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RESUM

En aquest treball s’ha realitzat una avaluacié de diversos sorbents per la seva
utilitzacié en tecniques de extraccié d’'un grup de farmacs. La técnica d’extraccié
utilitzada en aquesta avaluacié és I'extraccié en fase solida (SPE).

Els sorbents avaluats sén I'lsolute SCX, el Supelclean SAX i una combinacié dels dos
sorbents. S6n sorbents de mode mixte d’intercanvi ionic de base silice. L'lsolute SCX és
d’intercanvi cationic i el Supelclean SAX és d’intercanvi anionic.

Per dur a terme l'avaluacid, s’han optimitzat les condicions cromatografiques per
poder avaluar i optimitzar el procés de SPE.

El métode optimitzat s’ha avaluat a diferents tipus de mostra de complexitat diversa.
S’han analitzat mostres d’aigua ultrapura, de riu i de depuradora. Els resultats obtinguts
del sorbent SCX sdn satisfactoris, ja que retenen selectivament els compostos basics,
pero pel sorbent SAX i al sorbent combinat, els resultats sén menys satisfactoris, ja que
els analits acids no interaccionen de la manera esperada amb el sorbent SAX.

ABSTRACT

In this work, an evaluation of several sorbents for use in extraction techniques for a
group of drugs has been carried out. The extraction technique used in this evaluation is
solid phase extraction (SPE).

The sorbents evaluated are Isolute SCX, Supelclean SAX and a combination of the two
sorbents. They are silica-based mixed-mode ion exchange sorbents. Isolute SCX is cation
exchange and Supelclean SAX is anion exchange.

To perform the evaluation, the chromatographic conditions have been optimized to
evaluate and optimize the SPE process.

The optimized method has been evaluated on different sample types of varying
complexity. The results obtained for the SCX sorbent are satisfactory, since they
selectively retain the basic compounds, but for the SAX sorbent and the combined
sorbent, the results are less satisfactory, since the acidic analytes do not interact as
expected with the SAX sorbent.



1. OBJECTIU

En aquest treball, I'objectiu principal és avaluar nous materials per utilitzar-los com a
sorbents en técniques d’extraccid, especialment en I'extraccié en fase solida.

S’han seleccionat diferents farmacs per dur a terme aquesta avaluacié. Els farmacs
s’han determinat per HPLC-UV amb detector de diodes en fila (DAD). S’ha avaluat
I'extraccid dels analits en diferents mostres d’aigua.

A partir dels resultats obtinguts, es calcula la recuperacié dels diferents analits en
cada tipus de mostra i per cada tipus de sorbent.

Per tant, en aquest treball, a més de I'objectiu principal, es pretén:

e Assolir coneixements sobre la tecnica SPE.

e Entendre el funcionament de la técnica HPLC-UV/DAD.

e Optimitzar les condicions de treball per a obtenir resultats fiables.
e Interpretar els resultats obtinguts.

2. INTRODUCCIO, FONAMENTS | ANTECEDENTS BIBLIOGRAFICS

El treball ha estat realitzat al laboratori del grup de Cromatografia i Aplicacions
mediambientals a la Facultat de Quimica de la Universitat Rovira i Virgili, sota la
supervisié de la Dra. Rosa Maria Marcé i la Dra. Naria Fontanals. El grup de recerca té
una linia centrada en el desenvolupament de nous materials per a técniques d’extraccio.

El treball es basa en I'avaluacié de nous materials per a la seva utilitzacié en técniques
d’extraccié. Aquesta avaluacié es duu a terme determinant un grup de farmacs,
considerats contaminants emergents, en aigua.

Els productes farmacéutics (PFs) constitueixen un grup important dels contaminants
emergents (CE)?, degut al seu potencial per induir efectes fisiologics adversos a baixes
concentracions en humans i animals. Molts estudis® arreu del mén han reportat la
preséncia d'un gran nombre d'aquests compostos en diferents medis aquatics?, cosa que
genera preocupacio pels possibles efectes negatius que es produeixen a I'aigua, la salut
humana i la vida silvestre. La preséncia de PFs a I'ambient aquatic preocupa per la seva
persistencia, la bioacumulacid, la toxicitat i la generacidé de resisténcia a antibiotics de
molts microorganismes, entre altres conseqliéncies encara no estudiades a I'ambient.

Per determinar aquests farmacs s'utilitza generalment el méetode cromatografia
liquida d'alta resolucié acoblada a espectrometria de masses (LC-MS/MS)3 amb
preconcentracio de la mostra emprant una técnica d’extraccio.



Entre les diferents técniques d’extraccié* pel tractament de mostres liquides
destaquen I'extraccié liquid-liquid, I'extraccié en fase solida (SPE), la microextraccié en
fase solida (SPME), i 'extraccié amb barres magneétiques agitadores®, essent I'SPE una de
les més emprades.

2.1. EXTRACCIO EN FASE SOLIDA

L'extraccié en fase solida (SPE) és una técnica dissenyada per a la preparacid i la
purificacid rapides i selectives de la mostra abans de I'analisi cromatografica. A la SPE,
s'aillen un o més analits d'una mostra liquida mitjancant la seva retencié a una fase
estacionaria solida.

Un metode SPE consta generalment de quatre etapes. Es pot observar a la imatge 1.

e Condicionament. Preparacié del sorbent per processar la mostra.

e Carrega de la mostra. Passar la mostra a través del cartutx per tal que els
analits quedin retinguts.

e Rentat. Arrossegament per rentat de compostos no desitjats que hagin
guedat retinguts.

e FElucid. Desorcid selectiva i recollida dels analits d’intereés.

Acondicionamiento - Carga muestra - Llavado - Elucién -> Concentracién

Disolvente Muestra Disolvente Disolvente o
Interferentes
Cartucho con [} Analito
adsorbente
|| Activacién
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Imatge 1. Procediment de I'extraccio en fase solida.

La preparacioé de la mostra mitjancant SPE canvia la matriu original d’'una mostra a un
entorn de matriu més senzilla. Aixo simplifica i millora I'analisi qualitativa i quantitativa
final. Un procediment optim de SPE permet: #

e Canviar les matrius de mostra perqué siguin més compatibles amb el
metode cromatografic que s’utilitzi.



e Concentrar els analits per augmentar la sensibilitat.

e Eliminar les interferencies que provoquen un soroll elevat de fons, pics
erronis o poca sensibilitat durant I'analisi cromatografica.

e Protegir la columna analitica dels contaminants.

e Automatitzar el procés d’extraccio.

2.1.1. TIPUS DE SORBENTS

Un sorbent és un material utilitzat per retenir liquids, gasos o particules solides. Les
caracteristiques generals que un sorbent ha de tenir sén:

e Alta capacitat d'absorcié o adsorcié. Un bon sorbent ha de tenir la
capacitat de retenir una quantitat significativa dels analits d'interes.

e Selectivitat. Idealment, un sorbent hauria de tenir la capacitat de retenir
selectivament I'analit o grup d’analits d'interes, sense afectar en gran mesura
altres substancies presents a |'entorn.

e Velocitat d'absorcié o adsorcié. Un eficient sorbent ha d'actuar
rapidament per retenir I'analit o grup d’analits d'interés.

e Estabilitat quimica. Es desitjable que un sorbent sigui quimicament
estable, resistent a la degradacié o reaccions quimiques indesitjables amb la
substancia que es busca absorbir o adsorbir.

e Reutilitzacié o regeneracié. En molts casos, és avantatjés que un sorbent
sigui reutilitzable o regenerable, cosa que permet el seu Us repetit i redueix els
costos i residus associats.

e Baixa toxicitat. Ha de ser segur per manipular-lo i utilitzar-lo, especialment
en aplicacions on pot entrar en contacte amb aliments, aigua potable o altres
productes sensibles.

La seleccié del material sorbent és determinant per aconseguir la selectivitat
adequada del nostre procediment d’extraccié; per aix0 haurem de considerar les
caracteristiques de la matriu de la mostra, la naturalesa i la concentracidé dels analits
d'interes, aixi com els compostos presents a la mostra que poden provocar
interferéncies.

Els materials sorbents es poden classificar® en:

e Sorbents hidrofobics. En fase invertida, els grups funcionals no polars del
sorbent actuen segons les forces de Van der Waals. Les cadenes alquiliques i
aromatiques sén grups funcionals que mostren afinitat amb compostos de
polaritat mitjana i baixa. Els grups silanols lliures de |'adsorbent afavoreixen les
interaccions polars.



e Sorbents hidrofilics. Les fases normals permeten una neteja eficient de
molécules amb grups polars. Presenten grups polars a I'estructura. Per exemple,
els grups funcionals diol poden millorar I'extraccié de compostos polars davant
de Cis. Un exemple de sorbent hidrofilic és el sorbent Oasis HLB, que és un
sorbent polimeéric universal de fase invertida, que es va desenvolupar per a
I'extraccid d'una amplia gamma de compostos acids, basics i neutres de diverses
matrius mitjangant la utilitzacié d'un protocol senzill i genéric. Com que el
sorbent Oasis HLB s'humiteja amb |'aigua, manté la seva capacitat per a una
major retencid i excel-lents recuperacions tot i que el sorbent s'assequi.’

e Sorbents d'intercanvi ionic. La retencié d’intercanvi idonic es basa en la
interaccid idnica. Aquest sorbent crea una forta atraccié amb els grups funcionals
de carrega oposada dels compostos de la mostra.

e Sorbents d'afinitat. Els sorbents per afinitat es preparen immobilitzant
sobre la superficie del suport els lligands que interaccionen especificament amb
les macromolécules d’interés. Les molecules utilitzades com a lligands
bioespecifics o pseudoespecifics inclouen anticossos, proteines, inhibidors,
cofactors, colorants i ions quelatants.

e Sorbents mixts. Els sorbents mixts mostren més selectivitat que els
anteriors. Les cadenes d'intercanvi ionic i hidrofobiques, quimicament lligades a
la silice o al polimer, ofereixen una selectivitat Unica. Els compostos que tinguin
funcionalitat acida o basica son retinguts per la funcié d'intercanvi.®

Actualment els sorbents d’intercanvi idnic de mode mixt han agafat molta
importancia, ja que combinen una alta selectivitat i una bona capacitat de retencio.

2.1.2. SORBENTS D’INTERCANVI IONIC DE MODE MIXT

Els sorbents d'intercanvi idnic de mode mixt es poden classificar en quatre grups
segons la part idnica que s'hi uneix.®

Els materials d'intercanvi cationic fort (SCX) estan funcionalitzats amb grups sulfonics
(pKa < 1), que es mantenen carregats negativament independentment de les condicions
de pH. Aquests materials estableixen interaccions d'intercanvi cationic amb els
compostos protonats (basics) de la mostra.

En canvi, els materials forts d'intercanvi d'anions (SAX) que estan funcionalitzats amb
amines quaternaries es mantenen carregats positivament i estableixen interaccions
d'intercanvi d'anions amb compostos desprotonats (acids) de la mostra.

La caracteristica comuna d'aquests materials és que el material es manté carregat
independentment del pH, i les interaccions amb els analits es poden promoure o



interrompre en funcio de la capacitat de carrega dels compostos en les diferents etapes
d'extraccio.

Els materials d'intercanvi cationic feble (WCX) solen modificar-se amb acid carboxilic
o qualsevol grup acid feble (pKa < 4) que estigui carregat negativament a valors de pH
per sobre del seu pKs. Aquest grup estableix interaccions d'intercanvi cationic amb els
compostos protonats (basics) de la mostra. Durant l'etapa d'elucié, l'additiu acid
assegura la protonacid del fragment acid feble (acid carboxilic) del material en lloc de
canviar la capacitat de carrega dels compostos. A mesura que els grups ionics del
material adopten la seva forma neutra, ja no poden establir interaccions idniques amb
els compostos, que elueixen gracies a la forca d'elucié del dissolvent organic.

Els materials d'intercanvi d'anions febles (WAX) es modifiquen amb amines primaries,
secundaries o terciaries (pKs > 6). Aquest grup cationic afavoreix les interaccions
d'intercanvi ionic amb els compostos acids desprotonats (pKs < 4) de la mostra en
condicions de pH neutre, quan els dos grups funcionals estan en la seva forma carregada.

En general, les interaccions ioniques especifiques entre els materials d'intercanvi ionic
en mode mixt i els compostos no es veuen alterades tret que es modifiqui el pH. També
permet utilitzar dissolvents d'alta forca d'elucié durant I'etapa de rentat, la qual cosa
afavoreix la selectivitat quan s'utilitzen materials d'intercanvi d'ions en mode mixt en les
tecniques d'extraccio.

2.1.2.1. MATERIALS DE BASE SILICE

Els sorbents basats en silice® d'intercanvi idnic de mode mixt combinen tant
fragments d'intercanvi idonic com grups de cadena alquil de manera que puguin establir
simultaniament interaccions idniques i interaccions en fase invertida, respectivament.
Diverses marques comercials proporcionen aquest tipus de absorbents. Per exemple, la
serie Isolute de Biotage ofereix Isolute HCX (SCX), HCX-Q (WCX) i HAX (SAX). En particular,
Isolute HCX combina cadenes d'alquil Cs (no polars) i el grup funcional -SO3™ (SCX).

ISOLUTE HCX, HCX-3 i HCX-5 es basen en una combinacid de grups quimics
d'intercanvi cationic fort i cadenes no polars (Cs, Cis i Ca respectivament). Aixd permet
eluir les interferéncies retingudes només per interaccions no polars o d'intercanvi
cationic. Només s'extreuen analits amb caracteristiques no polars i basiques mitjancant
la série de sorbents ISOLUTE HCX i proporciona un extracte final extremadament pur.®

El sorbent SPE de mode mixt ISOLUTE HAX es basa en una combinacié d'intercanvi
d'anions fort i cadenes d’hidrocarburs no polars. Permet eluir les interferéncies
retingudes només per interaccions no polars o d'intercanvi d'anions. Només els analits
amb caracteristiques no polars i acides s'extreuen mitjancant el sorbent ISOLUTE HAX,



proporcionant un extracte final extremadament pur. L'enfocament de mode mixt per a
I'extraccid de farmacs és extremadament robust. El mecanisme de retencid inicial dels
analits és no polar (hidrofobic) i no es veu afectat per la forca ionica alta o variable de la
matriu.t0

En general, aquests sorbents es basen en la silice, que és un compost quimic format
principalment per atoms de silici i oxigen (SiO2). A continuacid, es presenten algunes
caracteristiques generals dels sorbents de base silicia: !

e Area superficial. Al voltant de 500 m2/g com a maxim. Permet una
capacitat d'adsorcié gran i una interaccié eficient amb els compostos a separar.

e Porositat controlada. Permet ajustar la selectivitat i la capacitat de
retencié dels compostos objectiu.

e Estabilitat quimica. Poden arribar a degradar-se.

e Baixa afinitat per compostos polars. Atés que aquests sorbents
normalment estan funcionalitzats amb grups apolars, tenen una baixa afinitat per
compostos polars, cosa que els fa adequats per a la separacié de compostos no
polars o lleugerament polars. Tot i aix0, es poden modificar quimicament per
millorar la seva capacitat de retencié de compostos polars.

e Versatilitat. La superficie dels sorbents de base silice es pot modificar
guimicament mitjancant diferents grups funcionals. Aixd permet ajustar i millorar
la selectivitat i la capacitat de retencio dels analisis d’interés.

2.1.2.1. MATERIALS DE BASE POLIMERICA

Els materials polimeérics d'intercanvi idnic de mode mixtes!'? preparen incorporant
grups funcionals ionics a I'estructura polimerica. Es poden introduir funcionalitzant el
polimer amb un grup idnic o per copolimeritzacié amb un monomer que ja conté aquest
grup ionic. De la mateixa manera, els grups ionics es poden classificar com SCX (acid
sulfonic), SAX (amina quaternaria), WCX (acid carboxilic) o WAX (amina primaria,
secundaria o terciaria).

Lestructura polimérica que regeix les interaccions de fase invertida pot ser
macroporosa o hiperreticulada. Depenent de la morfologia del polimer (macroporosa o
hiperreticulada) i de la polaritat de I'estructura polimérica (hidrofobica o hidrofila), la
retencié dels sorbents polimérics d'intercanvi idnic de mode mixt'? es millora en
comparacié amb la dels sorbents basats en silice.

Hi ha diferents marques que ofereixen una amplia gama d’aquests tipus de sorbents.
Entre d’altres, destaquen la série Oasis de Waters, la série Strata de Phenomenex, serie
Bond Elut Plexa d'Agilent Technologies, Chromabond HR de Macherey-Nagel i la familia
Cleanert (PS-DVB funcionalitzat, 600 m?/g) de Bonna-Agela Technologies.



Per exemple, Oasis HLB és un polimer multiusos, molt hidrofilic, humectable amb
aigua amb un equilibri hidrofilic-lipofilic Unic. Oasis HLB manté una retencio i capacitat
elevades fins i tot si s'asseca després del condicionament. Aquest sorbent de fase
invertida és ideal per a analits neutres, basics i acids. A partir de I'Oasis HLB, s’'obtenen
altres sorbents d’intercanvi idonic de mode mixte. Aquests sorbents sén un polimers de
mode mixt, de fase invertida/intercanvi cationic fort, humectable amb aigua: Oasis MCX
(intercanvi cationic fort), OASIS MAX (intercanvi anionic fort), OASIS WCX (intercanvi
cationic feble) i OASIS WAX (intercanvi anionic feble).”

Un altre exemple és Bond Elut Plexa. Aquesta marca ofereix métodes facils d'utilitzar
per a l'extraccié de proposit general. També esta disponible en formats SPE d'intercanvi
ionic, Plexa PCX SPE per a l'intercanvi cationic i Plexa PAX per a l'intercanvi d'anions.

Chromabond HR de Macherey-Nagel ofereix diferents tipus de sorbents polimerics.
Per exemple, HR-XC, un fort intercanviador de cations d'acid benzensulfonic de
copolimer de poliestiré-divinilbenzé com a base de material; HR-XA, un fort
intercanviador d'anions d'amoni quaternari basic de copolimer de poliestire-divinilbenze
com a material base; HR-XAW, un intercanviador d'anions d'amoni secundari i terciari
basic feble de copolimer PS/DVB esféric com a material base; HR-P, una resina sorbent
de poliestire-divinilbenzé altament porosa.

2.2. CROMATOGRAFIA DE LiQUIDS D’ALTA EFICACIA

La cromatografia de liquids és una tecnica que s’utilitza per a la separacié i I'analisi
dels components quimics d'una barreja’3. En aquest métode hi participen les fases mobil
i estacionaria (immiscibles entre si). La fase mobil és liquida i la seva funcio és portar la
mostra a través de la fase estacionaria. Les diferents forces quimiques i fisiques que
actuen entre la barreja a analitzar i les dues fases determinen la retencid i separacio de
cadascun dels components de la barreja. Els components amb més afinitat amb la fase
estacionaria es desplacaran amb menys velocitat que aquells que presenten menys
afinitat, i per tant sortiran a temps de retencid més elevats. Aquestes diferéncies de
velocitats donen origen a la separacié dels components.

El métode HPLC es pot dur a terme de diferents modes: en fase normal, en fase
inversa, per exclusié de mida, d'intercanvi ionic, etc.

Actualment, pel fet que és més reproduible i té una amplia aplicabilitat, la
cromatografia de fase invertida s'utilitza per aproximadament el 75% de tots els métodes
d'HPLC. A la cromatografia en fase invertida, la fase estacionaria és apolar, i la fase mobil
és relativament polar (com l'aigua, metanol o acetonitril). En aquest metode, els
components més polars apareixen primer, i un augment de la polaritat de la fase mobil
augmenta el temps d'elucié.



El funcionament de I'instrument es pot observar a la imatge 2. Les seves parts son:

e Bomba. Produeix alta pressié que proporciona un flux continu i repetible
de fase mobil a tot el sistema d'HPLC.

e Fase mobil. Solvent o combinacié d’aigua amb solvents organics.

e Desgasificador. Elimina la pressio d’aire.

e Injector. S'utilitza per injectar una solucié de mostra al sistema d'HPLC.
Pot ser automatic o manual.

e Columna. Conté la fase estacionaria, que és responsable de separar els
analits de la mescla de mostra. Les columnes estan dissenyades per al seu Us a
alta pressié en tubs d'acer inoxidable.

e Forn. Serveix per controlar la temperatura duna columna.

e Detector. Part de linstrument utilitzat per detectar els compostos
separats d'una columna. El detector pot ser d’absorbancia ultraviolada-visible,
com ara el detector de longitud d’ona variable (VWD o de diodes en fila (DAD).
També pot ser un detector d’espectrometria de masses (MS) o un detector de
fluorescencia, etc. S’ha de destacar el detector UV/DAD, ja que és un dels més
comuns, senzills, i no destructiu. El feix de radiacié que travessa una cubeta de
flux continu, a través de la qual circula la fase mobil procedent de la columna
cromatografica, és dispersat per mitja d'una xarxa de difraccié fixa, i sén
recollides simultaniament totes les longituds d'ona dispersades mitjancant una
matriu de fotodiodes.

A diferéncia d'altres técniques, la HPLC compta amb diversos avantatges:

e Ampliinterval d'aplicabilitat i alta precisid en els resultats.

e Facil manipulacié dels gradients generats a la fase mobil.

e Alta reproductibilitat en les analisis quantitatives.

e Alt poder de separacio amb deteccio sensible.

e Esflexible, automatitzada, i no destructiva.

e No esta restringida per la volatilitat o I'estabilitat térmica de la mostra.

Fase mobil

Registrador

— I//Colurnna
N
Detector |17

Integrador

Imatge 2. Procés de la cromatografia de liquids.



3. PART EXPERIMENTAL

El treball realitzat al laboratori ha estat avaluar dos sorbents de base silice, I'lsolute
SCX i el Supelclean SAX, tant per separat com combinats entre ells per a I'extraccié d’'un
grup de farmacs. Per avaluar-los, es van optimitzar les diferents variables del procés de
SPE i per avaluar l'eficacia es va calcular la recuperacié. Es va utilitzar la técnica
d’extraccié en fase solida (SPE) com a pretractament, i la separacié dels analits es va dur
a terme mitjancant la técnica HPLC-UV/DAD. Per tant, per realitzar aquests analisis, es
va dur a terme una optimitzacié de les condicions cromatografiques i del procés de SPE.

Es van seleccionar tretze farmacs per a l'avaluacid dels sorbents. Sis d'aquests eren
basics, atenolol (ATE), trimetoprima (TRI), metoprolol (MTO), venlafaxina (VEN),
ranitidina (RAN) i propranolol (PRO), mentre que set eren acids, bezafibrat (BEZ), acid
clofibric (CLO), diclofenac. (DICLO), fenoprofé (FEN), flurbiprofé (FLB), naproxe (NPX) i
valsartan (VAL). Aquests farmacs es van comprar com a estandards purs (puresa > 96%)
a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3.1. REACTIUS | PATRONS

3.1.1. REACTIUS UTILITZATS

En la part experimental s’han utilitzat diferents reactius. Aquests reactius es descriuen
a la taula 1, indicant les seves propietats, la seva toxicitat i com s’han de manipular
correctament.

Taula 1. Caracteristiques dels reactius utilitzats.

REACTIUS PROPIETATS TOXICITAT MANIPULACIO UTILITZACIO

Preparacio

Aigua ultrapura d’una de les
proporcionada . fases mobils.
. Es pot manipular
per un sistema N Solvent per a
. . sense utilitzar
Aigua de purificacié L . preparar els
L No és toxic. equips de
ultrapura  d'aigua .. patrons de la
o proteccio
(Millipore, o recta de
) individual. )
Burlington, calibratge.
Estats Units). Preparacié de la

mostres d’aigua
ultrapura.
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Liquid i vapors

Portar guants,

PM: 41,05 molt
. bata, ulleres,
g/mol inflamables, .
. . mascara de
. .. Densitat: 0.781- nociu en cas .,
Acetonitril 3 . . proteccid.
0.785 g/cm d’ingestio, o L
(CHsCN) D En cas de ventilaci6 Fase mobil del
T. fusid: -48 °C contacteamb . o K
HPLC L insuficient, portar cromatograf.
T. ebullicio: 82 la pell o . .
grade ) . equip de proteccid
oC inhalacio, o
respiratoria.
Puresa: 299.9 % provoca .
Lo Us de campana
Incolor irritacié ocular
extractora.
greu.
Liquid i vapor
PM: 32 g/mol Portar guants,
] altament
Densitat: ) bata, ulleres, .
inflamables, . Preparacié dels
0.7910-0.7930 . mascara de
3 toxic en cas L patrons de la
Metanol g/cm . . proteccio.
. d'ingestig, .., rectade
(CH30H) T. fusio: -98 eC . En cas de ventilacié i
o toxic en . o calibratge.
HPLC T. ebullicio: 65 insuficient, portar
contacte amb ) .. Durant
grade oC . .. equipde protecci6 .
la pell, toxic si o I'extraccié en
Puresa:299.9% respiratoria. .
s'inhala, causa . fase solida.
Incolor Us de campana
danys als
. extractora.
organs.
. Portar guants,
PM: 36,46 Es toxici
) bata, ulleres,
g/mol corrosiu, .
) mascara de
Densitat: 1.19 provoca L, .
3 proteccio. Per ajustar a pH
. g/cm cremades o
Acid . . Encas deventilaci6 3 tantlafase
L Soluble en aigua greusalapelli . . o
clorhidric . i insuficient, portar mobil, com les
T. fusid: -28 eC lesions oculars . .
(HCl) L equip de protecci6  mostres.
T. ebullicio: 50 greus, pot o
o ) respiratoria.
oC irritar les vies .,
. Us de campana
Incolor respiratories.

extractora.
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PM: 46.03 Liquid i vapor Preparacio
. Portar guants, , -
g/mol inflamables, d’una solucio
. ) bata, ulleres,
Densitat: 1.215 - nociu per . amb metanol
. ., mascara de
1.225 g/cm3 ingestio, . (MeOH amb 5%
- . proteccio.

Acid Soluble en aigua provoca ., HCOOH) pera
N s En cas de ventilacio ) .
formic T. fusio: 8 eC cremades ) o eluir els analits

o . insuficient, portar
(HCOOH) T. ebullicio: greus a la pelli . ., durant
equip de proteccid , ..
100.4 eC danys als ulls, . I'extraccié en
e respiratoria. o
Puresa: 295 % toxic si . fase solida.
N Us de campana
Incolor s'inhala.
extractora.
PM: 17,03 Provoca Portar guants, Preparacio
g/mol cremades bata, ulleres, d’una solucio
Densitat: ~0,90 greusalapelli mascarade amb metanol
i g/cm3 lesions oculars  proteccid. (MeOH amb 5%
Amoniac . L .
Soluble en aigua greus, pot En cas de ventilaci6 NHs3) per a eluir
aq.
(NHqOH) T. fusié: -63 2C irritar les vies insuficient, portar  els analits
4 ., C . .,
T. ebullicié: 36 respiratories, equip de proteccid  durant
oC molt toxic per  respiratoria. I'extraccié en
Puresa: 299.9 % als organismes Us de campana fase solida.
Incolor aquatics. extractora.

3.1.2. PREPARACIO DELS PATRONS

A la taula 2 es descriuen els farmacs que s’han analitzat per avaluar els sorbents.

Taula 2. Caracteristiques dels farmacs utilitzats.

FARMACS

PROPIETATS

pKa

Estructura

Puresa: 2 98%
Naturalesa: Basic
PM: 266.34

g/mol

Atenolol (ATE)

9.6

Y
HoN

OH |,
N.__CHs

_<

Puresa: 2 96%
Naturalesa: Basic
PM: 350.86

g/mol

Ranitidine (RAN)

8.2
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Puresa: 2 99% NH»

. . Naturalesa: Basic N OCHs
Trimethoprim (TRI) 7.1 P
PM: 290.32 HoN N OCHg

g/mol

Puresa: 2 98%

Naturalesa: Basic H
Metoprolol (MTO) 9.7 /\/@ﬂ N._-CHa
PM: 253.34 ,ED

g/mol

Puresa: > 96% ¢H
. Naturalesa: Basic OH
Venlafaxine (VEN) 10.1
PM: 313.86 Hco

g/mol « HCI

Puresa: 2 98%
Naturalesa: Basic
Propranolol (PRO) 9.4
PM: 295.80

g/mol

Puresa: 297%
o Naturalesa: Acid
Clofibric acid (CLO) 3.2
PM: 214.65

g/mol

Puresa: 2 96%
. Naturalesa: Acid
Naproxén (NPX) 4.1
PM: 230.26

g/mol

Puresa: > 98%
. Naturalesa: Acid
Bezafibrat (BEZ) 3.8
PM: 361.82

g/mol

Puresa: 2 98%

Naturalesa: Acid

Valsartan (VAL) 3.6
PM: 435.52
g/mol
Puresa: 2 99% OH
Naturalesa: Acid o
Fenoprofen (FEN) 4.5

PM: 242.27 ’ @\
g/mol o
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Puresa: 2 98% 0

Naturalesa: Acid
Flurbiprofen (FLB) 4.4 O O OH
PM: 244.26 5

CH
g/mol F
@]
Puresa: 2 9?% Cl y OH
. Naturalesa: Acid N
Diclofenac (DICLO) 4.1
PM: 296.15
g/mol cl

Es preparen les tretze solucions stock d'estandards individuals en metanol (MeOH) a
una concentracioé de 1000 mg/L a partir d'estandards solids obtinguts de Sigma-Aldrich
(puresa > 96%), i s'emmagatzemen a -20 °C. El metanol també ha de ser tipus “HPLC -
GOLD - Ultragradient grade”.

Després, es preparen 10 mL de solucions de treball de 50 mg/L de concentracié d'una
barreja de tots els compostos setmanalment en una barreja d'aigua ultrapura i MeOH
(50/50, v/v) i s'emmagatzemen a 4 °C en ampolles ambars a la foscor. 8

Per preparar la solucid de treball, s'afegeixen 500 uL de cadascuna de les solucions
stock d’estandards individuals (1000 mg/L), i s’enrasa amb aigua ultrapura fins a 10 mL.
Finalment, queda una solucié amb una concentracié de 50 mg/L de cada analit.

Amb la solucid de treball, es preparen els patrons necessaris per obtenir la recta de
calibratge. Els patrons es preparen amb una solucié de metanol i aigua ultrapura (10/90,
v/v). S'utilitzen matrassos de 5 mL.

En primer lloc, s’afegeixen els diferents volums, segons la concentracié a obtenir
desitjada, de la solucid treball de 50 mg/L que conté els tretze analits al matras de 5 mL.
Després, s’enrasa cadascun dels patrons amb una solucié de metanol i aigua ultrapura
(10/90, v/v) fins als 5 mL, com es pot observar a la taula 3. Per exemple, el calcul per
determinar el volum que s’afegeix al patré amb concentracié de 5 mg/L seria el seglent:

5mg 1L 1L 10° L
1L 1000mL 50mg 1L

5mL- = 500 pL de la soluci6 treball

La informacid sobre els diferents patrons es resumeix a la taula 3.
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Taula 3. Patrons de la recta de calibratge.

RECTA DE CALIBRATGE

CONCENTRACIO PATRO VOLUM AFEGIT PATRO (uL)  VOLUM FINAL (mL)
(mg/L)

0.1 10 5

0.25 25 5

0.5 50 5

1 100 5

2 200 5

5 500 5

10 1000 5

3.1.3. PREPARACIO DE LES FASES MOBILS

Es preparen dos solvents per la fase mobil que es combinen seguint un gradient en
els diferents analisis. Es pot observar a la imatge 3.

e Fase mobil A. Es prepara ajustant 1 L d’aigua ultrapura a pH 3. Per ajustar
I'aigua ultrapura, s’afegeix un petit volum d’HCI amb una pipeta Pasteur fins a
arribar al pH de treball (pH 3). Aquesta fase mobil s’ha d’anar canviant per tal
d’assegurar una separacié reproduible i estable dels diferents analits i obtenir uns
cromatogrames amb una bona resolucié i sensibilitat.

e Fase mobil B. La fase mobil B és acetonitril. Lacetonitril ha de ser tipus
“HPLC - GOLD - Ultragradient grade” (imatge 4), ja que és necessari que els
solvents siguin d’alta qualitat. Aquest tipus de solvents permeten minimitzar
I'efecte de gradient del dissolvent implicat, i obtenir una alta resolucid i
sensibilitat, aixi com una separacié optimitzada de la linia de base dels pics.

Imatge 3. Recipients de la fase movil. Imatge 4. Acetonitril "HPLC Ultragradient".
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3.1.4. PREPARACIO DELS CARTUTXOS D’EXTRACCIO

S’avaluen tres sorbents diferents. A la imatge 5 es poden observar els cartutxos
utilitzats.

e  Si-SCX (Isolute-SCX): és un sorbent de Si enllacat amb acid benzensulfonic
utilitzat per a I'extraccié d'analits basics de mostres aquoses mitjancant un fort
mecanisme de retencio d'intercanvi cationic. El cartutx es prepara afegint 200 mg
de sorbent Isolute SCX.

e Si-SAX (Supelclean-SAX): és un sorbent de Si funcionalitzat amb grups
carregats positivament que actuen com a llocs d’intercanvi d’anions. S’utilitza per
a l'extraccid d'analits acids de mostres aquoses mitjancant un fort mecanisme de
retencié d'intercanvi anionic. El cartutx es prepara afegint 200 mg de Supelclean-
SAX.

e  Si-SCX/SAX: el cartutx es prepara afegint 100 mg de Isolute-SXC i 100 mg
de Supelclean-SAX.

Imatge 5. Cartutxos dels sorbents per a I'SPE.

3.2. PROCES DE 'EXTRACCIO EN FASE SOLIDA

Durant la part experimental realitzada al laboratori, s’ha avaluat la técnica SPE pels
tretze farmacs (analits d’interés) en diferents tipus de mostra.

El tractament d’aquestes mostres s’ha dut a terme mitjangant la técnica d’extraccid
en fase solida (SPE) utilitzant els dos sorbents (Isolute SCX i Supelclean SAX) per separat,
i amb el sorbent combinat (SCX/SAX). Es busca avaluar la capacitat dels sorbents per
retenir els diferents analits en diferents mostres.

Les condicions del procés d’extraccié en fase solida es descriuen en la imatge 6. ©
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SCX SAX SCH/SAX

¥ 2 2
Sample loading Sample loading Sample loading
pH3 pH7 pH7Y
2 2 2
Washing Washing Washing
5 mL MeOH 5 mL MeOH 5 mL MeOH
¥ + v
Elution Elution Elution
5 mL of basic additive 5 mL of acidic 5 mL of basic additive
(5% NHAOH) in MaOH additive (5% HCOOH) (5% NHAOH) in
in MeOH MeOH, and then 5 mL
of acidic addtive (5%
HCOOH)

e

Evaporacic a sequedat

7

Redissoldre en 1 mL de
metanol i aigia (10/90 v/v)

Imatge 6. Esquema del procés SPE utilitzat.

En primer lloc, es realitza la SPE per les solucions d’aigua ultrapura (un blanc i dues
mostres fortificades) a pH 3 i a pH 7 utilitzant els sorbents per separat i a pH 7 per al
sorbent combinat. Aquestes solucions es preparen afegint a un matras de 100 mL un
volum determinat de la solucid treball (50 mg/L) per fortificar la mostra, enrasant amb
aigua ultrapura. La concentracio final dels analits ha de ser de 5 mg/L en 1 mL, ja que
com s’explica a la imatge 6, la mostra s’evapora a sequedat i es redissol en 1 mL de
MeOH/H,0 (10/90, v/v). Si per 1 mL, la concentracié d’analits en la mostra ha de ser de
5 mg/L, la concentracié sera de 0.05 mg/L en 100 mL de mostra.

ST L — = 0.05 mg/L
1000mL o1 ™
0.05 mg 1000 mL 10° pL

100 mL mostra - = 100 pL sol.treball

1000 mL 50 mg sol.treball " 1ml

En segon lloc, es realitza el mateix procés per les mostres d’aigua de riu. El volum de
mostra també és de 100 mL, i la concentracié final dels analits també ha de ser de 5 mg/L
a les mostres fortificades.

| per ultim, per les mostres d’aigua de sortida de la depuradora. El volum de mostra
ara és de 50 mL, i la concentracid final dels analits també ha de ser de 5 mg/L. A les
mostres de 50 mL, els analits tindran una concentracié de 0.1 mg/L.
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Tant I'aigua de riu com l'aigua de la depuradora han de ser filtrades previament
mitjancant un filtre de membrana de Nylon de 0.45 um (Scharlab). Les mostres
d'efluents es van filtrar previament amb un filtre de fibra de vidre d'1.2 um, i
seguidament mitjangant un filtre de membrana de Nylon de 0.45 pum.

Levaporacio a sequedat es duu a terme al centrifugador MiVac Pro. El temps que triga
a evaporar-se son unes 2-3 hores.

3.3. CONDICIONS CROMATOGRAFIQUES

Es treballa amb cromatografia de liquids en fase invertida. L'instrument es pot veure
a laimatge 7.

Per treballar amb cromatografia de liquids (HPLC), és necessari seleccionar la columna
cromatografica, i optimitzar la fase mobil, la temperatura, el flux i el tipus d’elucié. Les
condicions s’obtenen d’un estudi del grup de recerca. &

e Columna cromatografica: La columna és la Luna Omega Polar C18. Les
seves dimensions sén 150 x 3 mm, i la mida de particula és de 5 um. La fase
estacionaria té un 100% d'estabilitat aquosa i una selectivitat/retencié millorada
per a analits polars sense disminuir la retencié no polar util. El lligand C18
proporciona interaccions hidrofobiques.

e Fase mobil:.. El solvent A és aigua Milli-Q ajustada a pH 3 amb acid
clorhidric. El solvent B és ACN “HPLC Grade”. Els percentatges de volums de fases
mobils utilitzats varien seguint el gradient descrit a la taula 4.

e Tipus d’elucié: S'utilitza I'elucié en gradient, ja que quest tipus d’elucié
permet escurcar el temps de retencid, i conseqlientment, el temps d’analisi,
modificant els percentatges de volum de les fases mobils utilitzades. El gradient
es troba descrit en la taula 4.

Taula 4. Gradient d'elucid optimitzat.

Temps (min) A (%) B (%)
0 95 5
10 60 40
14 55 45
19 0 100
21 0 100
23 95 5
28 95 5
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e Temperatura: La temperatura fixada durant I'analisi ha estat de 302C. S’ha
de mantenir una temperatura constant per a qué no es produeixin canvis bruscos
gue poguessin afectar en la separacio dels analits.

e Flux: S’ha de tenir en compte que el flux esta limitat per la pressié del
sistema, per tant, el flux depéen de la mida del diametre de la columna i de la
particula. Si el diametre és major, la pressid sera menor, i el flux es podra
augmentar. Per diametres de 4.6 mm, l'interval de flux optim sol ser entre 0.4
mL/min i 1 mL/min. Finalment, s’"ha determinat que el flux ha de ser 0.4 mL/min,
ja que aixi també s’estalvia fase mobil.

Imatge 7. Instrument d'HPLC
utilitzat.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. SEPARACIO CROMATOGRAFICA

Abans d’iniciar les analisis, s’"han d’optimitzar les condicions cromatografiques. Les
condicions inicials s'obtenen d’un estudi anterior del grup de recerca®. El perfil de
gradient inicial va comencar amb un 5% de B. El % de B es va augmentar al 40% en 10
min, després al 45% en 4 min, i finalment al 100% en 1 min. Després es va mantenir al
100% durant 3 min abans de tornar a les condicions inicials en 2 min, on es va mantenir
durant 5 min per estabilitzar la columna. Es pot observar a la taula 5.

Taula 5. Gradient d'elucio inicial.

Temps (min) A (%) B (%)
0 95 5
10 60 40
14 55 45
15 0 100
18 0 100
20 95 5
25 95 5

Seguint aquest gradient, els pics d’alguns farmacs de naturalesa acida surten
desdoblats i no es veuen clarament. Per aix0, es modifica el gradient. A la imatge 8, es
veuen els cromatogrames resultant amb el gradient inicial obtinguts a 210i 230 nm. Els
pics que surten entre els 17-19 min surten massa propers i sén dificils d’interpretar. A
més, hi ha dos pics a 18 min que surten desdoblats. Per aix0 s'amplia el temps entre 14
i 19 min per passar al 100% de solvent B. El nou gradient modificat es troba a la taula 4.

a) I ——

1
ﬁ’lh\”uh.

i
AT

b)

gz A WL 2

Imatge 8. Cromatograma resultant d'un patré amb el gradient sense optimitzar: a) 210 nm i b)
230 nm
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Seguint el nou gradient modificat, s'aconsegueix separar més aquests pics i permet
una millor identificacié dels compostos. El cromatograma corresponent al nou gradient
es pot observar a la imatge 9.

a) ot Ien [ DADIAS5ERI0 |

Resporsse[mAl

fﬂ ua
(%
E:

P

F
I:.

E

J

b) o

Respanse[mil]

| & g ‘ : |E ' &
I J J‘\ I J‘E J’lJ". I = g

Imatge 9. Cromatogrames resultants d'un patré amb el gradient optimitzat: a) 210 nm i b) 230
nm

Tenint els pics cromatografics ja ben separats, es van injectar per separat els analits
en una concentracié de 5 mg/L per identificar-los i obtenir els temps de retencid. Els
temps de retencid es troben recollits a la taula 6, aixi com també la longitud d’ona
d’adquisicié de cada compost.

Taula 6. Temps de retencio dels analits.

Naturalesa Analits tR (min) A (nm)

ATE 6,241 230

RAN 6,677 230

Bases TRI 8,575 210
MTO 9,959 210

VEN 11,400 230

PRO 12,277 210

CcLo 18,203 230

NPX 18,575 230

BEZ 18,937 230

Acids VAL 19,352 210
FEN 19,756 210

FLB 19,939 210

DICLO 20,281 210
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4.2. RECTA DE CALIBRATGE

Per la recta de calibratge, es preparen una serie de patrons de diferent concentracié
cadascun. Les concentracions son 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10 mg/L. Mitjancgant les arees i
les diferents concentracions de cadascun dels analits, s'obtenen els grafics amb la seva
corresponent equacié de la recta i el coeficient de determinacio (R?).

A la taula 7 es descriuen el pendent i 'ordenada d’origen de cadascun dels analits.
Amb les diferents equacions, es pot calcular la concentracié dels analits en els analisis
de les mostres, ja que obtenim I'area gracies a la quantificacié per HPLC-UV/DAD.

Taula 7. Resultats de la recta de calibratge dels patrons.

ANALIT PENDENT ORDENADA ORIGEN R?
ATE 40.86 -1.6729 0.9999
RAN 53.69 -5.7531 0.9996
TRI 283.97 -13.055 0.9999
MTO 31.416 -2.1427 0.9999
VEN 47.714 -3.38 0.9998
PRO 214.77 -19.97 0.9996
CLo 66.716 -2.4807 0.9999
NPX 477.09 -3.1785 1
BEZ 76.948 -2.8399 0.9999
VAL 163.83 14.13 0.9997
FEN 136.13 12.934 0.9996
FLB 164.89 0.3934 0.9999

DICLO 134.17 0.7331 0.9999

A la imatge 10 es pot veure com a exemple la recta de calibratge de I'atenolol.

RECTA DE CALIBRATGE ATE

500
_ boo | 7 )
(7. S N P Ll
5 300 e
L 200 o
— 100 e y= 42,86)( -1,6729
g 0 ¥ R? = 0,9999
0 2 4 6 8 10 12
Conc. (ppm)

Imatge 10. Recta de calibratge de I'atenolol.
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4.3. OPTIMITZACIO DE EXTRACCIO EN FASE SOLIDA

Inicialment, es realitza una extraccié en fase solida de les mostresapH 3 iapH 7. La
finalitat és avaluar els sorbents Isolute SCX i Supelclean SAX per separat, i un sorbent
combinat dels dos anteriors. Per avaluar aquests sorbents, les mostres, després de ser
tractades, son analitzades al cromatograf d’HPLC-UV/DAD. A partir de la quantificacid
dels analits d’interés, es calcula la recuperacié d’aquests segons els sorbent utilitzat.

Per dur a terme I'extraccié amb el sorbent SCX, el pH de treball és 3, tal com s’explica
en un estudi anterior realitzat pel grup de recerca®. Per tant, els analits basics estan
protonats, és a dir, carregats positivament (pKa > pH), i poden interaccionar amb el
sorbent SCX, ja que aquest té SO3  com a grup funcional. Letapa de neteja es duu a terme
amb MeOH pur. Aquests analits retinguts s’elueixen utilitzant MeOH amb un 5% de
NH4OH com a solvent d’elucid.

Amb el sorbent SAX, el pH de treball és 7.5 Per tant, els analits acids estan
desprotonats, és a dir, carregats negativament (pKs < pH), i poden interaccionar amb el
sorbent SAX, ja que aquest té NHs* com a grup funcional. Letapa de neteja es duu a
terme amb MeOH pur. Aquests analits retinguts s’elueixen utilitzant MeOH amb un 5%
de HCOOH com a solvent d’elucid.

Per ultim, amb el sorbent combinat SCX/SAX, el pH de treball és 7. A pH 7, els analits
acids estan desprotonats, per tant, poden interaccionar amb la part SAX. En canvi, els
analits basics estan protonats, ja que tenen pK; superiors a 7, i per tant, poden
interaccionar amb la part SAX del sorbent combinat.

4.3.1. RESULTATS AMB ISOLUT SCX

L'Isolut SCX és un sorbent d’intercanvi cationic de mode mixt de base silice. Es tracten
mostres d’aigua ultrapura, mostres d’aigua de riu i mostres d’aigua de sortida de
depuradora.

Lextraccid en fase solida amb el sorbent SCX es realitza a pH 3.

Es condiciona el sorbent amb MeOQOH, es carrega el sorbent amb el medi de treball, es
passa el volum de mostra (50 o 100 mL segons el tipus de mostra), s'afegeixen 5 mL de
MeOH pur com a solvent de neteja, i per ultim, els analits s’elueixen amb el solvent
d’elucid corresponent, en aquest cas 5 mL de MeOH amb un 5 % de NH4OH.

23



4.3.1.1. MOSTRES D’AIGUA ULTRAPURA

Es realitza una prova sense I'etapa de neteja amb MeOH. Es fa una analisi per duplicat.
Els resultats s’han recollit a la taula 8.

Taula 8. Recuperacions de la prova per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent SCX a pH 3
sense l'etapa de neteja.

Analits R1 (%) R2 (%)
Bases ATE 1 1
RAN 168 171
TRI 92 95
MTO 98 101
VEN 99 102
PRO 102 105
Acids cLo 0 0
NPX 0 0
BEZ 7 0
VAL 2 0
FEN 5 0
FLB 8 0
DICLO 11 0

Com es pot observar a la taula 8, només queden retinguts al sorbent SCX els analits
gue sén de naturalesa basica, ja que I'extraccio es realitza a pH 3.

A pH 3, els analits de naturalesa basica estan protonats, és a dir, tenen carrega
positiva, i per tant, interaccionen amb el sorbent SCX (carregat negativament). Després
s’elueixen amb 5 mL de MeOH amb un 5% NH4OH.

Es pot veure com les recuperacions dels compostos basics son practicament totes del
100%, excepte en latenolol (ATE) i la ranitidina (RAN). El pic surt desdoblat al
cromatograma, ja que els temps de retencio sén propers.

En canvi, els analits de naturalesa acida romanen neutres a pH 3, i no estan carregats.
Aix0 fa que no interaccionin o gairebé no interaccionin amb el sorbent utilitzat.

Per poder determinar si el pic desdoblat és degut al solvent d’elucid, que és el que
s’injecta al cromatograf, es realitza una prova preparant patrons amb una concentracié
de 5 mg/L, fent servir MeOH amb 5% de NH4OH, i MeOH amb 5% d’acid formic com a
solvents. Aquests patrons s’evaporen a sequedat, i es porten a 1 mL amb MeOH/H,0
(10/90, v/v) com a solvent. Quan s’injecta aquesta solucid, els pics queden ben definits,
i per tant, a partir d’'ara s’evapora el solvent d’elucié.
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Posteriorment, s’avalua la recuperacid de tot el procés (n = 3), incloent I'etapa de
neteja i l'evaporacid a sequedat. Letapa de neteja serveix per arrossegar alguns
compostos no desitjats que hagin estat retinguts, i I'evaporacié a sequedat, per eliminar
interferéncies amb el solvent d’elucié (amoniac o acid formic), i per poder determinar
concentracions més baixes. Es redissol en un 1 mL de MeOH/H,0 (10/90, v/v). Els
resultats obtinguts s’expressen a la taula 9.

Taula 9. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent SCX a pH 3.

Analits R1 (%) R2 (%) R3 (%) Mitjana RSD (%) (n = 3)
Bases ATE 95 106 113 105 9
RAN 100 86 90 92 8
TRI 93 96 84 91 7
MTO 102 102 97 101 3
VEN 99 104 93 99 5
PRO 102 87 78 89 13
Acids CLO 25 0 0 8 -
NPX 0 0 0 0 -
BEZ 5 0 0 2 -
VAL 4 0 0 1 -
FEN 3 0 0 1 -
FLB 6 0 0 2 -
DICLO 8 0 0 3 -

Amb aquestes condicions, els pics queden separats i no es desdoblen, i aixo permet
calcular la concentracid, i realitzar el calcul de la recuperacié. Els pics dels diferents
cromatogrames tenen una bona resolucio i sensibilitat.

Les recuperacions dels analits basics soén molt bones, des del 90% al 100%, i la precisio
de I'extraccid, expressada en la RSD < 13.

També podem confirmar que els analits acids no interaccionen amb el sorbent SCX, i
per tant, no es recuperen.
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4.3.1.2. MOSTRES D’AIGUA DE RIU

Després d’avaluar els sorbents en les mostres d’aigua ultrapura, s’avaluen en mostres
reals, com per exemple en aigua de riu o aigua de sortida de la depuradora.

Es treballa a pH 3, amb 100 mL com a volum de mostra, i ja s’incorpora des d’un
principi 'etapa de neteja (5 mL de MeOH). Els analits s’elueixen amb 5 mL de MeOH amb
un 5% de NH4OH. El solvent d’elucié s’evapora com s’ha explicat abans.

L'analisi es duu a terme per duplicat, per tant, no es pot calcular la RSD (%).

L'analisi inclou un blanc i dues mostres fortificades d’una concentracié de 0.05 mg/L
de la solucioé de treball (conté els farmacs amb una concentracié de 50 mg/L). Al blanc
es mira si hi ha algun dels farmacs que pugui afectar al calcul de la recuperacid, pero no
hi ha cap coincidencia en els temps de retencié.

Els resultats es mostren a la taula 10.

Taula 10. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua de riu amb el sorbent SCX a pH 3.

Analits R1 (%) R2 (%) Mitjana
Bases ATE 67 77 72
RAN 75 78 77
TRI 79 85 82
MTO 84 95 89
VEN 82 91 87
PRO 80 79 79
Acids cLo 0 0 0
NPX 0 0 0
BEZ 0 0 0
VAL 0 0 0
FEN 0 0 0
FLB 1 0 0
DICLO 1 0 0

Ala taula 10, s'observen recuperacions amb valors al voltant del 70-80 %, pels analits
de naturalesa basica, com era d’esperar segons estudis** realitzats préviament en el grup
de recerca. Comparant amb els resultats, un sorbent poliméric avaluat a l'estudi
aconsegueix unes recuperacions més elevades i precises.

Si els resultats es comparen amb les recuperacions en les solucions amb aigua
ultrapura, es pot veure que han disminuit degut a que la mostra és més complexa, tot i
que segueixen sent prou bones.

26



4.3.1.3. MOSTRES D’AIGUA DE SORTIDA DE DEPURADORA

També s’avaluen els sorbents en mostres d’aigua de depuradora. Les condicions del
procés d’extraccid en fase solida son les mateixes, excepte el volum de mostra. El volum
de mostra per les mostres d’aigua de sortida és de 50 mL, per tant, les mostres es
fortifiquen en una concentracid de 0.1 mg/L. U'analisi es realitza per duplicat.

En el blanc, s‘'observen alguns compostos que coincideixen més o menys amb els
temps de retencié. Hi ha coincidéencies en els temps de retencié de TRI, NPX, VAL, FLB,
DICLO. Per calcular la recuperacid, s’ha de restar I'area de I'analit corresponent en el
blanc a I'area del mateix en la mostra.

Alataula 11, les recuperacions sén altes i bones pels compostos de naturalesa basica,
entorn al 80-100 %. Per les dues mostres, els resultats sén repetitius. Com ha succeit
anteriorment amb les altres mostres, els farmacs de naturalesa acida no es recuperen,
ja que no queden retinguts al sorbent.

Taula 11. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua de sortida de depuradora amb el
sorbent SCX a pH 3.

Analits R1 (%) R2 (%) Mitjana
Bases ATE 78 88 83
RAN 78 94 86
TRI 94 96 95
MTO 99 102 101
VEN 91 99 95
PRO 75 79 77
Acids cLo 0 0 0
NPX 0 0 0
BEZ 0 0 0
VAL 0 0 0
FEN 0 0 0
FLB 0 0 0
DICLO 0 0 0
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4.3.2. RESULTATS AMB SUPELCLEAN SAX

Supelclean SAX és un sorbent d’intercanvi anionic de mode mixt de base silice. Es
tracten mostres d’aigua ultrapura, mostres d’aigua de riu i mostres d’aigua de sortida de
depuradora, com amb el sorbent Isolute SCX.

Les condicions en el procés de SPE son les emprades amb el sorbent Isolute SCX,
excepte que es treballa a pH 7 com s’ha comentat anteriorment., s’utilitza el MeOH amb
un 5% d’"HCOOH com a solvent d’elucid per eluir els compostos d’interés en les analisis
a pH 7. EI HCOOH neutralitza els analits acids i trenca la interaccié electrostatica.

4.3.2.1. MOSTRES D’AIGUA ULTRAPURA

De la mateixa manera que amb el sorbent SCX, es fa una analisi per duplicat, és a dir,
un blanc i dues mostres fortificades d’una concentracié de 0.05 mg/L, ja que el volum de
mostra és de 100 mL.

Ala taula 12, es pot veure com les recuperacions tenen valors al voltant del 90-100%.
En canvi, els analits de naturalesa basica romanen neutres a pH 7, i no estan carregats.
Aixo fa que no interaccionin o gairebé no interaccionin amb el sorbent utilitzat. A més,
la precisio és alta, ja que s’observen uns valors de % RSD < 12 pels compostos acids.

Taula 12. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent SAX a pH 7.

Analits R1 (%) R2 (%) R3 (%) Mitjana RSD (%)

Bases ATE 0 0 0 0 -
RAN 0 0 0 2 -

TRI 0 0 0 0 -

MTO 0 0 0 0 -

VEN 0 0 0 0 -

PRO 3 2 2 2 -

Acids CcLo 90 102 91 94 7
NPX 82 96 87 88 8

BEZ 91 105 103 99 7

VAL 82 93 84 86 7

FEN 92 106 93 97 8
FLB 92 107 86 95 11
DICLO 91 109 89 96 12
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4.3.2.2. MOSTRES D’AIGUA DE RIU

En observar els resultats esperats en |'extraccié dels farmacs acids en les solucions
d’aigua ultrapura, es vol avaluar la recuperacié d’aquests farmacs en mostres reals, tal i
com es fa amb el sorbent d’intercanvi cationic.

Les condicions del procés d’extraccié son les mateixes. Lanalisi es du a terme per
duplicat.

Hem de tenir en compte, que en ser una mostra real, hi pot haver alguns dels
compostos a determinar, presents en la seva composicié. Per tant, es mira el
cromatograma resultant del blanc per saber si hi ha coincidéncies en els temps de
retencio.

Els resultats es troben representats a la taula 13.

Taula 13. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua de riu amb el sorbent SAX a pH 7.

Analits R1 (%) R2 (%) Mitjana
Bases ATE 0 0 0
RAN 0 0 0
TRI 0 0 0
MTO 0 0 0
VEN 0 0 0
PRO 3 2 2
Acids CLO 0 0 0
NPX 5 4 4
BEZ 3 0 2
VAL 87 81 84
FEN 0 0 0
FLB
DICLO 8

Com es pot observar a la taula 13, no s‘obtenen bons resultats en les recuperacions,
ja que només es recupera en un 84% el valsartan. Aquesta disminucié en les
recuperacions pot ser degut a la preséncia d’acids humics i fulvics en la composicié de
I'aigua del riu, i deuen impossibilitar la retencié dels analits.

S’ha intentat explicar el cas del valsartan, pero observant la seva estructura i les seves
propietats, no hi ha cap evidéncia clara. Una altra opcio és la preséncia a la mostra d’un
altre compost que s’elueix al mateix temps de retencioé del valsartan.

29



Com s’ha explicat anteriorment, les recuperacions son més altes i precises si s’utilitza
un sorbent poliméric.*

4.3.2.3. MOSTRES D’AIGUA DE SORTIDA DE DEPURADORA

L'analisi es duu a terme per duplicat. En les mostres d’aigua de sortida de depuradora,
el volum de mostra es disminueix a 50 mL, ja que la mostra és molt més complexa.

Taula 14. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua de sortida de depuradora amb el
sorbent SAX a pH 7.

Analits R1 (%) R2 (%) Mitjana
Bases ATE 0 0 0
RAN 0 0 0
TRI 0 2 0
MTO 0 0 0
VEN 8 8 0
PRO 0 2 1
Acids cLo 6 6 6
NPX 3 4 4
BEZ 3 4 3
VAL 97 94 96
FEN 0
FLB 2 3 3
DICLO 9 10 10

A la taula 14, s’observa practicament el mateix que en l'aigua de riu. Només es
recupera el valsartan al 96%. Laigua de sortida de depuradora deu tenir una alta
composicido de compostos organics que inhibeixen la interaccié del sorbent amb els
analits d’interés. Hi ha un problema similar al que tenen les mostres d’aigua de riu. Per
tant, aquest tipus de sorbent no és eficient per extreure els compostos acids.

4.3.3. SCX/SAX COMBINAT

L'dltim sorbent a avaluar és la combinacié entre I'lsolut-SCX i el Supelclean-SAX.
Aguesta combinacié ha de ser capag de retenir tots els analits d’interés sobre el paper a
un pH de treball optim.

Les condicions son les mateixes que s’utilitzen amb els sorbents per separat, perd en
I'etapa de I'elucid, es fan servir els dos solvents d’elucid, tant el MeOH amb un 5% de
NH4OH com el MeOH amb un 5% d’HCOOH. Els volum de mostra segueixen sent els
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mateixos depenent del tipus de mostra. Inicialment, es prova avaluar tant a pH 3 com
pH 7.

4.3.3.1. MOSTRES D’AIGUA ULTRAPURA

Primerament, es duen a terme dos analisis de prova per determinar el pH optim de
treball, una pH 3iunapH7.Les condicions del procés SPE sén 100 mL de mostra, neteja
amb 5 mL de MeOH pur, i elucié amb 5 mL de MeOH amb un 5% de NH4OH i 5 mL de
MeOH amb un 5% d’HCOOH. Les mostres també s’evaporen a sequedat, i es redissolen
en una solucié de MeOH/H»0 (10/90, v/v).

A la taula 15 es poden observar els resultats a pH 3.

Taula 15. Recuperacions obtingudes de la prova per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent
SCX/SAX a pH 3, primer eluint amb MeOH amb 5% de NH,OH, i després amb MeOH amb 5%
d’HCOOH.

Elucié MeOH amb 5% NH;O0H Elucié MeOH amb 5% HCOOH

Analits R1 (%) R1 (%)
Bases ATE 105 0
RAN 89 0
TRI 96 2
MTO 103 0
VEN 102 0
PRO 94 4
Acids CLO 0
NPX 1
BEZ 5 0
VAL 80 32
FEN 4
FLB 2
DICLO 7 5

Els resultats mostren que els analits basics interaccionen amb el sorbent combinat,
donant altes recuperacions, pero els analits acids no queden retinguts excepte el
valsartan, tal i com ja ha passat en l'avaluacié individual dels sorbents.
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A la taula 16 es mostren els resultats de la prova a pH 7.

Taula 16. Recuperacions obtingudes de la prova per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent
SCX/SAX a pH 7, primer eluint amb MeOH amb 5% de NH,OH, i després amb MeOH amb 5%
d’HCOOH.

Elucio Elucio Elucio Elucio
MeOHamb MeOHamb MeOHamb MeOH amb
5% NH4OH 5% HCOOH 5% NH4OH 5% HCOOH

Analits R1 (%) R1(%) R2 (%) R2 (%) Mitjana
ATE 100 0 107 0 104
RAN 82 0 77 0 80
Bases TRI 92 0 95 0 94
MTO 98 0 105 0 101
VEN 100 0 103 0 101
PRO 84 0 72 0 78
CLO 0 75 82 0 78
NPX 0 75 89 0 82
BEZ 0 79 90 0 85
Acids VAL 1 82 63 31 89
FEN 0 72 90 0 81
FLB 0 69 90 0 79
DICLO 1 67 89 0 79

Alataula 16, a la primera extraccid, els analits basics es recuperen de manera exitosa,
amb recuperacions al voltant del 80-100%, i els analits acids, amb recuperacions de 70-
80%. Per confirmar els resultats, es duu a terme una segona extraccio.

A la primera extraccié es recuperen bé, pero a la segona s’elueixen tots amb el MeOH
amb 5% de NH4OH, excepte el valsartan que s’acaba d’eluir amb el MeOH amb 5%
d’HCOOH. Com s’ha comentat abans, no hi ha cap evidencia que diferencii el
comportament del valsartan respecte els altres compostos.

Observant el resultats, es duu a terme l’extraccid d’un blanc i dues mostres
fortificades d’'una concentracié de 0.05 mg/L de la solucid de treball. Les condicions del
procés de SPE sén les mateixes pero, aquest cop, canviant el mode d’eluir els compostos.
Els compostos s’elueixen primer amb 5 mL de MeOH amb 5% de NH4OH, després amb 2
mL del mateix solvent d’elucié. | per ultim, amb 3 mL del mateix solvent. Es treballa a pH
7, i el volum de mostra és 100 mL. Els resultats es troben recollits a la taula 17.
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Taula 17. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent SCX/SAX a pH
7, eluint amb MeOH amb 5% de NH,OH.

5 mL solvent elucié 5 mL solvent elucié

Analits R1 (%) R2 (%) Mitjana
ATE 123 120 121
RAN 111 107 109
TRI 109 105 107
MTO 127 123 125
VEN 117 110 113
PRO 96 88 92
cLo 0 0 0
NPX 1 1 1
BEZ 0 0 0
VAL 33 21 27
FEN 0 0 0
FLB

DICLO 2 2 2

A la taula 18, només apareixen els resultats pels 5 mL de MeOH amb 5% de NH4OH,
ja que no s’elueixen més afegint més quantitat de solvent.

Els analits basics es recuperen al 100%. Els analits acids no interaccionen, i per tant,
no es recuperen, excepte el Valsartan, que es recupera en un 27%.

També es prova canviar I'ordre d’elucid. Primer, eluir amb MeOH amb 5% d’HCOOH i
després eluir amb MeOH amb 5% de NH4OH.

Observant la taula 18, les recuperacions sén altes (80-100%) pels compostos basics,
pero pels compostos acids son més baixes (per sota del 50%), excepte pel valsartan, que
es recupera en un 77%.
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Taula 18. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent SCX/SAX a pH
7, eluint amb MeOH amb 5% d’HCOOH i després amb MeOH amb 5% de NH,OH.

Elucié Elucio Elucié Elucié
MeOH amb MeOHamb MeOHamb MeOH amb
5% HCOOH 5% NH4sOH 5% HCOOH 5% NH40OH

Analits R1 (%) R1(%) R2 (%) R2 (%) Mitjana
Bases ATE 0 95 0 93 94
RAN 0 71 0 75 73
TRI 2 84 5 80 85
MTO 0 89 8 86 92
VEN 0 93 9 91 96
PRO 3 76 5 79 81
Acids CLO 42 0 25 0 33
NPX 55 0 36 0 46
BEZ 46 0 29 0 37
VAL 82 1 71 1 77
FEN 48 0 32 0 40
FLB 53 0 35 0 44
DICLO 61 0 40 0 51

Finalment, es fa I'analisi (n = 3) tornant a I'ordre d’elucié inicial (primer amb NH4OH,
i després amb HCOOH). Els resultats es mostren a la taula 19.

Taula 19. Recuperacio final obtinguda per mostres d'aigua ultrapura amb el sorbent SCX/SAX a
pH 7.

Analits Mitjana (%) Desv. Est. RSD (%)

Bases ATE 92 5 5
RAN 74 3 4

TRI 80 3 3

MTO 89 3 3

VEN 92 4 4
PRO 64 7 11
Acids CLO 50 13 26
NPX 60 12 19
BEZ 53 14 26

VAL 89 5 5
FEN 55 14 26

FLB 59 15 25
DICLO 66 14 21
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Les recuperacions envers les bases sén bones, excepte en el propranolol (64%). A més,
la % RSD és baixa per a tots els analits basics, per tant, hi ha repetibilitat en els resultats.

Les recuperacions envers els acids sdn més baixes (50-60%) excepte pel valsartan
(89%). Aqui, la % RSD té uns valors més alt, per la qual cosa el procés presenta menys
precisio.

4.3.3.2. MOSTRES D’AIGUA DE RIU

S’analitza una mostra d’aigua de riu (n = 2). Es mantenen les mateixes condicions
emprades amb les mostres d’aigua ultrapura. Aquesta analisi inclou un blanc i dues
mostres fortificades d’una concentracio de 0.05 mg/L de la solucié de treball.

Els resultats obtinguts es mostren a la taula 20. Al blanc no s’observa la presencia de
cap dels farmacs d’interes, ja que no hi ha coincidéncies en els temps de retencié.

Taula 20. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua de riu amb el sorbent SCX/SAX a pH 7.

Elucio Elucio Elucié Elucié
MeOHamb MeOHamb MeOHamb MeOH amb
5% NHsOH 5% HCOOH 5% NHsOH 5% HCOOH

Analits R1 (%) R1(%) R2 (%) R2 (%) Mitjana
Bases ATE 42 0 42 0 42
RAN 48 0 25 0 37
TRI 56 0 54 0 55
MTO 76 0 73 0 74
VEN 71 0 69 0 70
PRO 64 4 60 0 64
Acids CLO 0 0 0 0 0
NPX 2 0 2 0 2
BEZ 0 0 0 0 0
VAL 5 0 2 0 4
FEN 0 0 0 0 0
FLB 1 0 1 0 1
DICLO 0 0 2 0 1

A la taula 20 s’observa que només queden retinguts els analits basics, i es recuperen
amb uns valors no massa alts. Per exemple, I'atenolol i la ranitidina tenen una
recuperacio inferior al 50%, ja que la mostra és molt més complexa i hi ha més
interferéncies que impossibiliten la interacciéd amb el sorbent.
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Els analits acids no s’elueixen segurament degut a la presencia d’acids humics i fulvics
presents en la composicié de I'aigua de riu, com ja passava en els resultats obtinguts amb
el sorbent individual SAX.

També es veu que el MeOH amb un 5% d’"HCOOH no elueix practicament cap
compost.

A un estudi® del grup de recerca, els analits acids tampoc quedaven retinguts amb
un sorbent combinat de base silice.

4.3.3.3. MOSTRES D’AIGUA DE SORTIDA DE DEPURADORA

S’analitza una mostra d’aigua de sortida de la depuradora (n = 2). Aquesta analisi
inclou un blanc i dues mostres fortificades amb una concentracié de 0.1 mg/L de la
solucio de treball, ja que el volum de mostra en les mostres de depuradora és de 50 mL,
com ja s’ha explicat anteriorment.

A la imatge 11 es pot observar als cromatogrames realitzats a 210 nm i 230 nm, com
en el blanc, els temps de retencié d’alguns compostos coincideixen, perdo amb molt poc
senyal. El pic més significatiu és el que coincideix amb el temps de retencié del
propranolol (12.3), o el pic que coincideix amb el temps de retencid del valsartan (19.3).

1 2 3 1 5 6 7 8 E 10 1 13 14 15
b) Retention time [mir]

1 2 3 1 5 & 7 8 2 10 1 12 18 17 8 g 0 2 2 3 24 % % 27

13 14 15
Retention time Imir

Imatge 11. Cromatogrames resultants del blanc de les mostres d'aigua de sortida de
depuradora extretes amb el sorbent SCX/SAX. a) 210 nm b) 230 nm
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Els resultats obtinguts es mostren a la taula 21.

Taula 21. Recuperacions obtingudes per mostres d'aigua de sortida de depuradora amb el
sorbent SCX/SAX a pH 7.

Elucid Elucio Elucio Elucid
MeOHamb MeOHamb MeOHamb MeOHamb
5% NHs;OH 5% HCOOH 5% NHsOH 5% HCOOH

Analits R1 (%) R1(%) R2 (%) R2 (%) Mitjana
Bases ATE 59 0 55 0 57
RAN 58 0 65 0 61
TRI 76 0 79 0 78
MTO 71 0 57 0 64
VEN 48 0 56 0 52
PRO 55 0 59 0 57
Acids CLO 24 0 0 0 12
NPX 20 0 3 0 11
BEZ 0 0 0 0 0
VAL 0 0 54 0 27
FEN 0 0 0 0 0
FLB 2 0 1 0 1
DICLO 4 0 3 0 4

A la taula 22, si s'observen els valors, apareixen unes recuperacions entorn al 50% en
la majoria dels analits basics, excepte en el trimetoprim, que és més alta (78%).

Com ha passat amb les altres mostres, els analits acids tenen una gran dificultat per
interaccionar amb el sorbent. La mostra és molt complexa, i pot haver-hi compostos
organics que impedeixin aquesta interaccid, i per tant, aquests tipus de sorbents sén
adequats per extreure compostos basics, perd no per compostos acids.

4.3.4. COMPARACIO DE RESULTATS

A la imatge 12, podem observar uns grafics que representen la relacié entre les
recuperacions dels diferents farmacs per part dels diferents sorbents segons el tipus de
mostra que s’analitza.

A les mostres d’aigua ultrapura, els sorbents individuals SCX i SAX presenten unes
recuperacions altes respecte els analits basics i acids, respectivament. El sorbent
combinat presenta unes recuperacions inferiors respecte l'avaluacid individual dels
sorbents.

En aigua de riu, el sorbent SCX presenta una alta selectivitat respecte els compostos
basics, encara que les recuperacions disminueixen respecte les obtingudes en les

37



solucions d’aigua ultrapura. El sorbent SAX i el sorbent combinat es veuen afectats per
la complexitat de la mostra (hi ha compostos que impedeixen la retencié dels compostos
acids).

Respecte les mostres de 'aigua de sortida de la depuradora, els resultats sén similars
als de l'avaluacié dels sorbents en aigua de riu, i amb recuperacions encara més baixes.

Mostres d'aigua ultrapura
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Mostres d'aigua de sortida de depuradora
W SCK
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,,
B

100
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o - I - B
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RECUPERACIO (%)
(3]
[=]
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Imatge 12. Grafics de les recuperacions dels analits per part dels diferents sorbents utilitzats
segons el tipus de mostra.
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5. CONCLUSIONS

S’ha desenvolupat i optimitzat el procés d’extraccié en fase solida (SPE) segons els
sorbents utilitzats.

S’ha desenvolupat i optimitzat un métode basat en cromatografia de liquids amb un
detector UV (DAD) per a avaluar els sorbents.

Els resultats obtinguts pel sorbent SCX sén satisfactoris. Tant per mostres d’aigua
ultrapura, de riu o de sortida de la depuradora, les recuperacions dels farmacs de
naturalesa basica s6n molt altes (80-100%).

Els resultats obtinguts pel sorbent SAX no sén satisfactoris. Per mostres d’aigua
ultrapura, les recuperacions dels farmacs de naturalesa basica sén molt altes (80-100%).
Pel que fa a les mostres d’aigua de riu o de sortida de la depuradora, les recuperacions
es veuen afectades.

Els resultats obtinguts pel sorbent combinat SCX/SAX no sén gaire precisos en els
analits de naturalesa acida.
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