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1. OBJETO DE LA MEMORIA.

Los benzimidazoles son antiparasitarios internos que se usan comunmente
para el control de gusanos endoparasitos del ganado bovino, ovino, caprino,
porcino y de las aves, asi como desparasitantes para perros y gatos. Son
empleados en la agricultura para el control de nematodos parasitos de diversos
cultivos y también presentan propiedades fungicidas, por lo que son empleados

durante el almacenaje y transporte de fruta y verdura.

Debido a su uso, estas sustancias pueden aparecer como residuos tanto en
alimentos de origen animal como en vegetales, pudiendo provocar efectos
adversos para la salud. Es por ello que la cantidad maxima de residuo de estos
compuestos en alimentos esta legislada en la Union Europea de modo que

superar esos limites constituye un delito contra la salud.

Por ello es necesario disponer de métodos analiticos para la determinacion
sensible y selectiva de estos compuestos en diversas matrices alimentarias. En
este sentido, el objeto de este trabajo fin de grado consiste en la evaluacion y
comparaciéon de dos metodologias analiticas para su control, usando la
cromatografia de liquidos capilar y la cromatografia de liquidos de ultra-alta

resolucion.
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INTRODUCCION

1 EMPLEO DE BENZIMIDAZOLES COMO ANTIHELMINTICOS

Los benzimidazoles son compuestos organicos que se componen de un
anillo de benceno unido a un anillo de imidazol en las posiciones 4 y 5. Son
ligeramente basicos, debido al nitrégeno del imidazol, que los hace capaces de
aceptar un protdon. Sin embargo, comparandolos con el imidazol, los
benzimidazoles se comportan como una base méas débil. El anillo de benceno
puede ayudar a deslocalizar los electrones del nitrégeno del imidazol a través de
una variedad de conformaciones en resonancia [1]. Esta conjugacién hace que
aumente la estabilidad de los benzimidazoles y disminuya la afinidad proténica
del nitrégeno del imidazol. Es bien conocido que el anillo de imidazol presenta
propiedades acidas y basicas, ya que esta molécula puede ser protonada

(pKa~5-6) o desprotonada (pKa~12)[2], como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. lonizacion de la molécula de benzimidazol bajo condiciones acidas (A) y

bajo condiciones basicas (B) [3].

[1]G. Jerez, G. Kaufman, M. Prystai, S. Schenkeveld,K. K. Donkor, J.Sep. Sci., 32 (2009) 1087.
[2]M. T.
[3]M. Danaher, H.Ruyckb, S.R.H. Crooks, G. Dowling ,M.O’Keeffe, J. Chromatogr.B, 845 (2007) 5.

Davies, P. Mammalis, V. Petrow, B. Sturgeon, J. Pharm. Pharmacol. , 3 (1951) 420 .
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Los benzimidazoles se introdujeron al principio de los afios 60. Los primeros
compuestos, tiabendazol, parbendazol, oxibendazol y mebendazol, eran muy
eficaces contra parasitos adultos y larvas de la mayoria de los nematodos
gastrointestinales del ganado. Posteriormente, a finales de los afios 70, se
introdujeron benzimidazoles de amplio espectro mas modernos como el
albendazol [4], el fembendazol [5] y el oxfendazol [6], eficaces también contra
larvas inhibidas asi como contra nematodos pulmonares y cestodos, pero no
contra las fasciolas, a excepcion del albendazol, eficaz contra las fasciolas

adultas.

Por lo que se refiere al espectro de actividad, el triclabendazol [7] es una
excepcion entre los benzimidazoles pues es eficaz contra adultos y todas las
fases de desarrollo de las fasciolas, pero no contra nematodos ni cestodos.
Otros benzimidazoles se conocen como pro-benzimidazoles (o pre-
benzimidazoles) porque, poco después de ser administrados y ya en el cuerpo
del hospedador, se transforman (sobre todo en el higado) en un benzimidazol
que es el que aporta la eficacia antihelmintica. El febantel [8] se transforma en
fenbendazol, el netobimin [9] en albendazol, y el tiofanato en un compuesto
benzimidazolico no comercializado como tal. Los pro-benzimidazoles suelen ser
mas solubles en agua y por tanto de mas facil formulacion y administracion. Los
benzimidazoles poseen un grupo sulféxido y sulfuro introducidos posteriormente

que ofrecen un espectro de actividad mucho més amplio y eficaz.

Los benzimidazoles mas empleados en el ganado y en mascotas son los que
se muestran a continuacion en la tabla 1, junto con su estructura y otras

caracteristicas:

[4]V.J. Theodorides, R.J. Gyurik, W.D. Kingsbury, R.C. Parish, Experientia 32 (1976) 702.

[5]C. Baeder, H. Bahr, O. Crist, D. Duwel, H. Kellner, R. Kirsch, H. Loewe, E. Schultes, E. Schutz, H. Westen, Experientia 30 (1974) 753.
[6]E.A. Averkin, C.C. Beard, C.A. Dvorak, J. Med. Chem. 18 (1975) 1164.

[71J.C. Boray, P.D. Crowfoot, M.B. Strong, J.R. Allison, M. Von Schellenaum, M. Orelli, G. Sarasin, Vet. Rec. 112 (1983) 315.

[8]P. Delatour, J. Euzeby, Le Point Véter 15 (1983) 63.

[9IM.M. Nafissi-Varchei, US patent, 4, 406 (1983) 893.
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Tabla 1. Benzimidazoles comunmente empleados

Pm
NOMBRE ESTRUCTURA pKa
(g/mol)
ALBENDAZOL (ABZ):[5-(propiltio)- NH___NH O
3
1H-benzimidazol-2-il]-, metilester \”/ \Lr 10.72 265.33
(acl) S §
ALBENDAZOL SULFONA (ABZ- °\\S//° o o
$02):N-[6-(propilsulfonil)-1H- N \|r \[( chs 10.11 297.33
benzimidazol-2-il]-, metilester Noo©
0]
ALBENDAZOL SULFOXIDO (ABZ- ll N o o
S0): N-{6-(propilsulfinil)-1H- AN \”/ \n/ ScH, 10.05 281.33
benzimidazol-2-il]-, metilester N o]
s
FEBENDAZOL (FBZ): [Metil 5-
= L (FB2): [Met QN o 11.78 299.35
feniltio)-2-benzimidazolcarbamato] AN L
N~ N~ ~OCH;
H H
FEBENDAZOL SULFONA (FBZ- AV
S N NH 0.
S02): N-[6-(fenilsulfonil)-1H- ’K”/ \”/ CH, 10.14 331.35
benzimidazol-2-il]-, metilester N o
FEBENDAZOL SULFOXIDO (FBZ- i
S0):N-[6-(fenilsulfonil)-1H- @/5 \\I/NH\I(O\CHZ 7.8 315.35
benzimidazol-2-il]-, metilester neoo
BENOMIL (BNM):Metil 1 NQ ew
( ):Metil 1- »\N)\\O, 3
(butilcarbamoil)-2- X H 11.78 290.32
benzimidazolcarbamato 0 EA\/\CHS
PARBENDAZOL (PBZ):Metil (5- N
butil-1H-benzoimidazol-2- \>—N OCHg 11.66 247.29
H;C N H
il)carbamato H
MEBENDAZOL (MBZ): 5-Benzoil-2- 2 . o}
benzimidazolcarbamico acido metil %HJ’LOCHG. 10.81 295.29
ester N
H
0O
AMINOMEBENDAZOL (NH2-MB2):
( ) 10.59 237.26

2-Amino-5-benzoil-1H-benzimidazol

N
YRGS

N

H




Pm

NOMBRE ESTRUCTURA pKa
(g/mol)
H
N
CARBENDAZIM (CBZ): Metil 2- N._OCHs
NDAZIM (CBZ): Metl @j\y il 11.62 191.19
benzimidazolcarbamato N 0
H
TRICLABENDAZOL SULFOXIDO cl N O
TCB-S0): 5-Cloro-6-(2,3- N—g’
S U,}" X 6.90 375.66
diclorofenoxi)-2-(metilsulfonil)-1H- Cl O H 3
benzimidazol Cl
Cl
TRICLABENDAZOL (TCB): 5- \>_ SCH
Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-2- ol o 3 7.01 359.66
(metiltio)-1H-benzimidazol ol H
N/
FUBERIDAZOL (FBZ): 2-(2- N
_ (FBZ): 24 >_(\/|| 11.20 184.19
Furanil)-1H-benzimidazol N @)
H
Cl N O
TRICLABENDAZOL SULFONA \>_ §— CH
(TCB-S02): 5-Hidroxi-2-(4- o o N & 9 6.37 391.66
tiazolil)benzimidazol H
Cl
o\\ //0 )
AMINOALBENDAZOLSULFONA 7{\/5 HW/NHz
ABZ-NH2-S02): 2-
5 ) °P N 9.90 278.77
Aminoalbendazol sulfona-d3h
acido clorhidrico
* HC|
HO
5-HIDROXITIABENDAZOL (5-OH- QN
TBZ): 2-(4-Tiazolil)-5- N‘ N 8.76 217.25
benzimidazolol H P
S




2.2 MODO DE ACCION, ACTIVIDAD BIOLOGICA Y TOXICIDAD.

Se han descrito en bibliografia diferentes modos de accion para los
benzimidazoles. La inhibicion de la formacion de microtibulos en los parasitos
se ha identificado como el modo de accion primario. Los benzimidazoles se
acoplan a la tubulina, una proteina estructural de los microtubulos celulares que
son organulos celulares esenciales en todo tipo de organismos. Los
microtUbulos actian en la secrecion de la mayoria de las enzimas digestivas y
los benzimidazoles impiden su funcionamiento normal. Como consecuencia se
perturba el proceso digestivo de los gusanos que acaban muriendo por ingesta
deficiente [10].

Otro modo de accién es el del ABZ, que consiste en bloquear la glucosa
tomada por los parésitos tanto en su fase larva como adulta, agotando sus
reservas de glucogeno y asi disminuyendo la formacion de ATP [11]. Igualmente
se ha comprobado que algunos benzimidazoles inhiben la accion de la enzima
acido fumarico reductasa en el parasito, blogueando la formacion del acido
succinico [12-13] e interrumpiendo el funcionamiento normal del ciclo del acido

carboxilico, el cual reemplaza al ciclo de Krebs en parasitos anaerdbicos.

En cuanto a su actividad biolégica, en la tabla 2 se muestra un resumen en
funcién del tipo de compuesto, parasito al que ataca y animal productor de

alimentos en el que se suele aplicar.

[10]E. Lacey, J.H. Gill, Acta Trop. 56 (1994) 245.

[11] E.M. Bennett, C. Bryant, Mol. Biochem. Parasitol.10 (1984) 335.

[12]R. Goldsmith, in: R. Goldsmith, D. Heyneman (Eds.), E. Norwalk, CT, 1989, p. 847
[13]R.K. Prichard, Int. J. Parasitol.3 (1973) 409.




Tabla 2. Actividad biologica en animales.

Benzimidazol Parasito Animal
Nematodos adultos, tenias
ABZ y lombrices Ovejas
gastrointestinales (Gl)
Nematodos pulmonares, .
. . Ovejas
lombrices Gl y tenias
Lombrices Gl, gusanos Cabras
pulmonares y tenias
FBZ Lombrices Gl, larva de Caballos
nematodos Gl
Gusanos pulmonares Cerdos
Nematodos pulmonares, Oveias
lombrices Gl y tenias J
FEB
Lombrices Gl y gusanos Cerdos
pulmonares
Gusanos pulmonares y .
tenias Ovejas
MBZ Lombrices GI, gusanos
. Cabras
pulmonares y tenias
Nematodos y lombrices Gl Aves de corral
OXil Lombriz Gl Ovejas, caballos, cerdos
TBZ
Lombrices GlI, P. equorum Caballos
TCB Trematodos Ovejas

'




En relacién a su toxicidad, respecto a los animales productores de alimentos
en los que se emplean, los benzimidazoles tienen mucha mas afinidad por la
tubulina de las células de los helmintos que por la de las células de los
mamiferos [14]. Esto permite que, a la dosis terapéutica, maten a los gusanos
sin dafar al hospedador [15]. De ordinario la tolerancia del ganado es buena,

incluso en animales jovenes o debilitados.

Los benzimidazoles no se fijan a los tejidos del hospedador, excretandose
rapidamente, lo que permite tiempos de espera o periodos de carencia del
suministro de benzimidazoles de entre 1 y 4 semanas en animales productores,
en funcién del compuesto y de la formulacion. No obstante, normalmente no
estan autorizados para el uso en vacas lecheras en produccién cuya leche esta

destinada al consumo humano.

El ABZ, CAM y PAR administrados a hembras prefiadas presentan actividad
teratogénicas para las crias. Sin embargo, FEB, FBZ, MBZ y OXI no presentan
efectos tetarogénicos en ovejas cuando son suministrados en la primera fase de
gestacion [16]. Flubendazol (FLU) produce diarrea en aves domésticas aunque
no llega a afectar a los huevos. El tratamiento en terneros con CAM produce

edemas pulmonares siendo fatales en algunos casos [17].

2.3 LEGISLACION SOBRE EL CONTROL DE RESIDUOS DE
BENZIMIDAZOLES EN ALIMENTOS

La utilizacion de farmacos veterinarios puede conllevar la presencia de residuos
de estos productos en los alimentos derivados, incluidos sus metabolitos y los

productos resultantes de su degradacion o reaccion.

La presencia de estos residuos en alimentos de origen animal puede
presentar efectos adversos para la salud y esta legislada, tanto la cantidad

maxima de ciertos medicamentos, como las sustancias que no pueden estar

[14] P. Dustin, Microtubules, second ed., Springer, Berlin, 1984.

[15] A. Desai, T. Mitchison, Ann. Rev. Cell.Dev.Biol.13 (1997) 83.

[16] European Agency for the Evaluation of Medicinal Products, EMEA/MRL/196/97-FINAL, 1997
[17] R. Froyman, H. de Keyser, AvianDis. 27 (1983) 43.




presentes, con lo cual el superar esos limites constituye un delito contra la

salud.

En el Libro Blanco sobre Seguridad Alimentaria [18] se establece el marco
juridico para alimentos destinados a la alimentaciéon animal, indicando la
necesidad de una aclaracién de las diferentes categorias de productos utilizados
en nutricion animal (aditivos, productos farmacéuticos, complementos). En el
apartado de contaminantes y residuos se indica la necesidad del
establecimiento y control de los limites maximos de residuos permitidos (LMR),
indicando que la legislacion comunitaria ha establecido normas para la fijacion
de estos LMRs (Directiva N. 2377/90/EEC concerniente al establecimiento de
LMR para medicamentos de uso veterinario en alimentos de origen animal)[19],

afiadiendo progresivamente anexos relativos a nuevas sustancias a controlar.

Se define el LMR como "la maxima concentracion de una sustancia quimica
determinada que puede admitirse en un alimento sin que signifique riesgo para
la salud" y més especificamente es “la concentracién o nivel maximo permitido
de un medicamento o sustancia quimica en un pienso o alimento desde el
momento del sacrificio, recoleccion, procesado, almacenamiento o0 venta y
consumo por animales o el hombre”. Se calcula para cada tejido (matriz) en
particular, dividiendo el producto de la IDA (Ingesta Diaria Admisible) y el peso
corporal promedio humano (60 kg) por la ingesta diaria estimada para ese tejido
en particular y se expresa en mg/kg o microgramos/kg del compuesto por kilo de
alimento fresco. Una vez que se establecen los LMRs, es necesario establecer
en qué momento a partir de la aplicacion de un producto veterinario, tanto el
principio activo como sus metabolitos se hayan eliminado hasta encontrarse en
un valor inferior al LMR. Este es el fundamento del establecimiento del "periodo
de restriccibn o periodo de retirada". El periodo de retirada de un producto
veterinario es el tiempo que debe transcurrir entre la dltima administracion del
mismo Yy el sacrificio o recoleccion de los productos que se derivan de esos

animales tratados destinados al consumo humano.

[18] Libro Blanco sobre Seguridad Alimentaria. Comision de las Comunidades Europeas. Bruselas, 12-1-2000. COM (1999) 719 final.
[19]. Reglamento 2377/90/CEE del Consejo, de 26 de junio de 1990, por el que se establece un procedimiento comunitario de fijacion de
los limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos de origen animal. DOCE L 224 de 18 de agosto de 1990.
Modificado por el Reglamento 1338/2000/CE de la Comision, de 20 de octubre de 2000. DOCE L 269 de 21 de octubre de 2000.
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Recientemente se dispone de un nuevo documento que sustituye al
Reglamento (CE) N° 2377/90 sobre LMR, el Reglamento (UE) n° 37/2010
[20],donde las sustancias farmacolégicamente activas se enumeran en un anexo
por orden alfabético, estableciéndose dos cuadros distintos: uno para las
sustancias prohibidas y otro para las sustancias autorizadas, entre las que se
encuentran antihelminticos como los benzimidazoles. En la tabla 3 se recogen

los LMRs para los distintos benzimidazoles legislados en diferentes tejidos para

distintas especies animales.

Tabla 3. LMRs de benzimidazoles legislados en tejido animal.

Benzimidazol Especie animal LMR (ug/kg) Tejidos diana
100 Musculo
100 Grasa
1000 Higado
Albendazol Todos los rumiantes
500 Rifién
100 Leche
50 Musculo
50 Grasa
Todas las especies 500 Higado
Fenbendazol destinadas
a la produccion 50 RifiéN
de alimentos,
excepto los peces 10 Leche
1300 Huevos

[20] Reglamento (UE) N° 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre de 2009relativo a las sustancias farmacologicamente activas y su
cIas/Tcamon por lo que se refiere a los limites méximos de residuos en los productos alimenticios de origen animal. DOUE, 20-1-2010,

——
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100 Mdusculo
100 Grasa
Todos los rumiantes,
Febantel porcinos y équidos
1000 Higado
500 Rifi6n
Todos los rumiantes 10 Leche
60 Musculo
Ovinos, caprinos 60 Grasa
Mebendazol & 'uidgs '
q 400 Higado
60 Rifion
100 Musculo
500 Piel y grasa
Oxibendazol Porcinos
200 Higado
100 RiA6N
100 Musculo
Bovinos y caprinos 100 Grasa
Tiabendazol
100 Higado
100 Rifion
225 Musculo
100 Grasa
Triclabendol 250 Higado
Todos los rumiantes
150 Rifién
10 Leche

——
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2.4 ANTECENTES SOBRE LA DETERMINACION DE BENZIMIDAZOLES

Los residuos de benzimidazoles y sus metabolitos pueden diferir
enormemente en sus propiedades fisicas y quimicas lo que constituye un reto
para el desarrollo de metodologia analitica multirresiduo. Entre la bibliografia
consultada se han encontrado varias propuestas de diferentes técnicas en la
determinacidn de estos compuestos en matrices biolégicas y alimentarias, como
los bioensayos, los métodos espectrofotométricos directos, la cromatografia en
capa fina, los métodos inmunoquimicos, la cromatografia de gases o la

cromatografia de liquidos [3].

El inconveniente que presenta la cromatografia de gases es que la mayoria de
los benzimidazoles no son volatiles por lo que es necesario realizar una
derivatizacion de los analitos y por ello es mayormente empleada la
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) [21]. La mayoria de estos
métodos emplean columnas de fase inversa (Cg 6 Cig) [3] y modo de elucion en
gradiente, ya que al utilizar el modo isocratico no se conseguia una buena

separacion de los analitos [22].

En general, los métodos mas empleados utilizan HPLC acoplada a
deteccién por fluorescencia (FL) [23,24], ultravioleta (UV) [25,26,27,28] y
espectrometria de masas (MS) [29,30,31]. La técnica de electroforesis capilar
(CE) acoplada a UV y MS también ha sido evaluada para la separacion y

determinacion de benzimidazoles en diversas matrices [32,33,34,35].

[21] M.T. Lafuente, J.L. Tadeo, J.J. Tuset, J. Chromatogr.Sci.25 (1987) 84.

[22]3.A. Bogan, S. Marriner, J. Pharm. Sci. 69 (1980) 422.

[23] R. Halko, C. Padron Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez, Chromatographia 60 (2004) 151.

[24] R. Halko, C. Padron Sanz, Z. Sosa Ferrera, J.J. Santana Rodriguez, J. AOAC Int., 89 (2006) 1403.

[25] Y. Santaladchaiyakit, S. Srijaranai, J. Sep. Sci. 37 (2014) 3354.

[26] T. Boontongto, Y. Santaladchaiyakit, R. Burakham, Chromatographia (2014) 1557.

[27] Y. Wen, J. Li, F. Yang, W. Zhang, W. Li, C. Liao, L. Chen, Talanta 106 (2013) 119.

[28] D. Chen, Y. Tao, Z. Liu, Z. Liu, L. Huang, Y. Wang, Y. Pan, D. Peng, M. Dai, Z. Yuan, J. Chromatogr. B 878 (2010) 2928.
[29] X. Xia, Y. Dong, P. Luo, X. Wang, X. Li, S. Ding, J. Shen, J. Chromatogr. B 878 (2010) 3174.

[30] A. Martinez-Villalba, E. Moyano, M.T. Galceran, J. Chromatogr. A 1313 (2013) 119.

[31] B. Guo, Z. Huang, M. Wang, X. Wang, Y. Zhang, B. Chen, Y. Li, H. Yan, S. Yao, J. Chromatogr. A 1217 (2010) 4796.
[32] L.C. Soliman, K.K. Donkor, J. Environ. Sci. Heal. Part B 49 (2014) 153.

[33]J. Shen, J. Tong, H. Jiang, Q. Rao, N. Li, L. Guo, S. Ding, J. AOAC Int. 92 (2009) 1009 .

[34] X.Z. Hu, M.L. Chen, Q. Gao, Q.W. Yu, Y.Q. Feng,Talanta 89 (2012) 335.

[35] J. Dominguez-Alvarez, M. Mateos-Vivas, D. Garcia-Gémez, E. Rodriguez-Gonzalo, R. Carabias-Martinez, J. Chromatogr. A. 1278
(2013) 166.
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En relacion con el tratamiento de muestra, la extraccion liquida es la mas
comunmente utilizada en el analisis de benzimidazoles en distintas matrices de
alimentos y biologicas [3]. En la dUltima década se ha propuesto la
microextraccion liquido-liquido (DLLME) como alternativa a la extraccion liquido-
liquido tradicional (LLE) [36]. Este método consiste en el empleo de una mezcla
ternaria de disolventes que incluye la muestra acuosa, un disolvente extractante
de alta densidad (cloroformo, clorobenceno, etc.) y un disolvente dispersivo que
tiene que ser miscible en ambos (metanol, acetonitrilo o acetona) [37]. Este
sistema de extraccion es medioambientalmente sostenible ya que la cantidad
necesaria de disolventes es de apenas unos microlitros, es una técnica barata y

el tiempo que requiere es corto [38,39].

2.5 GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFIA DE LIiQUIDOS Y SU
EVOLUCION

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es una técnica que se
basa en la separacion de los constituyentes de una mezcla para su posterior
identificacion y a menudo cuantificacion. El principio se fundamenta en los
equilibrios de reparto de los compuestos presentes entre dos fases no miscibles:
la fase estacionaria, inmovilizada en una columna o fijjada sobre un soporte y la
fase movil, que se desplaza en el seno de la primera. La velocidad de elucion de
los analitos retenidos en la columna dependera de la solubilidad de éstos en la
fase movil y de la fuerza de interaccién de dicho compuesto con la fase
estacionaria, por tanto, ambas fases juegan un papel importante en la

separacion.

En las separaciones por cromatografia liquida hay diferentes parametros

relacionados con la fase movil y la fase estacionaria que controlan la separacion:

a) La resolucion es una medida de la capacidad de separar una mezcla de
analitos y lo que se persigue es conseguir la maxima resolucién en el minimo

tiempo. Un valor de resolucion de 1.5 o superior entre dos picos asegura que los

[36] M. Rezaee, Y. Assadi, M.R MilaniHosseini, E. Aghaee, F. Ahmadi, S. Berijani, J. Chromatogr. A 1116 (2006) 1.
[37]M. Rezaee, Y. Yamini, M. Faraji, J. Chromatogr. A 1217 (2010) 2342.

[38] A. Zgota-Grzeskowiak, T. Grzeskowiak, TrendsAnal.Chem. 30 (2011) 1382.

[39]M.-I. Leong, M.-R.Fuh, S.-D. Huang, J. Chromatogr. A 1335 (2014) 2.
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dos componentes de la muestra estaran bien separados de forma que el area o
altura de cada pico pueda ser medida de forma exacta. La resolucion
cromatografica es funcion de tres parametros, el factor de retencion (k), la
selectividad (separacién de los apices de los picos) y la eficacia (N) (anchura de
los picos).

b) El factor de retencidn (k) es una medida de la retencion de una analito
dentro de una columna cromatografica y se puede calcular como la relacién
entre el tiempo de retencion corregido del analito y el tiempo muerto ty (tiempo
requerido por un compuesto inerte que no interacciona con la fase estacionaria).
La forma mas efectiva y conveniente de modificar k es ajustar la fuerza del
disolvente de la fase mdvil, por ejemplo, en fase inversa se cambia el porcentaje

de disolvente organico (modificador) de la fase movil.

c) La selectividad o factor de separacion es la capacidad de un sistema
cromatografico de distinguir quimicamente entre los componentes de una
muestra. Habitualmente es medida como la relacién entre los factores de
retenciéon de dos picos y pueden ser visualizada como la distancia entre los
apices de los dos picos. Afectan a la selectividad variables como el disolvente

organico, el pH de la fase mavil, fuerza del disolvente y aditivos o la temperatura.

d) La eficacia de un pico cromatografico es una medida del ensanchamiento
de la banda de analito. EI nimero de platos tedricos (N) es una medida de la
dispersion de pico, reflejando el rendimiento de la columna en la separacion
cromatografica. Se afecta por el volumen de inyeccion, los volumenes muertos y

el caudal de fase movil.

La HPLC es una técnica fundamental en la mayoria de los laboratorios de
ensayo y especificamente en los de calidad y seguridad alimentaria. Su
continuo desarrollo ha conseguido una mejora en los métodos de analisis
establecidos con anterioridad. Asi, en los Ultimos afios, para incrementar la
eficacia de la separacion, la sensibilidad de la deteccion y disminuir los tiempos
de andlisis de las columnas convencionales de HPLC, se ha reducido el

diametro interno de las columnas asi como el tamafio de particula del material

14

——
| —



de empaquetamiento. Los importantes avances que han tenido lugar en las
tecnologias de fabricacion de columnas, han permitido el desarrollo de
columnas micro y capilares que respecto a las convencionales de diametro
interno de 4.6 mm ofrecen diversas ventajas [40,41]. Debido al didametro
interno reducido, los caudales de fase movil utilizados con micro-columnas son
muy pequefios, lo que produce una disminucion considerable del consumo de
reactivos y disolventes, y por ello de los desechos generados y del impacto
medioambiental. Por otra parte, el pequefio volumen en el que se eluyen los
analitos proporciona mayor sensibilidad y mejoras de hasta 20 6rdenes de
magnitud en la respuesta del detector [42]. En comparacion con los sistemas
convencionales de HPLC, este tipo de técnicas mejoran la deteccion y
permiten obtener eficacias de separacion elevadas. Por ello, las micro-
columnas han sido muy utilizadas para aumentar la sensibilidad de la
deteccion y la resolucion cuando el volumen de muestra disponible para la
inyeccion es limitado o los compuestos a determinar se encuentran presentes

a bajas concentraciones en las distintas muestras.
La tabla 4 muestra una comparativa de las distintas técnicas de

cromatografia liquida en funcién del didmetro interno de la columna y del

tamafio de particula.

Tabla 4. Diferentes técnicas de cromatografia de liquidos

Nombre Didmetro interno | yqiocidad de flujo p:ft?gz?:(ﬂ;) Longitud (cm)
HPLC analitico | 3.2-4.6 mm | 0.5-2.0 mL(min 3-10 15-25
HPLCmicrobore | 1.5-3.2 mm | 100-500 uL/min 3-8 15-25
Micro-LC 0.5-1.5 mm 10-100pL/min 3-5 5-15
HPLC-capilar 150-500 um 1-10 pL/min 3-5 5-15
Nano-HPLC 10-150 pm | 10-1000 nL/min 3-5 5-15
UHPLC 2.1-46 mm | 0.1-1.0 mL/min 1.6-1.8 5-10

[40] J. Hernandez-Borges, Z. Aturki, A. Rocco, S. Fanali, J. Sep. Sci. 30 (2007) 1589.
[41]P. Molander, T.E. Gundersen, C. Haas, T. Greibrokk, R. Blomhoff, E. Lundanes, J. Chromatogr. A 847 (1999) 59
[42]A. Braithwaite, F.J. Smith en “Chromatographic Methods”, 5 Ed, Kluwer Academic Publishers (1996) p. 1
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La cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion (UHPLC), se basa en el
empleo de columnas cromatograficas rellenas con particulas de fase
estacionaria de tamafio inferior a 2 um a diferencia de las columnas
convencionales usadas en la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
gue emplean tamafios de particula de entre 3 y 5 um. La ventaja con respecto a
la cromatografia de liquidos capilar es la disminucion de los tiempos de andlisis,

lo cual es una gran ventaja en analisis rutinario.

El uso de tamafios de particula en la fase estacionaria inferiores a 2 um ha
obligado a desarrollar bombas que puedan ejercer la presion suficiente para
trabajar a caudales adecuados, soportando presiones superiores a 10000 psi,
inyectores capaces de inyectar cantidades cada vez menores y de soportar
presiones mucho mayores, y detectores mucho mas rapidos que sean capaces
de proporcionar suficientes puntos por pico cromatografico y con celdas de
deteccién mucho méas pequefias para evitar el ensanchamiento de pico[43].Esta
reduccion del tamafio de particula, reduce significativamente la altura
equivalente de plato tedrico, lo que posibilita la mejora en la eficacia del proceso
cromatografico, ya que permite trabajar a altos flujos de la fase maovil sin pérdida
de la calidad en la separacion cromatografica, lo que conlleva una reduccion del
tiempo de analisis, llegandose a determinar mas de 100 compuestos en menos
de diez minutos. La UHPLC puede acoplarse con detectores de UV-Vis, de
fluorescencia o espectrometria de masas (MS) siempre que la adquisicion de la
sefial sea lo suficientemente rapida como para ser compatible con una

separacion en un tiempo de analisis muy corto.

[43] F.M.E. Swartz.J. Liq. Chromatogr. Rel. Tech. 28 (2010) 1253.
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3. REACTIVOS Y MATERIAL

Todos los reactivos empleados son de grado analitico y los disolventes de
grado HPLC. EI acetonitrilo (MeCN), el metanol (MeOH) y el etanol (EtOH) se
adquirieron en VWR Chemicals-Prolabo BDH. El acido férmico y el acetato
amonico se adquirieron en EMSURE, ACS, Reag. PhEur. El agua empleada a lo
largo de todo el trabajo ha sido agua ultrapura (18.2 MQcm™) obtenida mediante
un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

Se partieron de disoluciones madre de cada uno de los 21 benzimidazoles en
estudio, preparadas en metanol, a las concentraciones que se indican en la
siguiente lista. Se prepararon 5 mL de una disolucién intermedia que contenia
los 21 analitos. Para ello se tomaron los volumenes de las disoluciones madre
gue se indican a continuacion, con objeto de conseguir una concentracion final

de 10 ppm para cada analito, enrasando con agua hasta el volumen final.

1. Albendazol (500 ppm): 0.1 mL

2. Febantel (1000 ppm): 0.05 mL

3. Benomilo (500 ppm): 0.1 mL

4. Parbendazol (500 ppm): 0.1 mL

5. Mebendazol (250 ppm): 0.2 mL

6. Carbendazin (250 ppm): 0.2 mL

7. Triclabendazol-sulfoxido (1000 ppm): 0.05 mL
8. Triclabendazol (1000 ppm): 0.05 mL

9. Albendazolsulfoxido (1000 ppm): 0.05 mL

10. Fuberidazol (1000 ppm): 0.05 mL

11. Amino albendazolsulfona (1000 ppm): 0.05 mL
12. Albendazolsulfona(500 ppm): 0.1 mL

13. Amino mebendazol (1000 ppm): 0.05 mL

14. 5-Hidroximebendazol (500 ppm): 0.1 mL

15. Oxibendazol (250 ppm): 0.2 mL

16. Tiabendazol (1000 ppm): 0.05 mL

17.  5-Hidroxitiabendazol (1000 ppm): 0.05 mL
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18.  Triclabendazol (1000 ppm): 0.05 mL

19. Febendazol (250 ppm):0.2 mL

20. Febendazolsulfona (250 ppm): 0.2 mL

21. Febendazolsulfoxido(oxfendazol) (1000 ppm): 0.05 mL

A continuacion, se preparé una disolucion de trabajo con una concentracion
de 2 ppm en cada uno de los analitos, diluyendo la disolucidon anterior con
agua, y conservandola a 4°C en vial de vidrio topacio para evitar la exposicidén

de la luz.

4. INSTRUMENTACION Y SOFTWARE

Para evaluar la HPLC capilar se utilizd un cromatografo de liquidos capilar
de la marca Agilent Technologies, modelo 1200, equipado con una bomba
capilar (maximo caudal: 20 pL/min), desgasificador automatico y
automuestreador (bucle de 8 uL), horno de columnas y detector de bateria de
diodos (DAD). La columna empleada fue una Zorbax XDB-C18 (Agilent
Tehnologies) de fase inversa (150 mm x 0.5 mm, 5 um tamafio de particula). La
adquisicién de datos y el procesado de los mismos se llevd a cabo con el

programa Agilent ChemStation (Rev. A.10.02, Agilent Technologies, Alemania).

El equipo de cromatografia liquida de ultra-alta eficacia (UHPLC) fue de la
marca Jasco, modelo X-LC. Este sistema soporta presiones de hasta 100 MPa,
y permite trabajar con un caudal o flujo de fase movil comprendido en el rango
de 0.001 a 2.000 mL/min. El detector acoplado era de UV-Vis, marca Jasco,
modelo X-LCTM 3080 DG. La columna empleada fue ZorbaxC18 Eclipse Plus
(Agilent Tehnologies) de fase inversa (50 mm x 2.1 mm, 1.8 um tamafo de
particula). Los cromatogramas obtenidos se registraron y procesaron con el
programa ChromNAV-JASCO.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El objeto de este trabajo ha sido la evaluacion de dos técnicas
cromatograficas, alternativas a la HPLC analitica, que se han empleado en la
separacion de una mezcla de benzimidazoles cominmente usados en medicina
veterinaria. Estas técnicas son la HPLC capilar y la UHPLC, ambas acopladas a
la deteccion UV, considerando la capacidad de absorcion de estos compuestos.
Para ello ha sido necesaria la optimizacion de ciertos parametros que afectaban

a la separacion cromatogréfica y que se discuten a continuacion.

5.1 OPTIMIZACION DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA

Con objeto de conseguir una buena resolucibn entre los picos
correspondientes a los analitos en estudio, a la vez que un método analitico
robusto, se procedio a la optimizacion de todas las variables que influyen en el
sistema cromatografico. Como criterio para seleccionar los valores 6ptimos de
las variables estudiadas se consider6 la resolucion entre los picos
correspondientes a cada analito, asi como la selectividad de la separacion para
cada una de las condiciones experimentales establecidas y la intensidad de la
sefal. Asi mismo, también se considero el tiempo de analisis con objeto de llevar

a cabo la separacién en el menor tiempo posible.

5.1.1 Cromatografia de liquidos capilar
5.1.1.1 Condiciones y pruebas preliminares

Para establecer unas condiciones de partida se seleccion6 como modo de
trabajo la elucion por gradiente, donde las caracteristicas de la fase movil se van
modificando a medida que transcurre la separacion con objeto de conseguir una

mejor resolucion de los analitos.

Comenzamos a estudiar el gradiente, empleando como fase movil una

mezcla de parte acuosa (A: agua) y organica (B: acetonitrilo). El gradiente

19

——
| —



inicialmente considerado y la velocidad de flujo se muestran en la tabla 5, la

temperatura de trabajo fue a 20°C:

Tabla 5. Gradiente inicial (velocidad de flujo: 7uL/min)

Tiempo %B
(min)
0.00 5.0
14.00 40.0
17.00 70.0
19.00 95.0
20.00 95.0
24.00 5.0
35.00 5.0

Las longitudes de onda a las que se registro inicialmente la absorbancia de los
compuestos fueron 210 y 290 nm, pero decidimos establecer 290 nm como la
longitud de onda o6ptima ya que a 210 nm la fase organica presentaba mayor
absorcion y por tanto una interferencia en el cromatograma. En la figura 3 se
muestra el espectro de absorbancia obtenido tras el analisis de la disolucién
patron de los 21 benzimidazoles estudiados, el espectro corresponde con el pico

obtenido en el minuto 20.

DADT1, 20.475 (1307 mAU, - ) of STD_2104.D
mAU

290 [ |

1080 |

T T T T T
200 25 250 275 300 325 350 375 nm

Figura 3. Espectro de absorbancia obtenido al tomar el pico a 20 min de la disolucion
de trabajo conteniendo los benzimidazoles (2 ppm de cada compuesto).
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Bajo estas condiciones de gradiente procedimos a la inyeccion de la
disolucién de trabajo de 2 ppm de cada analito, obteniendo el cromatograma que

se muestra en la figura 4.

Figura 4. Cromatograma de la disolucion patron de los benzimidazoles
considerados (2 ppm). Rojo: sefal registrada a 290 nm; Azul: sefal registrada a
210 nm

Como se observa, se consiguen separar sélo 14 analitos de los 21 en
estudio. El tiempo en el que comienzan a eluir los analitos de la columna es a
los 16 minutos, lo que implica un tiempo de andlisis muy largo, ademas de
terminar de eluir en la etapa de lavado de la columna. Por tanto, comenzamos a
variar el gradiente para conseguir que los analitos eluyan antes y no salgan en

la etapa de lavado.

Con esta finalidad se comenzé a variar el porcentaje de disolvente organico
(acetonitrilo:B) en la fase movil, aumentando progresivamente desde el 5 al 40
%. En las figuras 5-9 se muestra el efecto de esta variacion en los

cromatogramas obtenidos.
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DADT B, 51g-200, 5% acetonirio)
DAD1 B, Sig=290, f=off (Inicio gradiente 10% acetontnio)

7004

1 \ NN

] 1o 15 2 P3 30

Figura 5. Cromatogramas de la disolucion de trabajo de los benzimidazoles
estudiados al variar el porcentaje inicial de B (acetonitrilo) en la fase maovil: (Azul)
B = 5%; (Rojo) B = 10%.

DADT B, 16 Ret=off (PILIM 60531\ 1TD_2106.0)

604

504

306

o
o
)

i5 20 35 30 n

Figura 6. B = 20%.

DADT B, 0.6 PILNT G053 NS TD_2107-D)
mAL

Figura 7.B = 30%.
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Figura 8. B = 40%.

Como se puede observar, al ir aumentando el porcentaje de disolvente
organico (acetonitrilo, B) en la fase maovil al inicio del gradiente de elucion los
analitos salen antes de la columna , la resolucion entre picos mejora y los

tiempos de analisis comienzan a acortarse.

En la figura 8 se observa que al aumentar este porcentaje demasiado (40%),
la retencién de los analitos en la columna es insuficiente y varios analitos eluyen
casi simultaneamente a partir del minuto 5, produciéndose un solapamiento en
los picos. Por tanto, evaluando los diferentes resultados de este estudio
decidimos fijar el valor del % de acetonitrilo en la fase maovil al comienzo del

gradiente en un 30 % (B).

Posteriormente comenzamos a estudiar el tiempo que debe permanecer al
95%el disolvente organico de la fase mévil (B) para conseguir que los analitos
no eluyan en la etapa de lavado de la columna. Para ello aumentamos el
tiempo inicial de 2 min considerado en el gradiente inicial, a 4 min y a 10 min.
En la figura 9 se muestran los cromatogramas obtenidos al utilizar 4 min y 10

min, respectivamente.
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Figura 9. Cromatogramas obtenidos al usar un tiempo de 4 min (azul) y 10 min

(rojo) en el gradiente de elucion de los analitos al 95% de acetonitrilo (B).

Como se observa en la figura 9, manteniendo el % de B al 95 % 10 minutos
se consigue que los analitos no salgan en la etapa de lavado de la columna.
Por tanto, establecemos como gradiente definitivo el que se muestra en la tabla
6.

Tabla 6. Gradiente seleccionado para la separacion de los benzimidazoles
estudiados (velocidad de flujo 7uL/min)

Tiempo %B

(minutos)

0.00 30.0
14.00 40.0
17.00 70.0
19.00 95.0
29.00 95.0
31.00 30.0
42.00 30.0

5.1.1.2 Evaluacion de la naturaleza del disolvente organico en la fase movil.

El metanol, al igual que el acetonitrilo, es ampliamente empleado como
disolvente organico de la fase movil en HPLC. Por tanto, considerando el
gradiente anteriormente establecido se evalu6 el uso de metanol en la fase
movil y se compararon los resultados con los obtenidos cuando se empled
acetonitrilo, tanto observando los cromatogramas (figuras 10 y 11) como
considerando la resolucion entre picos (tablas 7 y 8). En general, usando

24

——
| —


http://www.fqm302.es/blog/wp-content/uploads/2016/06/Ultimainyecci%C3%B3n.jpg

metanol se observé un aumento de la resolucién entre picos aunque se retraso
considerablemente la elucion de éstos, aumentando el tiempo de analisis.

DAD1B. S:5-290.16 Ref~of (4 minutos a1 95% de faze orgamea)

e ACETONITRILO
13+14+15

16
12 18
17
M

Figura 10. Cromatograma obtenido usando acetonitrilo (B) como disolvente
organico de la fase movil

Tabla 7. Resoluciones entre los picos (fase movil= B: acetonitrilo; A: agua)

Analito Tiempo retencién(min) Resolucién
1 5.5 -
2 5.7 0.73
3 6.2 1.38
4 7.1 2.17
5 7.6 1.2
6 8.0 -
7 8.3 -
8 9.4 1.62
9 13.2 5.5
10 16.6 4.02
11 23.8 9.97
13 25.2 2.69
14 25.6 0.92
15 25.9 0.77
16 26.8 3.21
17 27.8 1.62
18 29.1 2.22
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DAD1 B, Sig=290.16 Ref=off (PILN16060TNINYECC~-2\STD_2112.D)
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Figura 11.Cromatograma obtenido usando metanol (B) como disolvente
organico de la fase movil

Tabla 8. Resoluciones entre los picos obtenidos
(fase mévil= B: metanol; A: agua).

Analito Tiempo Resolucion
retencion
(min)

1 14.4 -

2 15.3 0.5
3 21.13 3.24
4 23.3 2.53
5 23.7 0.74
6 25.3 3.69
7 26.1 2.19
8 26.7 2.19
9 27.6 -

10 28.1 -

11 28.4 0.77
13 29.5 2.44
14 30.0 1.14
15 31.0 2.85
16 31.3 0.90
17 32.2 2.14
18 32.6 0.92
19 34.3 4.17

Igualmente se evalué el etanol como disolvente organico de la fase movil, ya
gue presenta caracteristicas similares al metanol y tiene un impacto
medioambiental menor. Como se muestra en la figura 12 y en la tabla 8, el

resultado no fue muy satisfactorio ya que se resolvieron menos compuestos.
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Figura 12. Cromatograma obtenido usando etanol (B) como disolvente

Finalmente

Tabla 8. Resoluciones entre los picos obtenidos

de la fase movil

(fase movil= B: etanol; A: agua)

Analito Tiempo retencion | Resolucion
(min)
1 6.3 -
2 6.9 1.31
3 7.3 0.69
4 8.9 291
5 9.9 1.21
6 10.8 1.00
7 11.9 1.21
8 14.2 2.5
9 20.6 6.55
10 22.5 1.92
11 23.2 -
13 25.4 -
14 250 0.79
15 26.6 2.67
16 27.0 1.08
17 27.4 1.41
18 28.4 K83
se optd6 por evaluar el empleo de

organico

una mezcla

acetonitrilo:metanol, 50:50 (v/v) como condiciones intermedias a las estudiadas

anteriormente, combinando las fuerzas de elucibn de ambos disolventes

organicos. Los resultados obtenidos mejoraron los alcanzados utilizando

individualmente acetonitrilo o metanol, como se observa en la figura 13.
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El acetonitrilo presenta mayor fuerza eluotrépica que el metanol, de ahi que
al emplearse la combinacién de ambos, se consigue separar los analitos. La
resolucién entre picos se muestra en la tabla 9. A partir de este estudio

decidimos establecer como disolvente organico de la fase acuosa una mezcla

acetonitrilo:metanol, 50:50 (v/v).
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DAD1 B, Sig=290, 16 Ref=off (PILNSTD_2120.D)

S502ACETONITRILO

4 502 METANOL

12

11

13414

15+16

.

17

T T
s 20

T
25

T
30

T
35

T
40

Figura 13. Cromatograma obtenido usando como fase mévil: (A) agua; (B)

Tabla 9. Resoluciones entre los picos (fase movil= B: etanol; A: agua)

acetonitrilo:metanol 50:50 (v/v)

Analito Tiempo Resoluciéon
retencion
(min)

1 6.6 -

2 7.8 1.82
3 8.8 1.43
4 10.5 2.60
5 11.9 1.72
6 14.1 2.09
7 16.2 1.98
8 21.2 4.59
9 23.1 1.80
10 24.4 -

11 25.8 12.84
12 27.0 1.14
13 29.5 6.57
14 30.8 3.51
15 31.0 0.55
16 32.6 3.77
17 34.3 3.47

28

——
| —



http://www.fqm302.es/blog/wp-content/uploads/2016/06/DEFACETO-METANOL.jpg

5.1.1.3 Evaluacion de la naturaleza de la fase acuosa

Con objeto de comprobar si la modificacion del pH de la parte acuosa (A) de
la fase movil tenia alguna influencia en la separacion de los benzimidazoles en
estudio, se estudié el efecto de la presencia de acido férmico o tampon acetato
amonico en la porcion acuosa, en comparacion con el efecto del empleo de
agua.

En primer lugar, se prepardé una disoluciéon acuosa con un 0.1% de &cido
férmico. En la figura 14 se muestra el cromatograma obtenido, observandose
un empeoramiento en la separacion respecto al uso de agua en (A). Debido al
caracter acido de la fase movil, los analitos con carga se eluyeron rapidamente
y los picos se solaparon, empeorando la resolucién considerablemente

respecto al uso de agua en (A).

A ACUOSA AGUA ). 1 ACIDO FORMICO
’ FASE ORGANICA 50%ACETONITRILO-50%METANO

Figura 14. Cromatograma obtenido con fase movil: (A) fase acuosa 0.1 % acido

férmico; (B) acetonitrilo:metanol 50:50 (v/v)

Por otro lado, se estudid la influencia del uso de una disolucion tampon
acuosa 50 mM de acetato amédnico en A. Como se muestra en la figura 15, la
separacion fue muy satisfactoria, obteniéendose una buena eficiencia

cromatografica y picos bien resueltos (tabla 10).
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Figura 15. Cromatograma obtenido con fase movil: (A) disolucion tampén de

acetato amonico 50 mM; (B) acetonitrilo:metanol 50:50 (v/v).

Tabla 10. Resoluciones entre los picos usando fase mavil: (A) disolucién tampon

de acetato amonico 50 mM; (B) acetonitrilo:metanol 50:50 (v/v)

Analito Tiempo ..
.. . Resolucién
retencion (min)

1 8.1 -

2 9.0 2.10
3 12.0 5.22
4 13.2 1.92
5 16.5 4.34
6 18.7 2.65
7 19.9 1.56
8 21.8 2.19
9 23.7 2.42
10 25.0 2.86
11 27.5 7.51
12 29.7 6.14
13 30.5 2,555
14 31.0 1.89
15 31.2 0.58
16 31.8 2.26
17 34.1 7.48

Por ello, esta fase mévil junto con el gradiente anteriormente seleccionado
fueron consideradas como las condiciones Optimas para la separacién de los
benzimidazoles en estudio mediante HPLC capilar, pudiendo ser empleadas
para trabajos posteriores de aplicacion.
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5.1.2 Cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucion
5.1.2.1 Condiciones y pruebas preliminares

Para evaluar la aplicacion de esta técnica en la separacion de los
benzimidazoles considerados decidimos inyectar en el sistema UHPLC la misma
disolucion de trabajo conteniendo los 21 benzimidazoles en estudio, a una
concentracion de 2 ppm y emplear la misma fase movil ya optimizada en el
estudio anterior usando HPLC capilar, pero readaptando el tiempo de analisis y
el gradiente, ya que esta técnica es mucho mas rapida. El resultado se muestra
en la figura 16, donde aparece el cromatograma obtenido a las condiciones
iniciales junto con el gradiente aplicado (tabla 11). La velocidad de flujo de la
fase movil fue de 0.4 mL/min y la temperatura de columna de 20°C. En todas las
figuras del estudio se decidi6 registrar un cromatograma de un blanco (agua
MilliQ) ya que se observaron algunos picos interferentes presentes en el sistema

(cromatograma representado en rojo en las figuras del estudio).

——Muestra03 - CH1
Blanco03 - CH1

Figura 16. Cromatograma obtenido con fase movil: (A) disolucion tampén de acetato

amonico 50 mM, (B) acetonitrilo:metanol 50:50 (v/v)

Tabla 11. Gradiente inicial (velocidad de flujo: 0.4 mL/min)

Tiempo (min) %B
0 30
4 40
6 95
10 95
12 30
15 30
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Como se puede apreciar, se ha reducido considerablemente el tiempo de
analisis pero el gradiente aplicado origina una elucion rapida de los analitos y
por tanto se produce solapamiento entre ellos y pérdida de resolucion.

Para evitar esto comenzamos a realizar cambios en el gradiente siguiendo
las mismas pautas que llevamos a cabo en el estudio anterior. En las figuras
17,18 y 19 se muestran los diferentes cromatogramas obtenidos al variar el
porcentaje inicial de disolvente organico (B = acetonitrilo:metanol; 50:50 (v/v))
estudiando los valores de 10%, 15% y 20%, respectivamente.

~muestra02 - CH1
—blanco01 - CH1

120
100
80
%B

60

40

20

Figura 17. Cromatogramas de la disolucion de trabajo de los benzimidazoles
estudiados al variar el porcentaje inicial de B (acetonitrilo) en la fase movil (10%)

8000 ——muestraiso2 - CH1,
blancoiso2 - CH1

« %B

20

Figura 18. B: 15%
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——muestraiso2 - CH1
—— blancoiso2 - CH1

120
100
80
%B

60

40

20

Figura 19. B: 20%

Tal y como se observa, al ir aumentando paulatinamente el porcentaje inicial
de B en la fase movil, los analitos salen con anterioridad y con mejor resolucion,
pero el Ultimo grupo de analitos se mantienen solapados. Para ello vamos a
suavizar el porcentaje de gradiente, en detrimento del aumentar el tiempo de
analisis. A medida que se suavizaba el gradiente se mejoraba la resolucién del
altimo grupo de analitos. En las figuras 20-23 se muestran los cromatogramas
obtenidos junto con el perfil del gradiente utilizado, observandose como a
medida que aumenta mas lentamente el porcentaje de B en la fase moévil se
incrementa el tiempo de andlisis a la vez se produce una mejora de la resolucion

de los picos.

—muestraiso2 - CH1
—— blancoiso2 - CH1

o %B

8.0 10.0 12.0 14.0 16.0
Retention Time [min]

Figura 20. Cromatograma obtenido con gradiente 1 (tiempo de analisis: 18 min)
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——muestra02 - CH1
——blanco02 - CH1

%B

Intensity

Intensity

%B

Figura 22. Cromatograma obtenido con gradiente 3 (tiempo de analisis: 25 min).

3 estra03 - CH1
— blancoD2 - CH1

|

Intensity

;“ l h ll .l'i"l )

15.0 20.0 25.0
Retention Time [min]

10.0

Figura 23. Cromatograma obtenido con gradiente 4 (tiempo de analisis: 28.5
min).

Finalmente se decidié seleccionar como éptimo el gradiente 4 (figura 23) al
obtener la mejor resolucién entre picos. La tabla 12 muestra el gradiente

optimizado.
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Tabla 12. Gradiente 6ptimo seleccionado (velocidad de flujo: 0.4 mL/min)

Tiempo (min) % B
0 20
5 20

13 22.5
24 80
25.5-26.5 95
27.5 20
28.5 20

5.1.2.2 Evaluacion del flujo de la fase movil

Con objeto de evaluar el caudal de fase mévil empleado durante la
separacion, se consideré su modificacion respecto al caudal fijado al inicio del
trabajo (0.4 mL/min), considerando el gradiente optimizado. En este estudio se
probaron valores de 0.3, 0.4 y 0.5 mL/min.

Al aumentar el caudal de la fase movil, disminuye el tiempo de analisis
porque los analitos son eluidos mas pronto de la columna, al mismo tiempo que
se observa un aumento de la presion, lo cual va en perjuicio de la vida del
equipo. lgualmente, una elucion demasiado rapida de los analitos puede implicar
una pérdida de resolucion entre picos. Cabe sefialar que en este estudio se

prestd especial atencion a la variacion de presion del sistema durante el analisis.

Con objeto de confirmar la repetibilidad entre analisis consecutivos bajo las
mismas condiciones de separacion, se comprob6 que la presion del sistema al
inicio y al final del analisis fuera la misma, lo que es un primer sintoma de un

buen reequilibrio de la columna a las condiciones iniciales de separacion.

Los resultados del estudio se muestran en las figuras 24-26.
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—muestroflujo - CH1
6000 — blancoiso2 - CH1

Figura 24. Cromatograma obtenido empleando un flujo de 0.3 mL/min.

—muestra03 - CH1
—blanco02 - CH1

Intensity

10.0 15.0 20.0
Retention Time [min]

Figura 25. Cromatograma obtenido empleando un flujo de 0.4 mL/min.

—muestroflujo - CH1
— blancoiso2 - CH1

Intensity

10.0

15.0
Retention Time [min]

Figura 26. Cromatograma obtenido empleando un flujo de 0.5 mL/min
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Observando los resultados, no se pudo seleccionar el valor éptimo de flujo
aunque se descarto el valor de 0.3 mL/min. A 0.5 mL/min (figura 26), los picos
3,4y 5 se separan, pero el 1y 2 se solapan; mientras que a 0.4 mL/min (figura
25), los picos 3,4, y 5 se solapan y los picos 1 y 2 se separan. Teniendo en
cuenta que no es significativa la mejora en resolucion usando estos dos valores,
se decidio llevar a cabo el estudio del siguiente parametro a optimizar, la
variacion de la temperatura de la columna, tanto a 0.4 mL/min como a 0.5
mL/min de flujo, con objeto de seleccionar la situacion 6ptima para una mejor

separacion de los compuestos.

5.1.2.3 Evaluacion de la temperatura de separacion

El aumento de temperatura de la columna en la separacion cromatogréfica
permite trabajar a flujos mayores, mejorando el poder de elucién de la fase movil
al alterar la viscosidad y ademas, puede cambiar la selectividad y mejorar la
resolucién en la separacion de algunos compuestos. También reduce la pérdida
de eficacia en los picos al trabajar con presiones elevadas.

Como hemos indicado anteriormente, estudiamos la variacion de la
temperatura a flujos de 0.4 y 0.5 mL/min. Se probaron las temperaturas de 30°C
y 40 °C, considerando que en las experiencias previas hemos empleado una
temperatura de columna de 20°C.

En la figura 27, se muestra el cromatograma obtenido al realizar el analisis a
30°C y un flujo 0.5 mL/min. Como se observa, los picos 1 y 2 que salian algo
solapados a una temperatura de 20°C, ahora tienen mejor resolucion. En la
figura 28 se realiz6 el mismo andlisis a una temperatura de 30°C y un flujo de 0.4
mL/min pero el resultado no fue satisfactorio, ya que los picos 3,4 y 5 se

solapaban aun mas.
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—muestratemp30-2 - CH1
— blanco30-1 - CH1

>
=
(%]
=
Q
=
=
—

Retention Time [min]

Figura 27. Cromatograma obtenido con flujo de 0.5 mL/min y temperatura de la

columna de 30°C

Intensity [pV]

10.0

15.0
Retention Time [min]

Figura 28. Cromatograma obtenido con flujo de 0.4 mL/min y temperatura de la

columna de 30°C.

Por tanto, tras realizar ésta prueba, decidimos establecer como flujo de fase

movil 6ptimo el de 0.5 mL/min.

El siguiente paso fue aumentar la temperatura de la columna a 40 °C usando
el flujo de fase moévil éptimo. En la figura 29 se muestra el cromatograma

obtenido.

——
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—muestratemp40-2 - CH1
—_ blanco40-1 - CH1 |

Figura 29. Cromatograma obtenido a flujo de 0.5 mL/min y temperatura de la

columna de 40°C.

En este caso los picos 9, 10 y 11 se vuelven menos estrechos y no se
consigue resolver mucho mas los picos 1 y 2, no mejorandose la resolucion y
eficacia obtenida con 30°C. Por ellos se decide seleccionar un flujo de fase maovil

de 0.5 mL/min y una temperatura de columna de 30°C (Figura 27).

5.1.2.4 ldentificacion de los picos cromatograficos

Para la identificacion de cada pico del cromatograma respecto a cada uno de
los benzimidazoles presentes en la disolucion de trabajo inyectada (2 ppm de
cada analito), se trabajo con las condiciones de separacion optimizadas: 30°C
de temperatura de columna, un flujo de fase mdvil de 0.5 mL/min, una
composicién de fase mévil de (A) tampdn agua:acetato amoénico y (B) mezcla
acetonitrilo:metanol (50:50) (v/v), trabajando en el modo gradiente indicado en la
tabla 12. Para ello se llevd a cabo la inyeccidbn de disoluciones patron
individuales de cada compuesto en estudio con una concentracion de 3 ppm.
Los tiempos de eluciéon obtenidos para cada analito se compararon con los
tiempos de elucién obtenidos en el estudio de la mezcla, ya que eran
reproducibles. El resultado de la identificacién se muestra en la Figura 30, donde
se indican las abreviaturas de cada compuesto en cada pico.
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BEN+CBZ —muestratemp30-3 - CH1
T blanco30-1 - CH1

TCB SO2+Unknow

Unknow

5-OH-
MBZ
BZ-502
MBZ

FBZ-50 A

10.0 15.0
Retention Time [min]

Figura 30. Cromatograma obtenido en las condiciones 6ptimas de trabajo en el

gue se muestra identificado cada uno de los benzimidazoles en estudio.

Como se puede comprobar el benomilo y el carbendazin (BEN+CBZ) se
encuentran solapados y ha sido imposible su resolucion en la optimizacion de
variables. Esto es debido a que el benomilo es un producto de degradacion del
carbendazin y su conversién se produce rapidamente en disoluciones tanto
acuosas como organicas, estando permitida su cuantificacion como suma de
ambos en la legislacion de residuos en alimentos [44].

Igualmente analizando el cromatograma se seleccionaron finalmente 18
analitos de los 21 inicialmente incluidos. Procedimos a eliminar de la mezcla en
estudio el NH2-ABZ-SO2 porque se encontraba solapado con el 5-OH-TBZ,
presentando una resolucion menor a 1,5. No obstante dejamos en el estudio 2
metabolitos més del ABZ. También se eliminé del método de cuantificacion el
FUB con objeto de evitar el solapamiento con el ABZ-SO. Por ultimo, eliminamos
el PBZ, por la misma razon, ya que solapa con el FBZ.

Para todos los demas compuestos, las resoluciones fueron aceptables,
siendo posible su deteccion y cuantificacidon a estas condiciones y pudiendo
establecerse para ello las correspondientes rectas de calibrado.

[44] R. P. Singh, L D. Brindle, T.R .B. Jones, J. M. Miller, M. Chiba, Can. J. Appl. Mass Spectrom. 40, (1995)36.
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5.1.2.5 Rectas de calibrado

Para comprobar el rango lineal del método cromatogréafico propuesto para la
determinacion de residuos de benzimidazoles, se establecieron rectas de
calibrado para cada analito, preparando disoluciones patron mezcla de todos
ellos a los siguientes niveles de concentracion: 0.5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm,
8ppm. Cada disolucion se inyect6 dos veces. En la figura 31 se muestra el
cromatograma obtenido a un nivel de concentracién de 8 ppm para cada analito.

—
=
=
=
D—
=
‘@
=
=
=

10.0

15.0
Retention Time [min]
Figura 31. Cromatograma correspondiente al nivel de concentracion de 8 ppm

del rango lineal establecido.

Los parametros estadisticos calculados mediante regresion lineal por
minimos cuadrados, asi como los pardmetros de calidad del método, se
muestran en la tabla 13. Los limites de deteccién (LD) y cuantificacién (LQ) se
calcularon considerando una relacion sefal/ruido (S/R) de 3 veces para

determinar los LDs y de 10 veces para establecer los LQs.

Las rectas de calibrado se establecieron considerando las areas de pico
como sefial analitica, en funcidon de la concentracion de cada analito. La
representacion grafica de las rectas de calibrado de cada uno de los

benzimidazoles estudiados se muestran en la figura 31.
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Figura 31. Rectas de calibrado de los compuestos estudiados.
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Continuacion figura 31. Rectas de calibrado de los compuestos estudiados.

Tabla 13. Pardmetros estadisticos y de calidad del método propuesto

Analito Rango lineal Ecuacion de la R” (%) LD(ppm) | LQ(ppm)
(ppm) recta
5-OH-TBZ 0.37-8 y = 14629x + 2354 0.998 0.11 0.37
BEN+CBZ 0.34-8 y =11792x + 1387 0.998 0.10 0.34
TBZ 0.46-8 y = 13695x + 1543 0.998 0.14 0.46
ABZ-SO 0.45-8 y = 10089x + 958.6 0.999 0.13 0.45
ABZ-S02 0.38-8 y = 11205x + 1567 0.998 0.11 0.38
NH2-MBzZ 1.32-8 y = 6690x + 885.3 0.997 0.39 1.32
FBZ-SO 0.59-8 y =7632x + 635.3 0.999 0.18 0.59
5-OH- 0.26-8 y = 8475x + 1366 0.998 0.08 0.26
MBz
FBZ-SO2 0.43-8 y = 6097x + 845.1 0.998 0.13 0.43
().} 1.16-8 y =1976x + 436.8 0.997 0.35 1.16
MBZz 0.42-8 y = 5064x + 1529 0.993 0.13 0.42
ABZ 0.35-8 y = 6560x + 1079 0.998 0.10 0.35
FBT 0.12-8 y = 9295x + 4668 0.991 0.03 0.12
FBZ 0.18-8 y = 7949x + 2150 0.996 0.05 0.18
TCB-S02 0.13-8 y = 5275x + 2640 0.996 0.04 0.13
TCB-SO 0.26-8 y = 6801x + 37.42 0.994 0.08 0.26
TCB 0.30-8 y =5176x - 1338 0.992 0.09 0.30

44

——
| S—




5.2 Comparativa de los métodos cromatograficos estudiados

En la tabla 14 se resumen las condiciones cromatograficas optimizadas para

cada uno de los métodos propuestos para la determinacién conjunta de

benzimidazoles, usando tanto HPLC capilar como UHPLC.

Tabla 14. Resumen del procedimiento cromatografico propuesto para ambas

técnicas
HPLC capilar UHPLC
Compuestos estudiados Tabla 1 Tabla 1
Columna C18, Zorbax XDB C1s, Zogl’j‘: Eclipse
(5 um, 150x0.5 mm) (1.8 pm, 50 x 2.1mm)
Temperatura de la columna 20°C 30°C
Volumen de inyeccion 8 uL 5uL

Composicion de la fase

A: Agua/50mM acetato

amonico

A: Agua/50mM acetato

amaonico

movil B: Acetonitrilo/metanol B: Acetonitrilo/metanol
50:50(v/v) 50:50 (v/v)

. 0 min-20%B,

0 min-30%B, )
) 5min-20%B,

14 min-40%B, )
) 13min-22.5%B,

17min-70%B, )

_ . 24min-80%B,
Gradiente 19 min-95%B,

29 min-95%8B,
31min-30%B,
42 min-30%B.

25.5min-95%B,
26.5min-95%B,
27.5min-20%B,
28.5min-20%B.

Tiempo de andlisis 42 min 28.5 min
Caudal de la fase movil 7 pL/min 0.5 mL/min
Longitud de onda 290 nm 290 nm
( ]
L % J




Ambas técnicas cromatograficas constituyen una interesante alternativa a la
HPLC analitica ya que HPLC capilar es una técnica miniaturizada en la que se
emplean muy bajos flujos de fase mavil, al utilizar columnas de diametro interno
reducido e incluso de inferior longitud, obteniéndose muy buenas eficacias
aunque los tamafnos de particula son similares a las columnas cromatograficas
convencionales (5 pum). Sin embargo en UHPLC hemos usado una columna de
tamafo de particula inferior a 2 um y de menor longitud (5 cm vs. 15 cm usados
en HPLC capilar) lo que implica un tiempo de analisis inferior con excelentes

resoluciones.
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6. CONCLUSIONES

v Se ha planteado el estudio de una familia de compuestos de interés en
seguridad alimentaria, los benzimidazoles. Estos compuestos son
antiparasitarios y antifingicos usados en medicina veterinaria y en agricultura,
pudiendo encontrarse como residuos en alimentos y su contenido no debe

sobrepasar el establecido en la legislacion.

v' Para llevar el control de estos residuos, se ha planteado la puesta a punto de
dos metodologias cromatogréaficas usando técnicas avanzadas como la HPLC
capilar y la UHPLC, ambas acopladas a la deteccion UV.

v' Se han optimizado todas las variables que afectan a la separacion
cromatografica usando ambas técnicas, tales como la composicion de la fase
movil, el gradiente, la temperatura de la columna y el flujo de fase movil con

objeto de conseguir la mejor resolucion y eficacia en el menor tiempo posible.

v' Se han establecido las rectas de calibrado con patrones y los parametros de
calidad del método que emplea UHPLC-UV ya que ofrece tiempos de analisis
mas cortos, por lo que seria mas recomendable su aplicacion como técnica de
rutina en comparacion con HPLC capilar, realizando previamente un estudio del
tratamiento de muestra adecuado para la extraccién de estos contaminantes de

matrices reales.
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