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ABSTRACT

1. ABSTRACT

A novel and sensitive method for the determination of benzotriazole, benzothiazole and
benzensulfonamide compounds in fish has been developed in this project. Pressurized
liquid extraction (PLE) and solid phase extraction (SPE) were used as sample preparation
techniques and gas chromatography followed by mass spectrometry (GC—MS) was used
to determine the analytes. A clean-up and evaporation step were needed in order to
minimise matrix effect and concentrate the analytes, respectively.

This project is focused on the optimisation of the GC-MS, PLE and clean-up conditions.
First of all, the gradient of temperature was optimised in order to achieve a good
separation between the peaks of the compounds. After that, hot Milli-Q water was
chosen as the extraction solvent in PLE because of the recoveries and matrix effect.
Finally, Florisil and silica gel were tested as clean-up sorbents, both of them acidified
with sulfuric acid. Florisil was used in in-cell PLE and SPE clean-up steps, while silica gel
was employed only in the SPE. Due to the results, silica gel was considered a better
clean-up sorbent than Florisil.
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2. INTRODUCCIO

El treball experimental s’"ha dut a terme al grup de recerca de Cromatografia i Aplicacions
Mediambientals (CROMA) del departament de Quimica Analitica i Quimica Organica de
la Facultat de Quimica de la Universitat Rovira i Virgili.

Els contaminants d’interés emergents sén compostos presents al medi ambient
procedents de diferents origens i amb diferents naturaleses quimiques que fins al
moment han passat inadvertits. La seva presencia es deu a les continues emissions
d’aquests en grans quantitats arribant aixi, a ser perjudicials pels ecosistemes i, en
consequeéncia, per 'home. Segons la xarxa NORMAN, almenys 700 substancies es
classifiquen en 20 classes i s'han identificat en el medi aquatic europeu [1]. Pel fet
d’haver passat desapercebuts, solen ser compostos sense regulacié i dels quals no es
coneix gairebé res d’informacid sobre el seu tractament, impacte i comportament
ambientals. La seva futura regulacié dependra dels estudis que es duguin a terme sobre
els efectes que tinguin en la salut.

Alguns contaminants d’interés emergent sén els retardants de flama, pesticides,
farmacs, drogues d’abus, productes d’higiene personal, cloroalcans i, els tractats en
aquest treball, les families de benzotriazols, benzotiazols i benzosulfonamides.

Els factors més urgents sén tractar els seus origens, les seves aplicacions,
caracteristiques fisicoquimiques, nivells detectats i desenvolupament de métodes per a
la seva identificacid i quantificacio [2].

Cal tenir en compte que, malgrat que encara hi ha un cert desconeixement sobre els
efectes i la implicaci6 ambiental de molts dels contaminants d’interées emergent, es
coneix que alguns d’ells, com els farmacs o els desinfectants, tenen propietats
bioactives, mentre que d’altres presenten propietats de disrupcié endocrina o sén
significativament ecotoxics [3].

Pel que fa a la toxicitat de les families estudiades en aquest treball, cal destacar que els
benzotriazols sdn fitotoxics, mutagenics per bacteris, toxics per microorganismes i tenen
efectes estrogenics en els peixos i el 1-H-benzotriazol es creu que és un carcinogen
huma. Els benzotiazols sén sensibilitzadors dermics i també mutagenics pels
microorganismes i carcinogen huma. En el cas de les benzosulfonamides, només s’ha
estudiat la p-toluensulfonamida que s’ha vist que és moderadament toxica [4].

Principalment, els contaminats d’interes emergent s’han detectat en medis aquatics:
rius, llacs, aiglies subterranies, aigua potable i fonts d’abastiment d’aigua [5].

Avui en dia, son moltes les industries i zones d’agricultura que utilitzen aigua en els
processos alliberant-la amb molts compostos contaminants. Aquests contaminants
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generats han suposat un canvi en el cicle de I'aigua causant una gran preocupacio
d’organitzacions mundials.

El sosteniment del medi ambient ha patit un alarmant deteriorament com a
conseqtiencia de I'impacte huma essent |'aigua un recurs natural indispensable per a la
vida humana. Al problema de la contaminacié cal afegir el problema de la seva
escassetat causada, principalment, pel canvi climatic. Les mesures legislatives que s'han
anat adoptant progressivament per evitar la contaminacidé quimica de l'aigua i els riscos
gue se'n deriven han contribuit a pal-liar parcialment aquesta situacid. L'aparicié
d'elements no desitjables i toxics, i la seva variacié en les concentracions té el seu origen
en I'anomenat "cicle de I'aigua" (fig. 2.1.). D'acord amb aquest cicle, les principals vies
d'entrada de contaminants en el medi ambient aquatic son les aiglies residuals, entre
les quals s'inclouen les urbanes, industrials, i les d'origen agricola o ramader [2]. S’ha
observat en estudis anteriors que els contaminants presents en les aiglies residuals no
son eliminats completament en el seu tractament en les estacions depuradores d’aiglies
residuals, dispersant-se aixi al medi ambient arribant de nou a les aiglies superficials.

Habitatges \\
Clave-
Aigua potable \| gueram | resiqus ] :
\ T | Ramaderia |
Residus I /’
7! sense tractar | /
| Potabilitzadores | l / residus

Filtracié .
Rius Agricultura

Aigua subterrania

Fig. 2.1. El cicle de I'aigua

La necessitat de la determinacié dels contaminants d’interes emergent és la seva amplia
produccio i els efectes que aixd0 comporta. Molts d’ells sén considerats quimics d’alt
volum de produccié (HPV), que sén els produits o importats en quantitats majors a 1000
tones per any. Molts derivats dels benzotriazols (BTR), els benzotiazols (BTH) i les
benzosulfonamides (BSA) sén considerats uns d’aquests quimics [6], produits per a usos
tant industrials com de la llar. La seva gran produccié comporta una serie d’efectes
nocius pel medi i els animals que cal estudiar per a la seva regulacid. Per aquesta raé, el
treball es basa en I'estudi d’aquestes tres families.



INTRODUCCIO

Els benzotriazols sén compostos heterociclics formats d’un anell benzénic fusionat amb
un anell de triazol (Fig. 2.2.). Aquesta estructura base presenta aromaticitat i li confereix
certa acidesa als compostos de benzotriazol, aixi mateix poden actuar tant com a base
de Brgnsted acceptant un protd gracies al parell d’electrons deslocalitzat dels atoms de
nitrogen.

Una de les seves aplicacions més importants és com a inhibidor de la corrosid. El
benzotriazol forma una pel-licula quimisorbida fortament unida de dues dimensions de
menys de 50 A de gruix. Aquesta pel-licula insoluble, que pot ser una capa
monomolecular, protegeix el coure i els seus aliatges en medis aquosos, en diferents
atmosferes, lubricants i fluids hidraulics. També forma precipitats insolubles amb els
ions de coure en solucid, és a dir, forma complexos quelats amb aquests ions, evitant
aixi la corrosié d'alumini i acer en altres parts d'un sistema d'aigua. El compost també
pot evitar la reaccidé entre les superficies de coure o d'aliatge de coure i entorns tipics.
Es un additiu Gtil a I'anticongelant i altres sistemes de circulacié d'aigua; que pot ser
incorporat en laques, papers d'embolicar, lubricants, fluids hidraulics i detergents
alcalins [7], per a materials de la construccid, a més d’utilitzar-se en productes de la llar
com en detergents i rentavaixelles.
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Fig. 2.2. Estructura de la familia dels benzotriazols

Els benzotiazols també sdn compostos heterociclics que consten d’un anell benzénic unit
a un anell de tiazol (Fig. 2.3.). Els nou atoms dels cicles i els seus substituents sén
coplanars. L'anell de tiazol és aromatic, per tant, presenten una deslocalitzacié
d’electrons. La seva aromaticitat li dona una estabilitat relativa, no obstant aixo, com a
heterocicle, té posicions reactives que permeten la funcionalitzacid.

En la decada dels 50, el 2-aminobenzotiazol va ser estudiat intensament com a relaxant
muscular central. Des de llavors, els quimics no van tenir massa interés en aquesta
familia des del punt de vista medicinal. Va ser quan es va descobrir el perfil farmacologic
de riluzol que va cridar l'atencié dels biolegs per a aquesta série. El riluzol (6-
trifluorometil-2-benzotiazolona) es va trobar pel fet d’interferir amb la neurotransmissio
del glutamat en experiments bioquimics, electrofisiologics i de comportament. Després
d’aquest fet, els derivats del benzotiazol s'han estudiat ampliament i s’ha trobat gran
varietat de reactivitat quimica i ampli espectre d'activitat biologica. S’ha vist que el nucli
del benzotiazol posseeix un nombre d'activitats biologiques, com ara anticancerigena,
antimicrobia, antidiabétic, antiinflamatori i antiviral [8]. Un dels derivats del benzotiazol
és un component que emet llum anomenat luciferina, trobat en les cuques de llum.
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Els benzotiazols també s’utilitzen en inhibidors de la corrosié pero, a més, sén utilitzats
en la industria de la goma com a acceleradors de la vulcanitzacié d’aquesta i, també en
biocides [9].
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Fig. 2.3. Estructura de la familia dels benzotiazols

Les benzosulfonamides (BSA) estan formades per un cicle benzénic amb una
sulfonamida de substituent, els derivats es formen per I'addicié de diferents grups tant
a I'anell aromatic com a I'amina com mostra la figura 2.4. A causa de tenir el substituent
de sulfonamida, aquest li déna al compost certa acidesa, cedint el protd de I'amina. Els
seus derivats presenten diverses aplicacions en sintesi. L'o-toluensulfonamida és la
materia primera per a la sintesi de la sacarina. Una gran quantitat de tipus de
toluensulfonamida incloent les mescles de N-etil-o/p-toluensulfonamides, N-metil-o/p-
toluensulfonamides i o/p-toluensulfonamides s’utilitzen com a agents de promocié de
flux per pintures, adhesius, materials de recobriment de nitrocel-lulosa, i com
plastificants per poliamides i altres resines.

Promouen la resisténcia als olis, greixos i dissolvents. S'utilitzen com potenciadors de
brillantor en les preparacions de pel-licula de plastic. S'utilitzen com a materials de base
de les solucions de galvanoplastia. Les toluensulfonamides i els seus derivats s'utilitzen
com intermedis per a un nombre de la sintesi organica per al camp dels productes
farmaceéutics, pesticides, colorants, pigments, abrillantadors fluorescents, resines, i
altres compostos organics [10].

NN X
P

Fig. 2.4. Estructura de la familia de les benzosulfonamides
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Avui en dia, encara es necessita de més investigacid per tal de saber amb certesa quin
és el comportament d’aquestes espécies en el medi. No obstant aix0, ja s’han classificat
els BTRs com a toxics per als organismes aquatics i s’ha prohibit la produccié de N-
butilbenzosulfonamida per la seva neurotoxicitat. Per aquests i altres efectes, han estat
considerats contaminants emergents. A la taula 2.1. apareixen les concentracions
detectades en aiglies residuals, rius i llots en paisos d’Europa.
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Taula 2.1. Preséncia de BTRs, BTs i BSAs en aigiies residuals, rius i llots. [11]

AIGUES AIGUES
RESIDUALS RESIDUALS RIU LLOTS
COMPOST D’ENTRADA  DE SORTIDA (ng/L) (ng/g)
(ng/L) (ng/L)
1H-benzotriazol 0,5-210 0,01-100 0,05-7 1-412
4-metil-1H-benzotriazol 0,06-11 0,04-8 0,03-1670 1-82
5-metil-1H-benzotriazol 0,06-8 0,02-17 0,04-2160 1-104
5-cloro-1H-benzotriazol 0,01-14 0,005-3 0,002-002 0,5-114
>,6-dimetil-1H- 0,01-27 0,01-30 0,002 1-205
benzotriazol
benzotiazol 0,2-1 0,05-12 0,02-0,2 26-265
2-benzotiazolamina 0,02-9 0,02-0,4 0004-0,02 34-174
2-(metiltio)-benzotiazol 0,1-13 0,04-13 0,01-13 23-157
2(3H)-benzotiazolona 0,1-11 0,05-512 0,006-0,3 0,5-307
benzosulfonamida 0,01-1 0,04-0,6 0,006-0,5 -
2-metil- 0,04-4 0,05-3 0,008-0,8 ;
benzosulfonamida
4-metil- 0,05-50 0,05-11 0,03-1 ]
benzosulfonamida
N, 4-dimetil- <0,01 0,001-0,005 ] ;
benzosulfonamida
N-etil-4-metil- 0,04-0,8 0,002-0,1  0,002-0,1 ;

benzosulfonamida

Aquest treball esta focalitzat a I’analisi en mostres de peix ja que és la manera més
directa de qué un contaminant del medi aquds arribi a les persones i sigui ingerit,
causant efectes nocius. A la taula 2.2. es citen diverses tecniques utilitzades segons la
matriu on hi sén presents els analits. Segons la bibliografia, encara no s’han determinat
aquestes families en peixos.

Com s’observa a la taula, per extreure els analits de les mostres solides s’utilitzen
tecniques com el PLE o el LSE mentre que amb mostres liquides es fa Us de SPE. Com a
analisi instrumental predomina I’Us de LC encara que en algun cas s’ha utilitzat GC. El

detector més utilitzat és el MS o el MS/MS per la seva sensibilitat i selectivitat.

Taula 2.2. Técniques utilitzades en la determinacié de BTRs, BTHs i BSAs segons la matriu.

[11]
MATRIU TECNICA D’EXTRACCIO ANALISI INSTRUMENTAL
Aigua de riu SPE?, C1g GC x GC-MS
Aigua residual SPE, Oasis HLB LC-MS/MS
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(Continuacidé) Taula 2.2. Técniques utilitzades en la determinacié de BTRs, BTHs i BSAs
segons la matriu.

Llots PLE? i SPE; MeOH/H,0 LC-MS
3 . . . .
Sediments LSE® i SPE; MeOH i Oasis LC-MS/MS
HLB
Sol LSE, ACN/H,0 LC-MS/MS

1 Extraccio en fase solida.
2 Extraccio de liquids pressuritzats.
3 Extraccio liquida-solida.

Quan els animals ingereixen els contaminants, aquests queden fixats en el seu cos (les
dioxines i PCBs en el seu greix). Els organismes de la cadena trofica que només mengen
plancton ingereixen els toxics que hi ha a l'aigua, els que es mengen a aquests peixos o
crustacis, ingereixen els de l'aigua més els acumulats en les seves preses, i aixi
successivament fins a arribar fins al nostre organisme a través de I'alimentacié.

La determinacié de compostos de benzotriazols i benzotiazols en paisos d’Estats Units i
de I'est d’Asia per Wang et al. [12] és un exemple d’estudis previs d’aquetes espécies
pel seu efecte nociu. La determinacio es va dur a terme en mostres de pols d’interiors
mitjancant I'extraccié de liquids pressuritzats seguit d’extraccio en fase solida; I’analisi
quimic es va fer amb LC. En aquest estudi es va veure com les concentracions dels
compostos eren molt més grans en interiors de zones urbanes que no pas rurals. El cas
més significatiu és la preséencia de benzotiazol-2-ol (2-OH-BTH) detectat en
concentracions de 600 a 2000 ng/g, utilitzat en la vulcanitzacié dels neumatics dels
vehicles.

Com a exemple de determinacid de les especies en mostres liquides, cal destacar I'estudi
portat a terme per Carpinteiro et al. [13] basat en la determinacié de derivats de
benzotriazols en mostres d’aigua per microextraccid en fase solida per espai de cap
seguit de cromatografia de gasos en tandem amb espectrometria de masses. Realitzat
I'any 2010, va ser el primer estudi que va combinar GC-MS/MS i SPME per a la
determinacid sensible i selectiva de derivats de benzotriazols (estabilitzadors de UV) en
mostres d’aigua.



OBJECTIU

3. OBIJECTIU

L'objectiu d’aquest treball és el desenvolupament i optimitzacié d’'un métode analitic
per tal de determinar cinc compostos de les families de benzotriazols (1H-benzotriazol,
4-metil-1H-benzotriazol, 5-metil-1H-benzotriazol, 5-cloro-1H-benzotriazol, 5,6-dimetil-
1H-benzotriazol), cinc de benzotiazols (benzotiazol, 2-clorobenzotiazol, 2-
benzotiazolamina, 2-(metiltio)-benzotiazol, 2(3H)-benzotiazolona) i sis de
benzosulfonamides (benzosulfonamida, 2-metil-benzosulfonamida, 4-metil-
benzosulfonamida, N,4-dimetil-benzosulfonamida, N-etil-4-metil-benzosulfonamida, 4-
bromobenzosulfonamida) en mostres de peix mitjangant extraccié de liquids
pressuritzats (PLE) i cromatografia de gasos amb detector d’espectrometria de masses.
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4. FONAMENTS

De les diferents técniques utilitzades en el treball, es descriuran a continuacié els
fonaments de I'extraccié de liquids pressuritzats (PLE) i de I'extraccié en fase solida
(SPE). No es descriura el fonament del GC-MS per ser tecnigues molt conegudes.

4.1. Extraccio de liquids pressuritzats (PLE)

L’extraccio de liquids pressuritzats (PLE) és una técnica d'extraccié de mostra que utilitza
solvents liquids a temperatures i pressions elevades per extreure de manera rapida i
eficac analits de mostres solides. L'elevada temperatura augmenta la solubilitat dels
analits en el solvent d’extraccid i s’Taconsegueix una velocitat de difusié més alta en la
mostra, disminueix la viscositat, millora la penetracid en la mostra i elimina les
interaccions entre analits i matriu. L’elevada pressié permet que el solvent es mantingui
sense bullir per les altes temperatures i, els solvents poden penetrar mostres solides de
manera més eficient, reduint I'is de grans quantitats de solvent. A més d’aquests
avantatges, cal destacar que els extractes es filtren automaticament i que, en tractar-se
d’una técnica automatitzada, la manipulacié de la mostra és minima. També es porta a
terme I'extraccié en una atmosfera lliure d’oxigen amb el que s’evita la degradacié dels
compostos per oxidacid. Els parametres principals a optimitzar sén el tipus i volum
utilitzats de solvent d’extraccid, la temperatura, la pressid, el nombre de cicles
d’extraccid i el temps d’extraccio.

L’equip consta d’'una bomba que impulsa
el solvent cap al forn on es troba la cel-la
amb la mostra solida en forma de pols,
principalment, amb un  material
dispersant inert com és la terra de
diatomees. El material inert a la cel-la té
la funcié de millorar la difusié del solvent
d’extraccid6 a través de la mostra i
augmentar la superficie de contacte. Es
necessari un gas inert per tal d’aportar la
pressid necessaria per dur a terme
I’extraccié, normalment, nitrogen. (Fig.
4.1.1.)

Solvent

Nitrogen

Fig. 4.1.1. Diagrama esquematic de |'equip de PLE.



FONAMENTS

4.2. Extraccio en fase solida (SPE)

L’extraccio en fase solida és una técnica d’extraccié de la mostra que concentra i purifica
analits d’una solucid per la seva retencié selectiva en un sorbent adient, seguit d’una
elucié dels analits mitjangant un solvent apropiat per a I’analisi instrumental. Com a
mecanismes de retencid s’inclouen la fase invertida, la fase normal i I'intercanvi ionic.
També és anomenada extraccié liquid-solid. Els objectius principals d’aquesta técnica
d’extraccidé és I'enriquiment de traces, la neteja de la mostra, el fraccionament de la
mostra i 'emmagatzematge d’analits.

El cartutx que s’utilitza consta d’un adsorbent immobilitzat. Es poden trobar gran
varietat de sorbents comercials amb diferents caracteristiques per tal de triar el més
apropiat per als analits a retenir.

Els parametres a optimitzar d’aquesta técnica sén el tipus i caracteristiques del sorbent,
el pH i la forca ionica de la mostra, el volum de mostra, el solvent d’elucid, el volum del
solvent d’elucid i el flux.

A la figura 4.2.1. es mostren les etapes de |'extraccid en fase solida. Inicialment, es
necessita una etapa de condicionament del cartutx amb el solvent en quée es troba la
mostra. Aquest condicionament permet l'activacido del sorbent i dels seus grups
funcionals. Per activar els sorbents hidrofobics s’utilitza, generalment, metanol o
acetonitril. Seguidament, es passa la mostra i els analits es retenen en el sorbent mentre
els interferents de la matriu, idealment, poden passar sense ser retinguts. Una vegada
retinguts els analits, es passa el mateix solvent en el que es trobava I'extracte per tal de
netejar el cartutx de qualsevol interferéncia. Finalment, els analits s’elueixen amb un
solvent adient per a I'analisi instrumental. El solvent elimina la interaccié analit-sorbent,
per aquesta rag, el solvent ha de tenir la maxima interaccié amb I’analit i una interaccié
minima amb la resta de les impureses que hagin pogut quedar retingudes, deixant-les
en el sorbent. Per tal d’obtenir una alta concentracid, el volum d’elucié ha de ser el
minim possible.

[ ]
: »>
®* me
1

Condicionament Pas de la mostra Neteja A A2
AA A A

Elucié d’analits
Fig. 4.2.1. Etapes de SPE.
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5. PART EXPERIMENTAL

5.1. Compostos a determinar

Els compostos a determinar son els seglients:

o
\\5{\/ y y
N
0O N\N /@[N//N

benzosulfonamida 4-metil-1H-benzotriazol 5-metil-1H-benzotriazol benzotiazol

/\//\\

N

\O\ C[ N\N /70

N-etil-4-metil-benzosulfonamida 1H-benzotriazol N,4-dimetil-benzosulfonamida

\\/

e I O

2-clorobenzotiazol 4-metil-benzosulfonamida 2-benzotiazolamina

O\\ P

2-metil-benzosulfonamida 5-cloro-1H-benzotriazol 2(3H)-benzotiazolona
A\
MH.
S/

Br N N

4-bromobenzosulfonamida 2-(metiltio)-benzotiazol 5,6-dimetil-1H-benzotriazol

Fig. 5.1.1. Compostos a determinar.
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5.2. Materials

5.2.1. Solvents, patrons i sorbents

Els patrons d’alta puresa (indicat en percentatge entre paréntesi) utilitzats sén 5
benzotriazols: 1H-benzotriazol (BTR, 298%), 4-metil-1H-benzotriazol (4TTR, 298%), 5-
metil-1H-benzotriazol (5TTR, 298%), 5-cloro-1H-benzotriazol (CIBTR, 299%), 5,6-dimetil-
1H-benzotriazol (XTR, 299%); 5 benzotiazols: benzotiazol (BT, 96%), 2-clorobenzotiazol
(CIBT, 299%), 2-benzotiazolamina (NH2BT, 97%), 2-(metiltio)-benzotiazol (MeSBT, 97%),
2(3H)-benzotiazolona (OHBT, 98%); 6 benzosulfonamides: benzosulfonamida (BSA,
>98%), 2-metil-benzosulfonamida (0-TSA, 299%), 4-metil-benzosulfonamida (p-TSA,
>99%), N,4-dimetil-benzosulfonamida (Me-p-TSA, >98%), N-etil-4-metil-
benzosulfonamida (Et-p-TSA, 298%), 4-bromobenzosulfonamida (BrBSA, 299%); i 1
patré intern: d4-benzotiazol (BT-d4, 98%). Els compostos van ser adquirits a Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA). Les solucions patrons individuals de 1000 mg/L van ser
preparades en metanol, adquirit a Serviquimia (Constanti, Tarragona), i
emmagatzemades a -20 2C. Aquets patrons es van fer servir per fer-ne de menys
concentrats i dopar les mostres de peix. Per dopar la mostra a l'inici, es fa servir acetona
per a formar la suspensid i, acid sulfdric per optimitzar el clean-up, adquirits a
Serviquimia (Constanti, Tarragona). L’aigua ultrapura es va obtenir utilitzant el sistema
de purificacié d’aigua, d’aiglies Veolia (Sant Cugat del Vallés, Espanya).

El Florisil utilitzat com a sorbent als cartutxos de SPE aixi com el gel de silice van ser
adquirits a Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), els cartutxos de OASIS HLB (150 mg, 6 cm3) a
Waters (Wexford, Irlanda) i la terra de diatomees utilitzada en I'etapa de PLE a Thermo
Fisher Scientific (Bremen, Alemanya).

Els gasos utilitzats van ser I'heli per I'etapa de GC-MS i el nitrogen per la de PLE adquirits
a Carburos Metdlicos (Tarragona, Espanya).

5.2.2. Toxicitat i manipulacio

A la Taula 5.2.2.1. s’observa que la majoria dels compostos a determinar presenten
efectes irritants. En algun cas com és el del o-TSA i p-TSA també sén combustibles i en
el cas dels solvents utilitzats sén altament inflamables i combustibles.

12



PART EXPERIMENTAL

Taula 5.2.2.1. Toxicitat i manipulacié dels compostos.

COMPOST TOXICITAT MANIPULACIO
BT [14] Nociu en cas d |ng§st|o, cc.>r1tacte amb la pell o
inhalacio.
CIBT [15] Toxic en cas d’ingest'ié,. nociu en cas d’inhalacio,
irritant.
BTR [16] Inflfm?able, noc.iu en cas d’in.gestié o irlh.alacié,
irritant, nociu pels organismes aquatics.
ATTR [15] Nociu en cas d'ing.estifﬁ,.irrifcant (de la pell, vies
respiratories i ulls).
BSA [17] Irrita.nt, nOC?l:I _en cqntacte am'l? la pe_II,o per
inhalacié i nociu en cas d’ingestio.
5TTR [17] Nociu en cas d mg.estl?,.lrrljcant (de la pell, vies
respiratories i ulls).
NH2BT [18] Irritant per la peII’,' ulls'i \./iles respira'FC?ries, toxic en
cas d’ingestid o inhalacid.
MeSBT [19] Irritant per contactfe arrﬂ? la pell, ulls o vies
respiratories.

0-TSA [20] Combustible, irritant en contacte amb els ulls.

CIBTR [19] Toxic en cas d’ingestid.

OHBT [19] Nociu en cas d’ingestid i irritant en contacte amb Utilitzacié de

la pell i en cas d’inhalacid. guants, ulleres
p-TSA [20] Combustible, irritacié en contacte amb els ulls. de proteccid i
Me-p-TSA Irritant en contacte amb els ulls i la pell aixi com bata de.
[21] amb les vies respiratories. laboratori.
XTR [15] Irritant en contacte amb la pell, els ulls i les vies

respiratories.

Et-p-TSA [15]

Irritant en contacte amb la pell, els ulls i les vies
respiratories.

BrBSA [15]

MeOH [20]

H2504 [20]

AcOEt [20]

MeCN [20]

Nociu en cas d’ingestid i irritant en contacte amb
la pell, els ulls i les vies respiratories.
Altament inflamable, mescles vapor/aire
explosives, nociu en cas d’inhalacio i en contacte
amb ulls i pell.

Corrosiu, risc d’incendi i explosié en contacte amb
bases, substancies oxidants, aigua, combustibles i
agents reductors.

Altament inflamable, mescles vapor/aire
explosives. Nociu en cas d’inhalacid i contacte
amb la pell.

Altament inflamable, mescles vapor/aire
explosives, risc d’incendi i explosid en contacte
amb oxidants forts. Nociu en cas d’inhalacié.

13
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5.2.3. Estudi econOmic

Per a realitzar I’estudi economic, s’ha tingut en compte els materials (Taula 5.2.3.1.), els
solvents (Taula 5.2.3.2.) i els reactius (Taula 5.2.3.3.) utilitzats durant I'optimitzacié del
meétode. A més, es mostren els preus dels aparells i instruments (Taula 5.2.3.4.) utilitzats
al llarg de la realitzacio del treball.

Taula 5.2.3.1. Estudi economic dels materials utilitzats al metode.

UTILITZAT

%

warny PUDEaumrr Ty PR e
EXTRACCIO EL TOTAL
ETAPA DE PLE
:'ellt:z 246,69€ 100 unitats 1 2,47 € 11,54 %
Terra de
diatomees 110,97 € 1000 g 3g 0,33 € 1,56 %
Nitrogen 65,21 €
Cos cel-la 275,88 €
ETAPA DE SPE
Cartutxos 106,48 € 100 unitats 1 1,06 € 4,98 %
Oasis HLB 227,48 € 30 unitats 1 7,58 € 35,47 %
Fritats 107,69 € 100 unitats 2 2,15 € 10,07 %
Florisil 151,00 € 500 g 05g 0,18 € 0,85 %
ETAPA DE FILTRAT
Xerl”r‘ngL“es 1561€ 100 unitats 1 0,16 € 0,73%
F";rFeTSEde 371,95€ 50 unitats 1 7,44 € 34,80 %
TOTAL c.ceeeciieieeeeecceeeeeenenneeeeeeesnnssssessesnsssssssesnnnssssssesesnnnnnnns 21,37 €
Taula 5.2.3.2. Estudi economic dels solvents utilitzats al métode.
UTILITZAT %
sowewr  faeuoe aummar o™ peuret - gesecr
EXTRACCIO EL TOTAL
Metanol GC 30,44 € 2500 mL 20 mL 0,24 € 31,32%
Metanol LC 9,38 € 2500 mL 24 mL 0,09 € 11,58 %
Acetonitril 21,78 € 2500 mL 18 mL 0,16 € 20,17 %
Acetat d’etil 39,88 € 2500 mL 18 mL 0,29 € 36,93 %
IO - YN 0,78 €
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Taula 5.2.3.3. Estudi economic dels reactius.

PREU DE UANTITAT

REACTIU COMPRA QCOMPRA UTILITZAT PREU TOTAL
BTR 40,40 € 50 mg 10 mg 8,08 €
4-TTR 40,10 € 50 mg 10 mg 8,02 €
5-TTR 33,50 € 50 mg 10 mg 6,70 €
CIBTR 72,10 € 25¢g 10 mg 0,03 €
XTR 72,60 € 5g 10 mg 0,15 €
BT 17,80 € 5g 10 mg 0,04 €

BT-d4 180,00 € 2,5mg 2,5mg 180,00 €
CIBT 38,40 € 5g 10 mg 0,08 €
NH2BT 19,50 € 5g 10 mg 0,04 €
MeSBT 78,20 € 50g 10 mg 0,02 €
OHBT 34,30 € 5g 10 mg 0,07 €
BSA 15,40 € 5g 10 mg 0,03 €
o-TSA 68,50 € 25¢g 10 mg 0,03 €
p-TSA 43,20 € 10g 10 mg 0,04 €
Me-p-TSA 93,90 € 100 g 10 mg 0,01 €
Et-p-TSA 41,20 € 100 g 10 mg 0,01€
BrBSA 61,50 € 5g 10 mg 0,12 €
H2504 9,42 € 2500 mL 10,90 mL 0,04 €
TOTAL. ittt csssnsns s ssesssasssessas ssssssssssssas ssssssasssssssssssasssssssssas sssassassssssns 203,51 €

Taula 5.2.3.4. Estudi economic dels aparells i instruments.

APARELL/INSTRUMENT PREU DE COMPRA
Dionex ASE 350 40.000 €
Mivac 15.000 €
GC-MS 90.000 €

Segons el Servei de Recursos Cientifics i Tecnics de la Universitat Rovira i Virgili, els preus
sobre pesos bruts de residus, envasos i palets sén:

Solvents halogenats 1010 €/T
Solvents no halogenats 101 €/T
Soluciones aquoses 292,90 €/T
Olis 50,50 €/T
Solids, absorbents... 303 €/T
Envasos contaminats 606 €/T
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Reactius laboratori 2020 €/T

Els costos de transport i documentacio sén a part i cal sumar 2,37 €/T per repercussid
d’abocadors.

Tenint en compte només el preu del material gastat per extraccié i el dels solvents i, que
s’han fet un total de 68 extraccions totals durant la realitzacié del treball, el preu final
del projecte és de 1506,20 €.

5.3. Preparacio de la mostra

El peix utilitzat en I’estudi va ser comprat en tres establiments diferents: un mercat, una
peixateria i un supermercat per tal de poder tenir una diversitat de la mostra i tenir en
compte diverses fonts de compra dels consumidors.

Les mostres es van tallar a trossos petits i es van congelar. Més endavant, van ser
liofilitzades mitjancant el Mi-Vac de SP Scientific (Warminster, Pensilvania). Una vegada
la mostra estava lliure d’aigua, es va moldre i tamisar fins a obtenir una mostra en pols
fina, aquesta es va guardar en un lloc sec i fresc per a ser analitzada.

Per a dopar la mostra solida amb els analits a determinar, es pesa una quantitat
d’aquesta i se li afegeix acetona per tal de formar una suspensié. Es importat que el
recipient utilitzat tingui una gran superficie per afavorir I'’evaporacio, per exemple, un
cristal-litzador. Seguidament, s’afegeixen els analits d’'un patré amb concentracié
coneguda i es mescla la suspensié per assegurar la homogeneitat d’aquesta. El
cristal-litzador el tapa amb para-Film fent-li obertures i es deixa evaporar del solvent.

5.3.1. Extraccio per liquids pressuritzats (PLE)

Sota les condicions optimitzades, els analits van ser extrets amb aigua Milli-Q. Les
extraccions es van dur a terme amb un extractor de liquids pressuritzats, ASE 350
Dionex, mitjancant cel-les de 10 ml de capacitat. Cada cel-la es va omplir amb un filtre
de cel-lulosa al fons, d’1 g de terra de diatomees seguit d’'una mescla d’1 g de mostra de
peix amb 1 g de terra de diatomees preparada en un morter. Finalment, es van omplir
les cel-lesamb 1 g de terra de diatomees (Fig. 5.3.1.1.).
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L’extraccié es va portar a terme a 80 2C, amb cel-les
| Terradediatomees  pressuritzades a 1500 psi utilitzant un cicle estatic de
5 min. El volum d’esbandir i el temps de purga (usant
Terrade diatomees  npitrogen) van ser 6,6 mL (equivalent al 60% de la
mostre capacitat de la cel-la) i 120 segons, respectivament.

[— Terra de diatomees
——4—— Filtre

Fig. 5.3.1.1. Cel-la de PLE.

5.3.2. Extraccio en fase solida (SPE)

El procés d’extraccié en fase solida esta basat en estudis
previs realitzats per Herrero et al. [4]. Es va fer Us de
cartutxos de Oasis HLB i Florisil. El primer d’ells consta d’un
sorbent de co-polimer de N-vinilpirrolidona (hidrofilica) i
divinilbenze (lipofilic) amb capacitat de retenir analits
polars [22]; el segon es tracta de silicat de magnesi sinteétic
gue actua com a adsorbent dels lipids de la mostra. Els
cartutxos de Florisil van ser preparats amb 0.5 g d’aquest.
Els cartutxos Oasis HLB van ser condicionats amb 5 ml de
metanol seguits de 5 ml d’aigua Milli-Q; els de Florisil, amb

5 ml de metanol. Fig. 5.3.2.1. Elucié analits en
SPE.

lara/ze
RO

O
z

<
2
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Primer, es va fer passar I'extracte aquds del PLE (10 mL, aproximadament) a través del
cartutx de Oasis HLB per tal que els analits quedessin retinguts en aquest, es van fer
passar 5 ml d’aigua Milli-Q i es va fer el buit per tal d’assecar el cartutx. Seguidament, es
va posar el cartutx de Oasis HLB seguit del de Florisil (Fig. 5.3.2.1.) i es van eluir els
compostos amb 6 ml de metanol recollint-los en vials. Seguidament, es va evaporar el
solvent fins a 1 mL, aproximadament, per tal de concentrar I'extracte.

Una vegada s’havia evaporat I’extracte fins a, aproximadament, 1 mL, amb I'ajuda d’una
xeringa d’1 mL i un filtre de PTFE de 0,2 um de porus (hidrofob) aquest es va filtrar per
acabar d’eliminar qualsevol interferéncia que quedés en suspensié i es va enrasar en un
matras d’1 mL en metanol per a la posterior injeccié al cromatograf intentant netejar el
maxim d’extracte de I'evaporacio per evitar la pérdua d’analits.
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5.4. Determinacié per GC-MS

L’equip de GC-MS consisteix en un instrument Hewlett Packard HP 6980 Series GC
System connectat a un detector d’espectrometria de masses Hewlett Packard 5973
Mass Selective Detector adquirits a Agilent Technologies (Palo Alto, USA). Les
separacions es van dur a terme amb una columna ZB-5 de Micron Phenomenex
(Torrance, California, USA) de dimensions (30m x 0.25mm d.i. x 0.25um) operant a flux
constant d’1 ml/min d’heli. L’enregistrament de les dades cromatografiques es va dur a
terme amb un G1701DA MSD ChemStation, el qual era controlat per Windows
(Microsoft). EI GC va ser programat com a continuacio: 85 2C (mantinguts 2 min), el
primer pendent de temperatura a 25 2C/min fins a 200 2C, el segon pendent a 5 2C/min
fins 250 C i el tercer pendent a 10 2C/min fins 280 2C (mantinguts 2 min). La
temperatura de l'injector (PTV) es va mantenir a 250 C. Els patrons i les mostres es van
injectar en volums d’1ul en mode splitless (2 min). El detector de masses enregistrava
en el mode SIM a una energia d’impacte electronic de 70 eV.

A la taula 5.4.1. es mostra informacio sobre els compostos a analitzar com el nom, el pes
molecular, els temps de retencid i els ions seleccionats per a cadascun d’ells en el mode
SIM.

Taula 5.4.1. Abreviatura, pes molecular, temps de retencid i ions seleccionats a mode SIM.

BT Benzotiazol 135 135%*, 108 6.9
BT-d4 Benzotiazol-d4 139 111;’5112' 6.9
CIBT 2-clorobenzotiazol 169 169%, 108, 7.6
134
BTR 1H-benzotriazol 119 119* 8.4
ATTR 4-metil-1H-benzotriazol 133 104%*, 133 8.7
BSA Benzosulfonamida 157 157%*, 141 8.8
5TTR 5-metil-1H-benzotriazol 133 104%*, 133 8.9
NH2BT 2-benzotiazolamina 150 150%, 123 9.2
MeSBT 2-(metiltio)-benzotiazol 181 181:(');48' 9.2
o-TSA 2-metil-benzosulfonamida 171 106;7171' 9.3
CIBTR 5-cloro-1H-benzotriazol 153 153;;25' 9.5

18



PART EXPERIMENTAL

(Continuacid) Taula 5.4.1. Abreviatura, pes molecular, temps de retencio i ions seleccionats a
mode SIM.

*
p-TSA 4-metil-benzosulfonamida 171 1711(’)7155’ 9.6
OHBT 2(3H)-benzotiazolona 151 151%, 123 9.6
N,4-dimetil- 185%*, 155,
Me-p-TSA benzosulfonamida 185 121 2.6
N-etil-4-metil- 155%*, 184,
Et-p-TSA benzosulfonamida 199 199 99
XTR 5,6-dimetil-1H-benzotriazol 147 118%*, 147 9.9
. 237%, 155,
BrBSA 4-bromobenzosulfonamida 235 135, 221 10.9

* 16 quantificador

5.5. Resultats i discussio

5.5.1. Preparacio patrons

Primerament, es van preparar els patrons individuals dels compostos de les tres families
en metanol a una concentracié de 1000 mg/L, ja que d’aquesta manera presentaven
gran estabilitat, per tal d’utilitzar-los per fer intermedis i concentracions menors per ser
injectades al cromatograf o dopar les mostres.

5.5.2. Optimitzacio condicions GC-MS

Com s’ha vist a la taula 2.2., generalment, s’ha utilitzat la cromatografia de liquids amb
detector d’espectrometria de masses per a la determinacio i I'analisi d’aquestes families
de compostos. No obstant aix0, amb la cromatografia de gasos s’espera menor efecte
matriu a més de provar més clean-up per tal de minimitzar-lo.

Inicialment, es va partir de les condicions descrites per Carpinteiro et al. [23] per tal

d’identificar les espécies individuals en mode Full Scan a través dels seus espectres (Fig.
5.5.2.1.).
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Fig. 5.5.2.1. Espectres de masses de (1) BT, (2) BT-d4, (3) CIBT, (4) BTR, (5) 4TTR, (6) BSA, (7)
5TTR, (8) NH2BT, (9) MeSBT, (10) o-TSA, (11) CIBTR, (12) p-TSA, (13) OHBT, (14) Me-p-TSA,
(15) Et-p-TSA, (16) XTR, (17) BrBSA.

Una vegada identificats, es va preparar un patré amb totes les espécies a determinar.
Cada familia estava preparada a una concentracid adient per ser detectada; la de
benzotriazols a 50 mg/L, la de benzotiazols a 50 mg/L i la de benzosulfonamides a 25
mg/L. Una vegada es va comprovar que les condicions inicials no eren optimes en
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I’estudi, es van provar d’altres per tal d’arribar a les més adients i separar els pics per
evitar el solapament.

Es va observar com alguns dels compostos donaven problemes a I'hora de ser
identificats i es va decidir eliminar-los i seguir I'estudi només amb aquells que es
poguessin identificar i quantificar sense problemes. Els eliminats van ser aquells que
donaven molt poca senyal i no era possible identificar-los; van ser: 1H-benzotriazol, 5,6-
dimetil-1H-benzotriazol, 2(3H)-benzotiazolona, 4-bromobenzosulfonamida i 5-cloro-1H-
benzotriazol. A la figura 5.5.2.2. es mostra la separacié cromatografica Optima en mode
Full Scan dels onze compostos i el patré intern, i els ions extrets de cadascun d’ells.
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Fig. 5.5.2.2. Cromatograma en mode Full Scan dels onze compostos i el patré intern amb els

ions extrets.
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Quan es va haver optimitzat el gradient de temperatura (apartat 5.4.) i ja es coneixien
els ions de cadascun dels compostos, es van optimitzar les condicions del mode S/IM. Per
fer-ho, es van tenir en compte el temps de retencié de cada compost obtinguts en el
patrd mescla i els ions més representatius d’ells. Per triar aquests ultims es va tenir en
compte la seva abundancia i els de m/z més alta. Per la separacié entre els pics, es va
decidir fer dues finestres tenint en compte els ions i els temps de retencié dels
compostos (Taula 5.4.1.). La primera va del minut 2 al 7.90 i conté al BT, BT-d4 i CIBT
amb els seus respectius ions; la segona va del minut 7.90 al final de I'analisi i conté als
restants compostos.

5.5.3. Optimitzacio condicions PLE

Inicialment, es va partir de les condicions trobades a la bibliografia [4] per tal
d’optimitzar el solvent d’extracci6 més adient per obtenir millors recuperacions dels
analits. L'extraccio es va dur a terme a 80 2C, amb la cel-la pressuritzada a 1500 psi, usant
un cicle estatic de 5 min. El volum d’esbandir va ser de 6,6 mL, corresponent al 60% de
la cel-la, i el temps de purga (utilitzant nitrogen), de 120 segons.

Es va provar de fer les extraccions en aigua, metanol i una mescla metanol:aigua (1:1).
Es va realitzar tot el métode utilitzant els diferents solvents d’extraccio per tal de calcular
les recuperacions amb cadascun d’ells. Es van calcular fent Us de les equacions 5.5.3.-1,
5.5.3.-2,5.5.3.-3,5.5.3.-4i5.5.3.-5. Cal dir que les divisions per calcular les recuperacions
son relacions de les arees dels compostos amb el patro intern. El patré que apareix a les
equacions es tracta d’un patré amb tots els compostos i el patré intern preparat a 50
mg/L i injectat directament al GC-MS.

mostra dopada a l'inici
% Rec. aparent = pzftré -1 (5.5.3.-1)
mostra dopada a l'inici
% Rec. PLE = P 100 (5.5.3.-2)

mostra dopada després PLE '

. » mostra dopada després PLE
% Rec. evaporacio6 = - — - 100 (5.5.3.-3)
mostra dopada després evaporacio

% Rec. SPE mostra dopada després evaporacid 100
ec. = :
’ mostra dopada després SPE (5.5.3.-4)

(mostra dopada després SPE) - patrd 100

% Efecte matriu = (5.5.3.-5)

patrd
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En el cas d’utilitzar metanol:aigua com a solvent d’extraccié del PLE, es van tenir en
compte les etapes de I'esquema 5.5.3.1. En el cas de la utilitzacié d’aigua, es va seguir
I'esquema 5.5.3.2. A diferéncia de la utilitzacié de metanol:aigua com a solvent, en
aquest cas, no cal una etapa d’evaporacid després del PLE ja que I'extracte només té
aigua. Finalment, per a I'extraccié amb metanol es va tenir en compte les etapes de
I'esquema 5.5.3.3. En els tres casos es va calcular la recuperacié aparent, la del PLE i
I’efecte matriu. Amb aigua com a solvent, també, la recuperacié de I'etapa de SPEiamb
I'aigua:metanol, a més, I'etapa d’evaporacio de després del PLE. El moment on es dopa
la mostra o I'extracte s’indica amb un asterisc (*) en els esquemes.

() PLE 2L Evaporacié —2L» SPE —L» Evaporaci6 — Filtraci6 —» 1 mL

Esquema 5.5.3.1. Etapes del métode utilitzant metanol:aigua com a solvent d’extraccié del
PLE.

) pLE L SPE L) Evaporaci6 — Filtraci6 —» 1 mL

Esquema 5.5.3.2. Etapes del métode utilitzant aigua com a solvent d’extraccié del PLE.

) pLE - Evaporaci6 — Filtraci6 — 1 mL

Esquema 5.5.3.3. Etapes del métode utilitzant metanol com a solvent d’extraccioé del PLE.

Es van dopar 3 g de mostra de salmé per tal de tenir una concentracié dels analits de 50
mg/kg seguint el procés de I'apartat 5.3. i es va calcular la recuperacié aparent dels
compostos.

Segons la figura 5.5.3.1., es va observar que utilitzar la mescla de metanol:aigua (1:1)
donava millors recuperacions per tots els compostos excepte per BT i CIBT que baixaven
respecte a utilitzar aigua com a solvent d’extraccid. No es mostren els resultats obtinguts
amb el metanol com a solvent d’extraccid ja que, a causa del gran efecte matriu que hi
va haver, es feia impossible identificar els compostos.
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Fig. 5.5.3.1. Recuperacions aparents amb aigua i metanol:aigua (1:1) com a solvents d’extraccié
en I'’etapa de PLE del salmé.

Donat que les mostres de salmd, en presentar tant de greix, donaven certs problemes a
I’hora d’analitzar-les per GC-MS, es va decidir canviar de mostra, analitzant aixi mostres
de llug, un peix amb menys contingut de lipids i el qual presentaria menys problemes. El
percentatge lipidic va ser calculat anteriorment per determinacid gravimetrica [24].
Primer, es va pesar una quantitat determinada de grams de peix i es van posar en un vial
préviament pesat; el vial amb el peix es va pesar. Seguidament, el vial amb el peix es va
deixar durant dues hores a la mufla i es va tornar a pesar, es va tornar a deixar durant
trenta minuts més i es va repetir el procediment fins el moment en qué el pes del vial
amb el peix es mantenia constant. Mitjancant les equacions 5.5.3.-6 i 5.5.3.-7 es va
calcular el percentatge lipidic del peix en qlestid. Cal dir, a més, que el llu¢ també és un
dels peixos més consumits per la societat i I'estudi també hi té aplicabilitat.

(pes vial ple - pes vial buit) =x g (5.5.3.-6)

X
% lipidic= ———2 . 100 (5.5.3.-7)
pes peix inici

Es va continuar I'estudi amb aquesta matriu i es van calcular les recuperacions de
cadascuna de les etapes segons el solvents d’extraccié del PLE.
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Com es mostra a la figura 5.5.3.2., moltes de les recuperacions superen el 100 % degut
a I'efecte matriu. No obstant aix0, no hi va haver problemes per poder identificar cap
compost i les recuperacions que es mantenen per sota del 100 % sén raonables a
cadascuna de les etapes, sent més baixes les aparents que tenen en compte tot el
metode seguides de les de |'etapa de PLE, evaporacid i de SPE. Cal destacar el Et-p-TSA
com el que déna unes recuperacions majors en tractar-se de I"tltim compost en sortir al
cromatograma i, en conseqliéncia, el que apareix més ample per I'efecte matriu.
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X
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o
i
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e R S | IO RIS N IR SRR SN
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[ ] - ]
-50,0 u n |
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R~ I S R s
z s - ° °© & & 2
()] -
E w
Recup. Aparent Recup. PLE I Recup. Evaporacio

mm Recup. SPE . EFfecte matriv =~ ------ Indica el 100 %

Fig. 5.5.3.2. Recuperacions amb extraccié de metanol:aigua en llug.

A la figura 5.5.3.3. s'observa com I'efecte matriu és present en tots els compostos fent
que algunes de les recuperacions de I'etapa del SPE sobrepassin el 100 %. No obstant
aixo, les que es mantenen per sota corresponen a unes recuperacions raonables segons
les etapes. L'Unic compost que no es va poder identificar és el o-TSA, el qual no apareix
tant en la recuperacid aparent com en la de I'etapa del PLE. Altra vegada, és el Et-p-TSA
el compost que déna unes recuperacions molt més altes del 100 % altra vegada per
I’efecte matriu.
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Fig. 5.5.3.3. Recuperacions amb extraccié d’aigua en llug.

Amb la utilitzaciéo del metanol com a solvent d’extraccié es fa impossible identificar
molts dels compostos com es mostra a la figura 5.5.3.4. L'efecte matriu és molt alt en
tots els compostos el que suposa un augment de les recuperacions en els identificats,
per tant, es pot concloure que el metanol extrau moltes interferencies. Per tots aquests
desavantatges de la utilitzacié del metanol, queda descartat com a solvent d’extraccid
en I'etapa del PLE.
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Fig. 5.5.3.4. Recuperacions amb extraccié de metanol en llug.
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Es comparen les recuperacions aparents, de I'etapa de PLE i I'efecte matriu, que sén les
Uniques comunes als tres solvents utilitzats. Inicialment, es va descartar el metanol com
a solvent perque, a causa del seu efecte matriu, no es podien identificar alguns dels
compostos com el 4TTR, 5TTR i Me-p-TSA en les recuperacions aparents (Fig. 5.5.3.5.) i
en les de I'etapa del PLE (Fig. 5.5.3.6.), a més de les dificultats per identificar i quantificar
la resta de compostos.

Comparant les recuperacions aparents i les de I'etapa de PLE, s'observa que amb aigua
i aigua:metanol, aquestes sén molt semblants, i es comprova que |'efecte matriu amb
metanol com a solvent d’extraccié és molt gran (Fig. 5.5.3.7.).
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Fig. 5.5.3.5. Recuperacions aparents amb aigua, metanol:aigua (1:1) i metanol com a
solvents d’extraccioé en I’etapa de PLE de llug.
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Fig. 5.5.3.6. Recuperacions de I'’etapa de PLE amb aigua, metanol:aigua (1:1) i metanol com a
solvents d’extraccio de llug.
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Fig. 5.5.3.7. Efecte matriu amb aigua, metanol:aigua (1:1) i metanol com a solvents
d’extraccio en I’etapa de PLE de llug.

Si bé encara no es va optimitzar totalment |'etapa de PLE, va ser necessari disminuir
I'efecte matriu per tal de poder observar correctament |'efecte dels diferents
parametres del PLE. Per aquesta rad, es va seguir I'estudi amb I’optimitzacié d’un clean-

up.

5.5.4. Optimitzacié Clean-Up

Pel fet de tractar-se d’'una mostra de peix, I'extracte d’aquest presenta gran quantitat
de lipids que interfereixen en I'analisi. Per tal de minimitzar I’efecte matriu, es va decidir
fer una etapa de clean-up basada en |'eliminacio dels lipids per a una millor determinacid
dels analits. Els sorbents més adients per a I'eliminacio de lipids apolars son el gel de
silice acidificat, Florisil i alimina. En el cas de I'alimina, també elimina els possibles
colors de I'extracte [25].

En I'estudi, es va provar el Florisil acidificat amb acid sulfuric com a sorbent, tant amb el
metode in-cell en I'etapa de PLE, substituint la terra de diatomees, com també utilitzat
en I'etapa de SPE.

El Florisil va ser acidificat amb acid sulfuric concentrat (1:1, w/w) agitant vigorosament
per aconseguir que quedés homogeni i es va deixar reposar durant 24h.

En el cas de I'etapa del PLE, hi va haver certs problemes amb els filtres utilitzats en la
cel-la, ja que eren de cel-lulosa i van ser cremats per la preséncia de I'acid sulfuric (Fig.
5.5.4.1.).
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Fig. 5.5.4.1. Filtre de cel-lulosa

cremat per acid sulfuric.

No obstant aquest problema, es van poder identificar
els compostos a analitzar. A la figura 5.5.4.2.
s’observa la diferéncia de les recuperacions entre la
utilitzacio del clean-up in cell en I'’etapa de PLE i sense
el clean-up. La majoria de compostos augmenten les
recuperacions amb el clean-up, cal destacar,
sobretot, que el o-TSA pot ser identificat quan
previament era impossible. Només en els casos del
BSA i Et-p-TSA és la recuperacié sense clean-up la que
és major pero, alhora sén compostos que donaven un

percentatge major del 100 % a causa de I'efecte matriu, aixi que es pot assumir que el
clean-up ha suposat una disminucié d’aquest efecte matriu fent disminuir les seves
recuperacions a valors més raonables, per sota del 100 % en el cas del BSA i més proxim
al 100 % per I'Et-p-TSA.

En els casos del 4TTR i 5TTR en els que les recuperacions superen el 100 %, podria ser
degut a la interferéncia del filtre de cel-lulosa dissolt en I'’etapa del PLE a causa de I'acid

sulfuric.
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Fig. 5.5.4.2. Recuperacions aparents de les extraccions amb aigua amb i sense clean-up a

I'etapa de PLE.
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Amb la utilitzaci6 de metanol:aigua com a solvent d’extraccid, s’observa a la figura
5.5.4.3. com alguns dels compostos (0-TSA i Et-p-TSA) no es van poder identificar. En
aquest cas, les recuperacions amb el clean-up augmenten només en tres casos i dos
d’ells superen el 100 %. Cal suposar llavors, que amb I'aigua:metanol s’extrauen més
interferents que dificulten a I'hora d’identificar els compostos i fent que les seves
recuperacions siguin majors al 100 % o inclus, disminueixin respecte a no utilitzar clean-

up.
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Fig. 5.5.4.3. Recuperacions aparents de les extraccions amb aigua:metanol amb i sense
clean-up a’etapa de PLE.

A causa d’aquests problemes amb el clean-up en I'etapa de PLE, es va decidir fer-lo en
I’etapa de SPE per evitar que el filtre de cel-lulosa interferis en I’analisi. Es van preparar
cartutxos de Florisil acidificat per substituir els de Florisil sense acidificar utilitzats en
etapes anteriors.

L'etapa de PLE es va decidir fer-la amb aigua com a solvent d’extraccié per facilitar el
procés d’optimitzacio i observar si hi havia alguna millora amb el nou clean-up. Una
vegada obtingut I'extracte del PLE, es va fer passar primer pel cartutx del Florisil
acidificat seguit en tandem del d’Oasis HLB per tal d’aplicar primerament el clean-up i
després retenir els analits en el seglient cartutx (Fig. 5.5.4.4.). D’aquesta manera, I'ordre
d’aplicacié del clean-up no variava respecte el realitzat a I'’etapa de PLE. Una vegada els
analits estaven retinguts en el cartutx de Oasis HLB, es van eluir amb 6 mL metanol i es
van recollir en vials.
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— En aquest cas, ni els fritats ni els cartutxos van cremar-se
ni fer-se malbé en estar en contacte amb I'acid sulfuric. No
obstant aix0, hi va haver problemes a I’hora de fer passar
I’extracte a través del cartutx amb Florisil acidificat ja que
—  Fritat aquest va quedar més compactat que el Florisil sense
— Florisil acidificat acidificar utilitzat anteriorment i, inclds aplicant el maxim
- de buit, el temps en passar I'extracte va ser molt llarg.

=

A la figura 5.5.4.5. es mostren les recuperacions dels
compostos amb i sense clean-up utilitzant aigua com a
solvent d’extraccié a l'etapa del PLE. S’observa com
encara els percentatges de recuperacions superen el 100
I % a causa de |'efecte matriu, per conseqiéncia, el clean-

up amb Florisil no és I'0Optim per algunes especies. Per a
unes altres com 4TTR i 5TTR, la recuperacié augmenta
considerablement amb la utilitzacié dels clean-up, no
obstant aixd, superen el 100 %. Comparant les
recuperacions del clean-up en el PLE i el SPE, s’observa com fent el clean-up en el SPE,
en la majoria de compostos les recuperacions disminueixen el que portaria a concloure
qgue amb I'Gs del clean-up in-cell, el filtre de cel-lulosa interferia en I'analisi dels
compostos augmentant les recuperacions.

Fig. 5.5.4.4. Cartutxos de SPE
en tandem.
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Fig. 5.5.4.5. Comparacio de les recuperacions sense clean-up, amb clean-up in-cell al PLE i en
I’etapa de SPE.

Després de comprovar que amb el Florisil acidificat no s’obtenen resultats optims, es va
decidir provar el gel de silice acidificat amb acid sulfuric, aquesta vegada directament en
I’etapa del SPE per evitar qualsevol problema durant I'etapa de PLE amb els filtres o

32



PART EXPERIMENTAL

I'aparell. Per acidificar el gel de silice, es va deixar durant 24h en I'estufa [26] per
eliminar I'aigua que hi hagués present i es va posar a refredar en un dessecador per a
gue no agafés aigua. Seguidament, es va barrejar amb acid sulfuric concentrat i es van
preparar els cartutxos amb 0.5 g d’aquesta.

En la comparacié de les recuperacions amb els clean-up de Florisil acidificat i el de gel
de silice acidificat a la figura 5.5.4.6. es pot comprovar com tots els valors amb el gel de
silice es mantenen per sota del 100 % donant uns valors més raonables que amb el
Florisil. També es poden identificar tots els compostos sense problema ja que les senyals
gue donaven als cromatogrames eren prou altes per ser també quantificats. Per aquesta
rad, es pot concloure que el gel de silice acidificat amb acid sulfiric és un sorbent
adequat per a ser utilitzat en el clean-up del metode proposat en aquest estudi.
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Fig. 5.5.4.6. Comparacio de les recuperacions dels clean-up amb Florisil in-cell al PLE i en
I’etapa de SPE, i amb gel de silice al SPE.
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6. CONCLUSIONS

For the first time, a sample extraction method for the determination of benzotriazoles,
benzothiazoles and benzenesulfonamides in fish samples has been proposed. Although
this project has represented a big step in studies with fish matrix, the optimisation of
the method needs to be further developed. Its major advantages are: low consumption
of organic solvents, integration of extraction and clean-up in the same step and using
Milli-Q water as solvent in pressure liquid extraction. Thanks to the use of GC-MS as
determination technique, the proposed method enables the sensitive determination of
the target compounds.

Temperature gradient in GC-MS was optimised to separate correctly all the compounds.
Moreover, extraction solvent of the PLE step and clean-up were optimised. Milli-Q
water, methanol and Milli-Q water:methanol (1:1, v/v) were tested as extraction
solvents. Methanol gave problems to identify compounds because of the matrix effect,
so it was discarded. Milli-Q water gave better recoveries than Milli-Q water:methanol.
Silica gel acidified with sulfuric acid was chosen as the optimum sorbent in the SPE step.
Recoveries with clean-up step using silica gel were much better than without the other
sorbent tested, acidified Florisil; the best recoveries values were around 74 %.
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