de efecto matriz como los obtenidos 

para los parámetros cuantitativos tras la validación, muestran que se pueden uti-

lizar tanto patrones internos marcados isotópicamente como patrones internos no 

marcados isotópicamente, para corregir el efecto matriz y para la cuantificación, 

obteniéndose resultados adecuados y que cumplen los criterios establecidos en la 

legislación vigente.  

De los métodos publicados en matrices acuosas, en ningún caso se indicó que las 

muestras de agua fueran tomadas de los bebederos de los animales en las explo-

taciones ganaderas. Las propuestas de otros autores sobre métodos de análisis de 

antibióticos en agua, por esta técnica, incluían aguas residuales y aguas superficia-

les, con el objeto de estudiar la contaminación de las aguas con estos compuestos e 

incluían tanto antibióticos de uso humano como veterinario y además, otros com-

puestos farmacéuticos (Dasenaki & Thomaidis, 2015; Senta et al., 2017; Shaaban & 

Górecki, 2012; Voigt et al., 2020).

Los límites de cuantificación, en general superaron el valor de 2,5 µg/l obtenido en 

el método propuesto en esta tesis, a excepción de Voigt et al. (2020) que obtuvieron 

límites de cuantificación más bajos en algunos de los compuestos de las familias 

ß-lactámicos y sulfonamidas. 

Respecto a los métodos publicados en la matriz miel para análisis de antibióticos 

por cromatografía líquida con espectrometría de masas, algunos se enfocaron so-

lamente en el análisis de unos pocos antibióticos (Orso et al., 2015; von Eyken et 

al., 2019; Xu et al., 2021) o en una sola familia  (Amelin et al., 2020) y aquellos que 
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proponían un método multi-clase, en general, no cubrían todas las familias de anti-

bióticos incluidas en el método propuesto en esta tesis. En algunos casos, la familia 

de ß-lactámicos quedó excluída (Bohm et al., 2012; El Hawari et al., 2017; Jin et 

al., 2017; Louppis et al., 2017; Martínez Vidal et al., 2009). En otros casos, no se 

incluyó la familia quinolonas (Hammel et al., 2008) y en otros, también la familia 

sulfonamidas quedó excluída  (Bohm et al., 2012). Además, no siempre se estudia-

ron los compuestos Tilosina A y Tilosina B   (Gómez-Pérez et al., 2012; Hammel et 

al., 2008; Jin et al., 2017; Louppis et al., 2017; Martínez Vidal et al., 2009)      cuyo 

análisis simultáneo es fundamental debido a que la Tilosina A se degrada en Tilosi-

na B o Desmicosina durante el almacenamiento  (von Eyken et al., 2019). Tampoco 

se publicaron muchos métodos que incluyeran entre los antibióticos analizados la 

fumagilina, antibiótico muy importante en el análisis de miel, ya que ha sido utili-

zado en el tratamiento de la nosemosis, enfermedad producida en las abejas por los 

protozoos Nosema apis o Nosema ceranae (Reybroeck, Daeseleire, De Brabander, 

& Herman, 2012). Aquellos que analizaron este compuesto lo hacían como único 

compuesto en el método y con límites de cuantificación experimentales superiores 

al obtenido en esta tesis (5 µg/Kg) (Kanda et al., 2011; Nozal et al., 2008; van den 

Heever, Thompson, Curtis, Pernal, 2015). Respecto a los niveles más bajos estudia-

dos para todos los antibióticos objeto de análisis, en general, estos fueron superio-

res a los ensayados para esta matriz en esta tesis, a excepción de los mostrados por 

Amelin et al (2020) en su propuesta para el análisis de ß-lactámicos en miel y por 

Dmitrovic & Durden (2013) para fumagilina como único analito analizado.  

La matriz huevo ha sido menos estudiada desde el punto de vista de la propuesta 

de métodos multi-clase de antibióticos por cromatografía líquida acoplada a espec-

trometría de masas. Algunos de los métodos propuestos no incluyeron todas las 

familias de antibióticos propuestas en esta tesis   (Garrido Frenich et al., 2010; Li et 

al., 2018) y en aquellos trabajos que las incluían, no analizaban compuestos como 
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dapsona, sulfacetamida,  neospiramicina, ni los 4-epímeros de las tetraciclinas (Hu 

et al., 2021; Jiménez et al., 2011; Paoletti et al., 2021; Peters et al., 2009;  Wang, Lin, 

Huang, & Chen, 2017). Los trabajos donde se incluyeron mayor número de antibió-

ticos para esta matriz fueron los propuestos por Paoletti et al. (2021) que incluye-

ron 60 antibióticos y por Wang et al. (2017) que incluyeron 64 antibióticos. El nivel 

más bajo estudiado experimentalmente para aquellos antibióticos no autorizados 

en esta matriz fue 3,3 µg/Kg   (Paoletti et al., 2021) y el resto de autores estudiaron 

5 µg/Kg, 10 µg/Kg, 25 µg/Kg o superiores. Estos valores, en general, superaron el 

nivel más bajo estudiado en esta tesis para los antibióticos no autorizados en huevo, 

que fue de 2,5 µg/Kg para prácticamente todos esos compuestos, excepto para sul-

facetamida, doxicilina, cefoperazona (5 µg/Kg) y penicilina G (10 µg/Kg). 

Finalmente, tampoco la matriz pienso ha sido estudiada por muchos autores para 

desarrollar métodos multi-clase de antibióticos por cromatografía líquida acoplada 

a espectrometría de masas. Kaklamanos et al. (2013) proponían un método para 

analizar 48 compuestos de diferentes familias de antibióticos por cromatografía 

líquida acoplada a un espectrómetro de masas de alta resolución orbitrap en pienso 

de porcino. De los compuestos incluidos en el método, no se encontró ninguno de 

la familia ß-lactámicos.  Gómez-Pérez et al. (2015a) presentaron un método para 

analizar 300 compuestos que incluían medicamentos veterinarios y plaguicidas  y 

compararon las técnicas LC-ToF con LC-HRMS orbitrap. De las familias de anti-

bióticos que incluyeron, no se estudió ningún compuesto perteneciente al grupo de 

cefalosporinas dentro de la familia de ß-lactámicos. Otros autores (Decheng et al., 

2018; Patyra & Kwiatek, 2017) desarrollaron y validaron un método, que incluyó 

solamente la familia tetraciclinas en piensos de porcino y ave, por LC-MS (sim-

ple cuadrupolo), con lo que no se garantizaba la confirmación de las moléculas. El 

trabajo publicado por Decheng et al. (2018) contemplaba un método para la de-

terminación de antibióticos y agentes antivirales pero aplicado a piensos de origen 
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animal. Ninguno de los métodos presentados incluía piensos destinados a tantas 

especies animales diferentes como el método presentado en esta tesis, donde se 

ensayaron muestras de piensos para bovino, ave, equino, porcino, ovino y conejo 

durante el proceso de validación.

4.2.8.6. Relación efecto matriz-reproducibilidad intralaboratorio

Al igual que se realizó para la matriz leche en el método desarrollado por LC-HRMS 

(apartado 4.1), de nuevo se estudió la relación entre el efecto matriz corregido y la 

reproducibilidad intralaboratorio como RSDR% a nivel del límite de cuantificación 

para las matrices agua, miel, huevo y pienso. 

La figura 4.34. muestra la relación que se establece entre el % efecto matriz corregi-

do en valor absoluto y la reproducibilidad intralaboratorio como RSDR% a nivel del 

límite de cuantificación en la matriz pienso.
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Al representar las dos líneas de tendencia, no ocurrió como en la matriz leche en 

que para la mayoría de compuestos ambas líneas (%EM corregido en valor absoluto 

y RSDR%) seguían la misma tendencia, es decir, cuando el RSDR% era más desfa-

vorable, el % EM corregido era más elevado. Para las matrices agua, miel, huevo y 

pienso aproximadamente en la mitad de los compuestos ambas líneas seguían la 

misma tendencia, pero en la otra mitad, no se vió una relación directa entre un ma-

yor valor de reproducibilidad intralaboratorio y un mayor efecto matriz. La figura 

4.34 muestra, como ejemplo, lo que sucedió para la matriz pienso. Aproximada-

mente para la mitad de los analitos, un mayor efecto matriz corregido, no conllevó 

necesariamente una precisión más desfavorable.

4.2.9. Análisis de muestras

Los métodos desarrollados se aplicaron a muestras de todas las matrices estudiadas.

4.2.9.1. Agua

En el caso del agua de bebida de animales, el método se aplicó a 73 muestras de 

agua de bebida tomadas de explotaciones de aves. 

La figura 4.35 muestra el porcentaje de muestras con valor > CCa, es decir, No 

conformes, y el porcentaje de muestras con valor < CCa sobre la totalidad de las 

muestras analizadas en la matriz agua.
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19%

81%

>CC <CC

Figura 4.35. Porcentaje de muestras > CCa y < CCa. Muestras analizadas 73. Matriz agua.

La figura 4.36 muestra el número de muestras con resultado > CCa por cada analito 

para la matriz agua. 
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1 1

Enrofloxacina Ciprofloxacina Amoxicilina Doxiciclina Tilmicosina Tilosina A

Figura 4.36. Número de muestras con resultados > CCa por cada analito. Matriz agua.

De las 73 muestras analizadas, 14 tuvieron resultado > CCa  debido a la presencia 

de 1 o más analitos. Por lo tanto, un 19 % de las muestras fueron No conformes por 

superar el Límite de decisión o CCa. El analito que más frecuentemente se detectó 
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fue enrofloxacina, seguida de ciprofloxacina, amoxicilina, doxiciclina, tilmicosina y 

tilosina A. 

En la tabla 4.16. se muestran los analitos detectados en las muestras de agua con 

valores por encima del CCa, las concentraciones obtenidas para cada analito en 

cada una de las muestras con resultado No conforme, así como el valor del CCa y la 

calificación de cada muestra.

Tabla 4.16. Analitos detectados en las muestras de agua para ave por encima del CCa y concentracio-
nes obtenidas.

Muestra Analito Matriz Resultado
µg/l

CCα
µg/l

Confirmado 
(SI/NO) Calificación

1
Enrofloxacina

Agua para ave
>40 2,5 SI

No Conforme
Ciprofloxacina >40 2,5 SI

2
Enrofloxacina

Agua para ave
>40 2,5 SI

No Conforme
Amoxicilina >40 2,5 SI

3

Enrofloxacina

Agua para ave

7,4 2,5 SI

No ConformeTilosina A 5,4 2,5 SI

Doxiciclina 10,9 2,5 SI

4 Doxiciclina Agua para ave 7,9 2,5 SI No Conforme

5 Tilmicosina Agua para ave >40 2,5 SI No Conforme

6 Amoxicilina Agua para ave 5,2 2,5 SI No Conforme

7
Enrofloxacina

Agua para ave
>40 2,5 SI

No Conforme
Ciprofloxacina >40 2,5 SI

8 Enrofloxacina Agua para ave 5,0 2,5 SI No Conforme

9 Enrofloxacina Agua para ave 2,7 2,5 SI No Conforme

10 Enrofloxacina Agua para ave >40 2,5 SI No Conforme

11 Doxiciclina Agua para ave 14,3 2,5 SI No Conforme

12
Enrofloxacina

Agua para ave
>40 2,5 SI

No Conforme
Ciprofloxacina 3,3 2,5 SI

13 Doxiciclina Agua para ave >40 2,5 SI No Conforme

14 Enrofloxacina Agua para ave 10,3 2,5 SI No Conforme
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De las 14 muestras No conformes, 5 de ellas contenían más de un antibiótico con 

resultado > CCa. De las 9 muestras en las que se detectó el antibiótico enrofloxa-

cina, solamente en 3 fue detectado, además, su metabolito ciprofloxacina. Hubo 2 

muestras en las que se detectaron por encima del CCa más de un analito de diferen-

tes familias. Concretamente en una se detectó enrofloxacina y amoxicilina y en otra, 

tilosina, enrofloxacina y doxiciclina. En la totalidad de las muestras los analitos fue-

ron cuantificados y confirmados, pero ocurrió que, en 7 muestras, debido a que se 

superó el nivel superior validado (40 µg/l) para algún analito, no pudo informarse 

un valor numérico, sino que dichos resultados se informaron como “>40 µg/l”.  La 

presencia de estos antibióticos en estas dosis, claramente subterapeúticas, indica 

que los circuitos que sigue el agua en los bebederos de las aves, no sufren un proce-

so de limpieza exhaustivo tras los tratamientos terapeúticos. 

A la vista de los antibióticos detectados, todos ellos autorizados en aves de corral, 

se deduce que en ningún caso se realizó un uso fuera de las prescripciones del 

prospecto.

4.2.9.2. Miel

El método se aplicó a 28 muestras de miel de diferentes tipos tomadas de las ex-

plotaciones apícolas de la Comunidad Valenciana. No se obtuvo ningún resultado 

> CCa para ningún antibiótico en ninguna de ellas.

4.2.9.3. Huevo

En el caso de la matriz huevo, el método fue aplicado a 50 muestras de huevos to-

madas en centros clasificadores de huevos. 
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Solamente en 1 muestra fue detectado un antibiótico. Este fue sulfadiazina a una 

concentración de 5,6 µg/Kg. Teniendo en cuenta que, de acuerdo al Reglamento 

(UE) nº 37/2010, se trata de una sustancia no autorizada en especies que producen 

huevos para consumo humano, y que se superó el CCa (2,5 µg/Kg), la muestra se 

calificó de No conforme. Este es un ejemplo de sustancia autorizada cuyo uso se 

hizo fuera de las prescripciones del prospecto en aplicación del Reglamento (UE) 

2017/880 para la llamada prescripción en cascada que ya se mencionó en el apar-

tado de Introducción.

4.2.9.4. Pienso

El método fue aplicado a 44 muestras de piensos destinados a distintas especies 

animales.  

La figura 4.37 muestra el porcentaje de muestras con valor > CCa, es decir, No 

conformes, y el porcentaje de muestras con valor < CCa sobre la totalidad de las 

muestras analizadas en la matriz pienso.

23%

77%

>CC <CC
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Figura 4.37. Porcentaje de muestras > CCa y < CCa Muestras analizadas 44. Matriz pienso.

La figura 4.38 muestra el número de muestras con resultado > CCa por cada analito 

para la matriz pienso.
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Figura 4.38. Número de muestras con resultados > CCa por cada analito. Matriz pienso.

De las 44 muestras analizadas, 10 tuvieron resultado > CCa debido a la presencia 

de 1 o más analitos. Por lo tanto, un 23 % de las muestras fueron No conformes 

por superar el Límite de decisión o CCa. El analito más frecuentemente detectado 

fue oxitetraciclina, seguida de doxiciclina, florfenicol, sulfadiazina, trimetoprim, 

amoxicilina, epi-tetraciclina, tetraciclina, epi-clortetraciclina y tilosina. 

En la tabla 4.17. se muestran los analitos detectados en las muestras de pienso con 

valores por encima del CCa, las concentraciones obtenidas para cada analito en 

cada una de las muestras con resultado No conforme, así como el valor del CCa y la 

calificación de cada muestra.
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Tabla 4.17. Analitos detectados en las muestras de pienso por encima del CCa y concentraciones 
obtenidas.

Muestra Analito Matriz Resultado
µg/Kg

CCα
µg/Kg

Confirmado 
(SI/NO) Calificación

1
Doxiciclina Pienso para 

ave
5.433 1.250 SI

No Conforme
Florfenicol 1.671 1.000 SI

2
Sulfadiazina Pienso para 

caprino
4.664 1,250 SI

No Conforme
Trimetoprim 1.310 350 SI

3

Tilosina
Pienso para 
Porcino

1.734 500 SI

No ConformeDoxicilina 2.419 1.250 SI

Florfenicol >10.000 1.000 SI

4 Oxitetraciclina Pienso para 
aves 488 275 SI No Conforme

5 Amoxicilina Pienso para 
porcino 10.755 2.000 SI No Conforme

6 Amoxicilina Pienso para 
porcino 6.625 2.000 SI No Conforme

7 Oxitetraciclina Pienso para 
porcino 1.543 275 SI No Conforme

8 Oxitetraciclina Pienso para 
conejo 2.195 275 SI No Conforme

9 Oxitetraciclina Pienso para 
porcino 1.780 275 SI No Conforme

10

Epi-tetraciclina

Pienso para 
ovino

579 375 SI No Conforme

Tetraciclina 958 375 SI No Conforme

Epi-Clortetraciclina 493 375 SI No Conforme

Clortetraciclina 1.313 375 SI No Conforme

Sulfadiazina >12.500 1.250 SI No Conforme

Trimetoprim >3.500 350 SI No Conforme

De las 10 muestras No conformes, 4 de ellas contenían más de un antibiótico con 

resultado > CCa. La familia de antibióticos que se detectó con más frecuencia fue 

la de tetraciclinas y en la muestra en que se detectaron tetraciclina y clortetracicli-

na, también se detectaron sus correspondientes 4-epímeros. En la totalidad de las 

muestras los analitos fueron cuantificados y confirmados, pero hubo algún com-
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puesto como, florfenicol, sulfadiazina, y trimetoprim, que, en algún caso, la concen-

tración superó el nivel superior validado (10.000, 12.500 y 3.500 µg/Kg, respecti-

vamente) con lo que no pudo informarse un valor numérico, sino que se informó 

como “> de” dichos niveles de concentración. De todos los compuestos detectados, 

todos ellos autorizados, el único para el que no existe premezcla autorizada para la 

fabricación de piensos, fue para tilosina, con lo que debió tratarse de un uso fuera 

de las prescripciones, que requirió investigaciones adicionales por parte de los ser-

vicios de inspección. 

De acuerdo a los resultados obtenidos y teniendo en cuenta que los piensos analiza-

dos no son medicados, se evidencia que los niveles de contaminación cruzada de los 

piensos superan el 1%, respecto a la dosis del pienso anterior fabricado, acordado 

por la Comisión Nacional de Coordinación en Materia de Alimentación Animal. Ello 

implica que deben tomarse medidas adicionales en lo que respecta a la limpieza de 

las instalaciones de fabricación de piensos o bien implementar que la fabricación 

de los piensos medicados se realice en una línea diferente a la de los no medicados.

Control de calidad externo para miel, huevo y pienso

El método desarrollado en estas matrices se aplicó a la realización de muestras 

de control de calidad externo mediante la participación en ejercicios de inter-

comparación. 

La tabla 4.18. muestra los resultados obtenidos en los ejercicios de intercompara-

ción en que se participó desde 2017 a 2021 para las matrices miel, huevo y pienso.



280

Carmen Igualada Cañas
Ta

bl
a 

4.
18

. R
es

ul
ta

do
s d

e 
la

 p
ar

tic
ip

ac
ió

n 
en

 e
je

rc
ic

io
s d

e 
in

te
rc

om
pa

ra
ci

ón
 p

ar
a 

lo
s m

ét
od

os
 p

or
 L

C-
M

S/
M

S 
en

 m
ie

l, 
hu

ev
o 

y 
pi

en
so

. 
Pe

ri
od

o 
20

17
-2

02
1.

Fe
ch

a
O

rg
an

iz
ad

or
/E

je
rc

ic
io

M
at

ri
z

M
ue

st
ra

An
al

ito
Va

lo
r a

si
gn

ad
o

(µ
g/

K
g)

Va
lo

r 
in

fo
rm

ad
o

(µ
g/

K
g)

Z-
sc

or
e

Va
lo

ra
ci

ón

20
17

FA
PA

S/
02

32
8

M
IE

L
02

32
8

Ác
. O

xo
lín

ic
o

11
4,

6
11

4,
2

0,
0

Sa
tis

fa
ct

or
ia

En
ro

flo
xa

ci
na

13
6,

9
15

4,
7

0,
6

Sa
tis

fa
ct

or
ia

20
17

FA
PA

S/
02

31
6

M
IE

L
02

31
6

Cl
or

te
tr

ac
ic

lin
a

79
,9

63
,3

-0
,9

Sa
tis

fa
ct

or
ia

4-
ep

i-c
lo

rt
et

ra
ci

cl
in

a
71

,7
63

,3
-0

,5
Sa

tis
fa

ct
or

ia

4-
ep

i-c
lo

rt
et

ra
ci

cl
in

a 
+c

lo
rt

et
ra

ci
cl

in
a

13
0,

0
12

6,
6

-0
,1

Sa
tis

fa
ct

or
ia

20
18

PR
O

G
ET

TO
 T

R
IE

ST
E/

H
18

46
M

IE
L

H
18

46
Ti

lo
si

na
 A

30
,8

7
34

,9
0,

59
Sa

tis
fa

ct
or

ia

20
21

FA
PA

S/
02

42
0

M
IE

L
02

42
0

O
xi

te
tr

ac
ic

lin
a

23
,1

18
,8

-0
,9

Sa
tis

fa
ct

or
ia

20
21

FA
PA

S/
02

44
1

M
IE

L
02

44
1

Fl
um

eq
ui

na
22

,5
25

,8
0,

7
Sa

tis
fa

ct
or

ia

Ci
pr

ofl
ox

ac
in

a
29

,4
38

,4
1,

4
Sa

tis
fa

ct
or

ia

En
ro

flo
xa

ci
na

17
,2

23
,6

1,
7

Sa
tis

fa
ct

or
ia

20
18

PR
O

G
ET

TO
 T

R
IE

ST
E/

E1
81

3
H

ue
vo

E1
81

3
En

ro
flo

xa
ci

na
28

,0
31

,8
0,

61
Sa

tis
fa

ct
or

ia

Ci
pr

ofl
ox

ac
in

a
69

,1
1

69
,4

0,
02

Sa
tis

fa
ct

or
ia

20
18

PR
O

G
ET

TO
 T

R
IE

ST
E/

E1
78

3
H

ue
vo

E1
78

3
Er

itr
om

ic
in

a 
A

24
2,

15
24

2,
3

0,
00

Sa
tis

fa
ct

or
ia

Ti
lo

si
na

 A
21

9,
0

32
4,

5
1,

90
Sa

tis
fa

ct
or

ia

20
19

PR
O

G
ET

TO
 T

R
IE

ST
E/

E1
92

7
H

ue
vo

E1
92

7
Su

lfa
m

et
az

in
a

23
,8

8
27

,0
0,

53
Sa

tis
fa

ct
or

ia

20
20

W
ag

en
in

ge
n 

Fo
od

 S
af

et
y 

R
e-

se
ar

ch
 (W

FS
R

)
PI

EN
SO

B

4-
ep

i-c
lo

rt
et

ra
ci

cl
in

a 
+C

lo
rt

et
ra

ci
cl

in
a

2.
00

0
1.

71
0

-0
,8

2
Sa

tis
fa

ct
or

ia

4-
ep

i-o
xi

te
tr

ac
ic

lin
a 

+ 
O

xi
te

tr
ac

ic
lin

a
2.

60
0

1.
47

4
-1

,4
3

Sa
tis

fa
ct

or
ia

Fl
or

fe
ni

co
l

1.
30

0
1.

12
9

-0
,4

1
Sa

tis
fa

ct
or

ia

C
Ti

lo
si

na
 A

2.
00

0
2.

31
7

0,
38

Sa
tis

fa
ct

or
ia

4-
ep

i-c
lo

rt
et

ra
ci

cl
in

a 
+ 

Cl
or

te
tr

ac
ic

lin
a

1.
90

0
2.

10
4

0,
70

Sa
tis

fa
ct

or
ia



281

04. Resultados y discusión

En todos los casos, la valoración para todos los resultados fue satisfactoria, con lo 

que se demuestra que los resultados obtenidos fueron comparables a los del resto 

de participantes, lo que es una garantía de la fiabilidad de los mismos.
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5. Conclusiones

1.	 Los métodos desarrollados de cribado cualitativo y cuantitativo por Cro-
matografía Líquida acoplada a Espectrometría de Masas de alta resolución 
con analizador Orbitrap y los de confirmación cuantitativos por Cromato-
grafía Líquida acoplada a Espectrometría de Masas de baja resolución con 
analizador de triple cuadrupolo cumplen con los requisitos establecidos en 
la legislación europea y por tanto son aplicables al control oficial de antibió-
ticos en las matrices estudiadas. 

2.	Las combinaciones de solventes acuosos con acetonitrilo, en general, en 
medio ácido, ofrecen buenos resultados para la extracción de los antibióticos 
estudiados de las matrices músculo, riñón, leche, huevo y pienso.

3.	La presencia de ácido etilendiaminotetracético se hace imprescindible, 
tanto en los solventes de extracción, como en los solventes para preparación 
de la muestra previa a la Extracción en Fase Sólida (en agua y miel), cuando 
se incluye la familia de tetraciclinas en el análisis, especialmente si se re-
quiere llegar a límites bajos de cuantificación.

4.	El método QuEChERS UNE-EN-15662 no ofrece buenos resultados en 
numerosos compuestos de las familias tetraciclinas, ß-lactámicos, macróli-
dos y quinolonas lo que indica que debe ser modificado para adaptarlo a esos 
compuestos. 

5.	 La utilización de fases móviles conteniendo ácido fórmico 0,1 % como 
fase acuosa y metanol o combinación de metanol/acetonitrilo conteniendo 
ácido fórmico 0,1% como fase orgánica, junto con columnas de C18 de núcleo 
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duro, ofrece una adecuada respuesta, separación cromatográfica y simetría 
de pico en los métodos propuestos. 

6.	La utilización de patrones internos, tanto marcados isotópicamente, como 
compuestos análogos, y de rectas de calibrado en matriz extraída son estra-
tegias adecuadas para corregir el efecto matriz tanto en los análisis cualita-
tivos como cuantitativos, si bien, en ocasiones, no se corrige por completo.  

7.	 La presencia de antibióticos como sulfadiazina en huevo, y de tilosina en 
pienso para porcino, demuestra que se está realizando uso de antibióticos 
fuera de las prescripciones, lo que requiere prestar especial atención y estos 
usos deben ser investigados. 

8.	La presencia de algunos antibióticos tanto en agua de bebida para anima-
les como en pienso demuestra la falta de eficacia de los procesos de limpie-
za tanto de los bebederos de animales como de las líneas de fabricación de 
piensos, lo que requeriría tomar medidas adicionales. 



287

05. Conclusiones

Artículo científico

En relación con esta tesis, se ha publicado el siguiente artículo científico ya dispo-

nible online desde 8 noviembre de 2021: 

Validation of a multi-residue UHPLC-HRMS method for antibiotics screening in 

milk, fresh cheese and whey.

Igualada, C., Giraldo, J., Font G., & Yusà V. Journal of Food Composition and 

Analysis, https://doi.org/10.1016/j.jfca.2021.104265
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