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RESUM

Les fluoroquinolones sén antibiotics utilitzats en animals contra les infeccions
bacterianes, i és important assegurar que els productes destinats al consum huma
compleixen amb les regulacions de seguretat establertes i no continguin residus de

farmacs a concentracions superiors a les permeses.

En aquest treball, s'ha desenvolupat un metode senzill i eficient per a la determinacid
de fluoroquinolones en mostres de llet comercial. EIl métode es basa en la
cromatografia de liquids i deteccid ultraviolada (LC/UV) juntament amb I'extraccié en

fase solida (SPE) com a técnica de tractament de les mostres.

A partir dels resultats obtinguts en I'analisi de les mostres de llet per mitja del metode
optim, s'ha pogut demostrar que aquestes compleixen amb la normativa vigent, ja que
s'han obtingut unes concentracions de les fluoroquinolones per sota dels limits maxims

de residus establerts (MRL).
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ABSTRACT

Fluoroquinolones are antibiotics administered to animals to fight bacterial infections. It
is important to ensure that all animal products for human consumption comply with
established safety regulations and do not contain traces of pharmaceutical waste at

higher concentrations than the established ones.

In this work, an easier and more efficient method has been developed for the
determination of fluoroquinolones in commercial milk samples. This method consists
of a separation with liquid chromatography and ultraviolet (UV) detection after a

previous sample treatment based on solid-phase extraction.

Based on the results obtained from the analysis of milk samples using optimized
conditions, it has been possible to demonstrate that these samples comply with the
current regulations because the concentrations of fluoroquinolones were below the

established maximum residue limit (MRL).
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1 INTRODUCCIO

Els aliments, en general, tenen un paper crucial en la vida dels éssers vius, ja que
aporten minerals, proteines, vitamines entre altres. L'alimentacié és essencial per al
bon funcionament del cos huma i imprescindible per a mantenir una bona qualitat de
vida. Per aix0, és important garantir una bona produccié i seguretat d'aquests aliments

per a evitar problemes de la salut.!

Quant als aliments d'origen animal, és essencial garantir la seva produccié segura per
protegir la salut dels consumidors. Hi ha normatives i mesures especifiques per
prevenir la propagacié de malalties i controlar els residus de medicaments veterinaris,
aixi com per assegurar la qualitat dels productes. A més, s'estableixen unes bones
practiques de manipulacié per garantir el benestar dels animals i prevenir malalties, es
realitzen controls veterinaris i s’"administren vacunes regularment per mantenir-los

sans.?

L'administraci6 de medicaments i vacunes en animals destinats a la produccid
d'aliments és un desafiament, especialment en el camp de la farmacologia veterinaria.
Es fonamental assegurar la seguretat alimentaria, evitant la preséncia de residus de
medicaments que superin els limits establerts. Per aix0, cal tenir en compte els temps
d'espera que corresponen al temps que passa entre la Ultima dosis administrada del
medicament a un animal i el seu sacrifici o la recollida d'aliments destinats al consum
huma, com poden ser els ous o la llet. Aquests temps sdn importants per permetre que
els residus farmacologics disminueixin a nivells segurs abans de I'Us dels animals per a
la produccié d'aliments. D'altra banda, cal tenir en compte les necessitats especifiques

de cada espécie animal i ajustar els medicaments a les necessitats de cada un.3

Els residus de medicaments veterinaris corresponen a les substancies farmacologiques
actives o als seus productes de degradacié que poden quedar en els productes
alimentaris d'origen animal a causa de |'administracié del medicament a aquests
animals. S'estableixen limits maxims de residus (de I'anglés Maximum Residue Levels,
MRL) per garantir la seguretat del consum huma. Aquests limits corresponen a les

concentracions maximes de residus de medicaments o substancies actives que es
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permeten en aquests aliments per garantir la seva seguretat per al consum huma. Es
basen en estudis cientifics i tenen en compte factors com la toxicitat del medicament,
I'ds en animals, I'acumulacié i eliminacié en els teixits animals, i els efectes sobre la
salut humana. Es fixen a escala nacional i internacional per les autoritats reguladores

competents i es defineixen en pg/kg de pes de I'aliment.

Els productors d'aliments d'origen animal han de complir amb aquests MRL i es
realitzen controls i monitoratges per assegurar el seu compliment. Es important
utilitzar adequadament aquests medicaments, seguint les indicacions dels veterinaris i
respectant els periodes de retirada, per evitar que els aliments continguin residus que
superin els limits establerts. Els organs com el ronyd, el fetge, els musculs, o aliments
com els ous o la llet, poden emmagatzemar aquests residus, que després son ingerits
pels éssers humans en consumir aquests aliments. Per tant, és essencial garantir que
els residus de medicaments estiguin per sota dels MRL per protegir la salut dels

consumidors. 4

Un dels medicaments que es poden subministrar a aquests animals son les quinolones,
un grup d'antibiotics amplament usats en medicina veterinaria per al tractament de les
infeccions bacterianes en animals. Dins d'aquest grup d'antibiotics es troben les
fluoroquinolones, les quals poden estar presents, com s'ha comentat anteriorment, en

aliments d'origen animal com la llet.

La determinacid de fluoroquinolones en mostres de llet es realitza mitjancant
cromatografia de liquids, una de les técniques analitiques més comunes per a la
determinacié d'aquests tipus de compostos. Aquesta técnica permet la separacio i
guantificacié dels compostos dins de mostres de llet comercial. Els analits sdn separats
en una columna cromatografica i detectats mitjangcant un detector adequat, com el

detector d'absorbancia ultraviolada/visible (UV-vis).

Abans de la determinacié cromatografica, és necessari fer servir tecniques d'extraccid i
purificacié, com |'extraccid en fase solida (SPE), per concentrar els compostos d'interés
i simplificar la matriu abans de I'analisi. Aixo s'efectua per gestionar la complexitat de
la mostra de llet, que conté diverses substancies que no sén rellevants per a I'analisi de
les quinolones.®

Pagina 5 de 44



1.1 LES QUINOLONES

Les quinolones son una classe d'antibiotics d'ampli espectre que s'utilitzen per al
tractament de diverses infeccions bacterianes. Dins de la industria farmaceutica
veterinaria, les quinolones sén un tipus de farmac indicat per al tractament de les
infeccions bacterianes locals i sistematiques dels animals. També sén recomanades
tant per al tractament d'infeccions greus com les infeccions causades per patogens
intramoleculars. Aquest tipus de farmac és capa¢ de tractar malalties del tipus

respiratories, intestinals, urinaries, cutanies, neuronals, articulars, etc.

S'ha observat que les quinolones sén eficaces contra els bacteris gramnegatius i
grampositius, ja que s'encarreguen de bloquejar la duplicacié de I'ADN bacteria. Tot i
que existeixen diferents generacions de quinolones, on s'inclouen les
fluoroquinolones, totes aconsegueixen tenir un efecte positiu post antibiotic, és a dir,

realitzen una inhibicié efectiva del creixement bacteria.

Aquesta classe d'antibiotics actua inhibint I'enzim DNA girasa, responsable de la
separacio les dues cadenes d'ADN durant la replicacid bacteriana. En interferir amb
aquest procés, les quinolones impedeixen la sintesi de I'ADN bacteria i la seva
reproduccié. A més, causen danys a I'ADN existent del bacteri, debilitant-lo i,
finalment, matant-lo. D'aquesta manera, ajuden a combatre les infeccions bacterianes

esmentades anteriorment.

Geneéricament, les quinolones es poden classificar en 3 generacions diferents. La
primera es caracteritza per una biodisponibilitat oral pobra, una capacitat de
distribucié en els teixits limitada i un espectre d'accidé restringit, que es limita
principalment a I'Escherichia coli i altres bacteris gramnegatius. Alguns exemples de
guinolones d'aquesta generacid son l'acid oxolinic, la cinoxacina o la flumequina, un
tipus de fluoroquinolona. Quant a la segona generacid, presenta una activitat superior
en comparacio amb les anteriors, ja que té un augment de |'activitat sobre els bacteris
gramnegatius i també mostra certa activitat sobre els grampositius. En aquest grup es
troben part de les fluoroquinolones com la ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina,
etc. En relacié amb la tercera generacié manté una activitat similar a les de la segona,

tot i mostrar un increment de I'activitat sobre els bacteris grampositius, els anaerobics
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i els micobacterians. Dins d'aquest grup s'inclouen I'orbifloxacina, levofloxacina, entre
altres. Finalment, I'dltima generacio, la quarta, és la que presenta una major activitat
enfront dels bacteris grampositius i una bona accidé contra els organismes anaerobis.
Dins d'aquest grup s'hi poden trobar altres tipus de fluoroquinolones com

clinofloxacina, moxifloxacina, etc.®

1.1.1 Fluoroguinolones

Les fluoroquinolones sén una subclasse de les quinolones que contenen un atom de
fluor a la seva estructura quimica, concretament en la posicié 6, tal i com es mostra en
la Figura 1. El que diferencia unes fluoroquinolones de les altres son els substituents R,
ja que, en funcié d'aquest, presentara unes propietats o caracteristiques

determinades.”

0 0 R

Figura 1. Estructura quimica generica de les fluoroquinolones

Per tant, es pot dir que existeix una relacidé entre l'estructura quimica de les
quinolones, o 4-quinolones, i els substituents diferents que posseeixen els diversos
tipus de quinolones amb la seva activitat i propietats microbiologiques,

farmacocinétiques i toxiques.

Entre els diferents tipus de fluoroquinolones que existeixen, hi ha: ciprofloxacina,
norfloxacina, enrofloxacina i flumequina, les propietats de les quals estan recollides a

la Taula 1.5
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Taula 1. Tipus de Fluoroquinolones determinades ©

CIPROFLOXACINA ENROFLOXACINA NORFLOXACINA FLUMEQUINA
CH,
K\NH V ) H;C\l (\NH
! N\) (\N
ESTRUCTURA | L N\) N N\)
QuiMICA | | *° ,, | o
HO F
(o] O F
0 o) O O
R acid 1-ciclopropil-7-(4-etil-1- R Acid 9-fluoro-6,7-dihidro-
Acid 1-ciclopropil-6-fluoro-4- Acid 1-etil-6-fluoro-4-oxo-7-
NOM piperazinil)-6-fluoro-1,4- 5-metil-1-oxo-1H,5H-
) o0x0-7-piperazin-1-il quinolina- (piperazin-1-yl)-1,4-
QuIMIC dihidro-4-oxo- 3- benzolijlquinolizina-2-
3-carboxilic dihidroquinolina-3-carboxilico.
quinolinecarboxilico. carboxilico.
SOLUBILITAT 56 g/L a pH=1 25 g/L a pH=1-10 220 g/L a pH=10 1000 g/L a pH=10
Acid carboxilic= 6,0 8 Acid carboxilic= 6,17 ° Acid carboxilic= 6,22 10 .
pKa Acid carboxilic= 6,42 11
Amina alifatica=98 Amina alifatica= 7,72 ° Amina alifatica= 8,51 10
PES
331 g/mol 359 g/mol 319 g/mol 261 g/mol
MOLECULAR
MRL 100 pg/kg - -
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1.2 DETERMINACIO DE FLUOROQUINOLONES

Les quinolones sén substancies organiques que es poden determinar facilment per
cromatografia de liquids en fase invertida. Aixd és possible perquée les quinolones
tenen unes caracteristiques quimiques especifiques que els permeten interactuar amb
aquesta fase estacionaria de la columna, fent que es puguin separar pels diferents

tipus de compostos presents.®

Donada la bibliografia cercada >®'?, les quinolones es poden separar mitjancant una
tecnica de cromatografia de liquids. Una opcid per a la cromatografia és utilitzar una
columna de fase invertida de silice funcionaritzada amb cadenes de 18 carbonis unides
entre si (Cis), on els analits estableixen un equilibri entre els grups de la columna i la
fase mobil polar que permet realitzar una separacié optima®. Una altra opcié trobada
és portar a cap la separacid mitjancant una columna de silice funcionaritzada amb
grups octils (Cg). Aquesta columna en presentar una polaritat major, fara que I'equilibri
entre els compostos, la fase estacionaria i la fase mobil, sigui menor. D'aquesta

manera, els analits es detectaran a uns temps de retencié més baixos.'3

La deteccid dels compostos es pot dur a terme usant un detector UV, ja que les
quinolones mostren una absorcié caracteristica en una longitud d'ona especifica.
D'altra banda, la fluorescéncia molecular és una altra tecnica emprada en la deteccid
de fluoroquinolones. Aquesta técnica es basa en les propietats intrinseques de
fluorescéncia que presenten aquestes substancies. Quan les fluoroquinolones sén
irradiades amb una longitud d'ona especifica, es produeix una emissid de llum
fluorescent, la qual pot ser detectada i mesurada per identificar i quantificar les

fluoroquinolones en una mostra.4

La llet és un tipus de mostra que conté moltes substancies, la majoria de les quals no
interessen per a aquesta analisi i, per tant, han de ser eliminades o separades dels
analits d'interes, ja que poden interferir en I'analisi. A més a més, els analits d'interes
(les fluoroquinolones) es troben a nivells de concentracio baixos. Per aix0, I'extraccid
en fase solida (SPE) és una técnica util per a la concentracié dels analits en mostres

complexes, com la llet, abans de I'analisi cromatografica. Amb I'SPE, és possible
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eliminar o separar substancies indesitjables de la mostra, simplificant aixi la matriu a

analitzar.

Segons la bibliografia de referéncia ®'2, hi ha diferents opcions per al tractament de
mostres utilitzant cartutxos basats en sorbents polimerics, com ara MIP, Strata X, ENV+
Isolute, Oasis MA o el metode QUEChERS. S'ha descartat el metode QUEChERS i el
tractament per MIP, ja que sén processos complexos i especifics, i es busca un metode
més senzill per a la determinacié dels compostos. Pel que fa als sorbents ENV+ Isolute i
Oasis MA, es va observar que amb aquests, s'obtenien interferéncies en els mateixos
temps de retencid que altres fluoroquinolones. Per aix0, s'ha optat per fer Us el cartutx
d'SPE d'Strata-X, que conté una fase estacionaria polimeérica que mitjancant
interaccions polars entre els analits i els grups silanol de la fase estacionaria, permet

retenir els analits d'interés.1>16

Amb aquest procés combinat d'extraccid en fase solida, cromatografia de liquids i
deteccid ultraviolada, es pot determinar la preséncia de quinolones en mostres de llet,
millorant la sensibilitat de I'analisi elaborada posteriorment. Aixd és fonamental per
assegurar la deteccié i quantificacié precisa d'aquests compostos en mostres

complexes com la llet.!?

2 OBIJECTIUS

L'objectiu principal consisteix a desenvolupar un metode analitic basat cromatografia
de liquids i deteccid ultraviolada (LC/UV) juntament amb I'extraccid en fase solida (SPE)
com a tecnica de tractament de les mostres, per a determinar fluoroquinolones en
mostres de llet i per poder controlar que aquestes es trobin per sota dels limits maxims

de residus establerts (MRL) i, per tant, establir si la llet és apta per al consum huma.
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3 PART EXPERIMENTAL

3.1 PREPARACIO DE REACTIUS | PATRONS

3.1.1 Preparacié patrons individuals

Per a aquest estudi s'han seleccionat quatre fluoroquinolones diferents: ciprofloxacina
(CIPRO), enrofloxacina (ENRO), norfloxacina (NOR) i flumequina (FLUME). La dissolucid
dels analits ENRO, CIPRO i NOR s'efectua utilitzant una solucié d'acid acetic 50 mM,
mentre que la FLUME, a causa de les seves dificultats de dissolucid, s'ha dissolt en
acetonitril, ja que s'ha verificat en I'estudi de referéncial? que el reactiu té una major
solubilitat en aquest dissolvent organic que en una solucid acida. Les dades
relacionades amb els reactius i els patrons usats, es troben a l'apartat d'Annexos

(Annex |. Dades referents als reactius i patrons utilitzats).

Es essencial assegurar-se que els compostos estiguin adequadament dissolts per

garantir I'obtencié de resultats precisos i fiables durant totes les analisis.

En primer lloc, per tal de preparar les mostres desitjades, és necessari realitzar patrons
de concentracions més elevades que facilitin el procés de preparacid. Per aixo, es
preparen 25 mL d'una solucié mare de 500 mg/L de cadascun dels compostos a partir

del patré solid.

500 mg d'analit 1 g d'analit
1000 mL de patré 1000 mg d’analit

25 mL de patré - = 0,0125 g d'analit

Segons els calculs realitzats, es pesa la quantitat indicada del patré solid per a
cadascun dels compostos. A la Taula 2 es poden observar els pesos experimentals de

cada patré.

Es dilueixen, per separat, els 0.0125 g de cada reactiu en un vas de precipitats, amb el
seu respectiu dissolvent en un vas de precipitats i, posteriorment, s’introdueix en

matrassos de 25 mL i s’enrasa amb els solvents adequats.
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Taula 2. Pesos experimentals de cada patro solid

PESOS EXPERIMENTALS
CIPRO 0.0124 g
ENRO 0.0125g
NOR 0.0126 g
FLUME 0.0125g

Aquests pesos mostrats a la Taula 2, seran necessaris per a efectuar els calculs de les

diferents solucions i obtenir aixi les concentracions exactes de cada patré preparat.

3.1.2 Preparacié patré mescla

A partir dels patrons individuals de 500 mg/L que s'han preparat anteriorment, es
realitza un patré mescla de 100 mg/L. En aquest cas, el patré mescla s'assegura que
tots els compostos estiguin presents, evitant aixi la necessitat de prendre aliquotes
dels diferents patrons individuals i evitar oblidar algun d'ells. A més, el patré mescla,
en tenir una concentracid més baixa, permet agafar un volum més gran per a la
preparacié d’altres patrons usats per a I'optimitzacié de les condicions
cromatografiques i per a les rectes de calibratge. Aixo ajuda a reduir significativament

les incerteses experimentals.

100 mg d'analit 1000 mL de patrd
1000 mL de patré 500 mg d’analit

= 2,5mL de patré6 (500 mg/L)

25mL de patro6 -

Aquest patrd es dilueix en una solucié de MeOH:H,0 (50:50 v/v) per garantir una

dissolucié adequada dels compostos.

Posteriorment, es procedeix a preparar patrons mescla a diferents concentracions.
Aguests patrons s'utilitzen per a optimitzar les condicions cromatografiques i establir
una recta de calibratge per a cada compost. Per a aix0, es dilueix el patré de 100 mg/L
en solucions adequades per a la cromatografia. Es important destacar que cada patré
preparat s'enrasa amb aigua ultrapura per evitar possibles problemes en els

cromatogrames a causa del solvent.
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3.1.3 Preparaci6 patrons individuals

Per a la identificacid precisa dels pics cromatografics, es preparen els patrons
individuals per a cada analit, amb una concentracid adequada per a la seva
visualitzacié en el cromatograma. Aixd permetra determinar els temps de retencid i

identificar els patrons amb precisid.

5mg de patré 1000 mL de solucié

10 mL de solucio6 - .
e € SO0 1000 mL de solucié 100 mg de patré

= 0,5 mL de soluci6 (100 mg/mL)

Cada patré individual s’ha enrasat amb aigua ultrapura.

3.1.4 Fase mobil de la cromatografia de liquids

Per a la separacid dels compostos, s'usa una fase mobil composta de dos solvents. Les
dades referents a aquests dos dissolvents es troben a l'apartat d'Annexos (Annex |I.

Dades referents als reactius i patrons utilitzats):

e Metanol de puresa HPLC (MeOH): Aquest solvent organic es fa servir com a
component de la fase mobil per a afavorir la interaccié amb els analits i promoure
la seva elucié a través de la columna cromatografica.

e Aigua ultrapura acidificada a pH = 3: L'aigua ultrapura és utilitzada com a dissolvent
polar en la fase mobil, la qual prové d’un sistema de generacié Millipore. Aquesta
aigua s’ha acidificat per a ajustar el seu pH a 3, afegint acid formic. L’objectiu
d’aquesta acidificacid és intentar reduir la ionitzacié dels grups silanol, aixi com

minimitzar possibles interaccions indesitjades amb les quinolones.

3.1.5 Separacié cromatografica

Les condicions finals utilitzades en la separacié cromatografica sén les que es mostren

a la Taula 3.
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Taula 3. Condicions cromatografiques finals

Teknokroma, TRACEL EXCEL 120
Columna Cs
COLUMNA HPLC
5um
15x0.46 cm
VOLUM D’INJECCIO 20 pL
R A: H,0 (pH=3)
FASE MOBIL
B: MeOH
TEMPERATURA 30°C
DETECTOR uv
LONGITUD D’ONA DE DETECCIO 280 nm i 324 nm

A partir de diferents proves d’optimitzacié de condicions, les quals es comenten en la
“DISCUSSIO DE RESULTATS”, s’han obtingut el gradient optim (Taula 4) amb un temps

d’analisi acceptable i una bona resolucié dels pics.

Taula 4. Gradient optimitzat

TEMPS (min) % FASE ORGANICA (B)

0 20
3 20
10 34
12 100
16 100
17 20
20 20

3.2 EXTRACCIO EN FASE SOLIDA

En I'extraccié en fase solida (SPE) s'utilitza el cartutx Strata-X 33u Polymeric Reversed
Phase, que té una fase solida polimérica funcionaritzada amb grups polars
Concretament, es tracta del polimer poli-[1-(4vinilbenzil)piperidin-2-ona], I'estructura

del qual es mostra a la Figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de la fase polimérica

Les etapes de la SPE sén:

1. Condicionament del cartutx: Es prepara el cartutx amb metanol i aigua

ultrapura per a la retencio dels analits.

2. Carrega de la mostra: La mostra de llet tractada es passa a través del cartutx,

retenint aixi les fluoroquinolones.
3. Rentat: Es realitza un rentat amb aigua ultrapura per a eliminar interferéncies i
altres compostos indesitjats amb solvents adequats.

4. Elucid dels compostos: Es fa servir com a solvent d'elucié el metanol, i serveix

per a recuperar les fluoroquinolones, que sdn eluides de la columna i recollides
en una fraccié.

5. Preconcentracié: S'evapora el solvent de la fraccid recollida, fins a sequedat.

6. Redissolucio en solvent adequat: La fraccid concentrada es fortifica amb un

dissolvent a base d'aigua i metanol (80:20, v/v), adequat per a lI'analisi

cromatografica posterior.

Seguint els passos esmentats, es garanteix dur a terme una extraccid dels analits
d'interés, aixi com preparar-los per a |'analisi cromatografica posterior. Aixo facilita la

deteccid i quantificacié precisa d'aquests compostos en mostres de llet.

Considerant les diverses proves explicades en la “DISCUSSIO DE RESULTATS”, les

condicions finals usades en el tractament de mostra sén els observats en la Taula 5.
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Taula 5. Condicions optimes per a la extraccid en fase solida

2mL de MeOH
CONDICIONAMENT
2 mL d’H,0 ultrapura

CARREGA 10 mL de mostra
RENTAT 2 mL d’H,0 ultrapura
ELUCIO 5 mL de MeOH
EVAPORACIO | REDISSOLUCIO 1 mL de H,0:MeOH (80:20, v/v)

4 DISCUSSIO DE RESULTATS

4.1 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDS
4.1.1 Optimitzacio de la separacié cromatografica

Després de la recerca bibliografica>®'21718 es va considerar utilitzar com a
components de la fase mobil B el MeOH i, com a fase mobil A, aigua acidificada a pH 3

per a evitar la ionitzacio dels grups silanol de la columna.

Primerament, s'ha injectat una soluci6 de MeOH:H,0 (10:90, v/v). Aquest pas és
essencial per verificar el bon funcionament de la columna cromatografica i assegurar
que el solvent usat no produeixi pics no identificables en les longituds d'ona

seleccionades, garantint aixi una resolucié adequada del cromatograma.

Posteriorment, s'ha injectat un patrd de treball de 5 mg/L per a avaluar les condicions
cromatografiques inicials i prosseguir amb |'optimitzacié d'aquestes. Les condicions

emprades son les que es mostren a la Taula 612,

Taula 6. Condicions inicials a optimitzar de la separacié cromatografica

Teknokroma, Mediterranea Seal8
Columna Cis
COLUMNA HPLC
5um
15x0.46 cm
VOLUM D’INJECCIO 20 uL
FLUX 0.6 mL/min
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A: H20 (pH=3)

FASE MOBIL
B: MeOH
TEMPERATURA 30 °C
DETECTOR uv

LONGITUD D’ONA DE DETECCIO 280 nm i 324 nm

Quant al gradient inicial fet servir per a comencar |'optimitzacid *?, és el mostrat a la

Taula 7.

Taula 7. Gradient inicial a optimitzar

TEMPS (min) % FASE ORGANICA (B)

0 9

5 10
12 11.5
22 27
28 34
30 34
31 9

Una vegada realitzada la separacié cromatografica utilitzant el gradient inicial, s'obté el
cromatograma de la Figura 3. En primer lloc, la deteccié s'ha realitzat a dues longituds
d'ona diferents per tal d'observar en quina de les dues s'aconsegueix la maxima
resposta dels analits. A més, es veu que només s'han detectat 3 dels 4 compostos
presents en el patrd introduit. En aquest cas, es podria dir que el temps d'analisi
establert no ha estat suficient per a detectar tots els analits. A més, també es pot notar

gue els temps de retencié de cada compost sdn molt elevats.
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DAD1 A, Sig=280 4 Ref=360,100 (JESSICAWESSICADDD003.D)
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Figura 3. Separacio cromatografica obtinguda amb el gradient inicial a les dos longituds d'ona de
deteccio (A: 280 nm, B: 324 nm).

Vists els resultats (Figura 3), és necessari portar a cap diferents proves, modificant tant
el flux com el gradient, per a assolir una separacié més eficient. Quant al gradient, es
van dur a terme diferents ajustos del gradient de fase mobil per tal d'obtenir una
separacio optima dels analits amb una resolucié adequada. El gradient optimitzat és el

mostrat a la Taula 4 (pagina 14).

Inicialment, es va utilitzar una columna Cig per a fer les separacions cromatografiques
dels compostos. No obstant aix0, es va observar un problema: els compostos eren
dificils de separar per les caracteristiques similars que posseeixen. Aixd requeriria I'Us
d'una fase mobil amb baixa forca d'elucid, la qual cosa comportaria temps d'analisi
llargs. Per solucionar aix0, es va substituir per una columna Cs que, al ser més polar,

permet disminuir els temps de retencié millorant aixi la separacié cromatografica.

Quant al flux, s'ha de tenir precaucié de no usar un flux massa alt, ja que aix0 podria
afectar negativament la separacid dels compostos. En funcié de les mides de la
columna cromatografica, el flux recomanat varia entre 0.6 i 0.8 mL/min. Aquest
interval de fluxos permet mantenir una bona resolucié dels pics sense comprometre la
integritat de la columna ni els resultats de I'analisi. Finalment, es va observar que amb

un flux de 0.8 mL/min la resolucié resultant era bona.
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Mitjangant aquests ajustos del gradient de fase mobil i el seu flux, s'obtenen uns
cromatogrames amb una bona resolucié dels pics (Figura 4), que permeten una
identificacid precisa, una quantificacié fiable dels analits en mostres d'interés i,

finalment, garanteixen una analisi cromatografica precisa i confiable.

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=360,100 (JESSICA\EFFLUENT 50 5 PPM 2023-05-24 10-46-12\PATRO 5 PPM.D)
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Figura 4. Separacio cromatografica obtinguda amb el gradient optim a les dos longituds d'ona de
deteccio (A: 280 nm, B: 324 nm).

En el cromatograma obtingut (Figura 4), s'observa la preséncia d'alguns pics no
identificables associats a la fase mobil usada. Per aquest motiu, tot i que en 17 minuts
ja s'han detectat tots els analits, s'ha optat per mantenir un temps d'analisi de 20
minuts per netejar la columna i assegurar que les analisis posteriors no es vegin

afectades per la seva preséncia.

Optimitzades les condicions, es procedeix a injectar els patrons individuals preparats
amb |'objectiu d'identificar els pics corresponents a cada compost a analitzar. Aquests
patrons individuals tenen una concentracié coneguda de 5 mg/L, la qual s'ha
seleccionat per garantir una identificacid precisa dels pics i facilitar la seva deteccié

durant l'analisi.

Els temps de retencié finals de cada analit corresponen als mostrats en la Taula 8.
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Taula 8. Temps de retencio per cada analit

ANALITS tr (min.)

NOR 11,12
CIPRO 11,66
ENRO 12,22
FLUME 15,14

Per tal d'obtenir la maxima resposta dels pics en el cromatograma, s'ha seleccionat una
longitud d'ona de deteccidé de 280 nm per als analits CIPRO, ENRO i NOR, i una longitud
d'ona de 324 nm per a |'analit FLUME. Cada compost conté unes propietats d'absorcio
diferents, fent que es puguin detectar i quantificar en una longitud d'ona determinada.
D'aquesta manera, es garanteix |'obtencié d'una resposta optima dels pics, millorant

aixi la sensibilitat de I'analisi i disminuir els limits de deteccio.

4.1.2 Validacid instrumental

4.1.2.1 lineadlitat

Després d'identificar els pics corresponents a cada analit en I'analisi cromatografica, es
van realitzar les rectes de calibratge per a cada analit. Considerant que les mostres de
llet solen contenir concentracions petites de les fluoroquinolones, es preparen patrons

en un interval de linealitat de 0,25 a 10 mg/L.

Per a construir les rectes de calibratge, se sotmeten els patrons preparats a una
separacio cromatografica utilitzant les mateixes condicions cromatografiques optimes

(Taula 4, pagina 14), obtenint I'area corresponent a cada compost.

Usant les arees obtingudes i les concentracions conegudes dels patrons, s'ajusten a

una recta de calibratge per métode dels quadrats minims (R?).

Area=mx+n

On m és el pendent de la recta i, n, I'ordenada de l'origen. Les rectes de calibratge
proporcionen una relacié matematica entre I'area dels pics i les concentracions dels
analits en les mostres. Aquestes rectes seran utils per a quantificar les concentracions

dels analits en mostres desconegudes, fent Us de les arees dels corresponents pics en
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el cromatograma. A més, el coeficient de determinacié (R?) és un parametre que indica

com s’ajusten els valors de la recta. Com més gran sigui el valor d'aquest coeficient,

més petita sera la variabilitat segons el model de la regressié lineal. Es a dir, menys

error es cometra a I'hora de fer les prediccions. Les rectes de calibratge obtingudes

dels quatre analits a estudiar es mostren a la Figura 5.
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Figura 5. Rectes de calibratge pels compostos estudiats

Considerant una bona linealitat de la recta, aixi com un valor de R? acceptable, les

rectes de calibratge obtingudes per a cada compost sén les mostrades a la Figura 5. En

primer lloc, es va observar que fent I'analisi del patré de 0.1 mg/L, el coeficient de

determinacié disminuia lleugerament. Per aquest motiu i, juntament amb I'analisi de

les rectes assolides, es podria dir que aquest valor marxava de la linealitat de la recta

assolida. De manera que no es va tenir en compte aquesta concentracié per a la

realitzacid de les rectes. Pel que fa al compost FLUME, tampoc es va considerar el

patrd de 0.25 mg/L per als mateixos motius que s’han comentat.
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D'igual manera, amb el patré de 10 mg/L dels analits NOR i CIPRO s'afirmaven els
mateixos problemes anteriors. Per la qual cosa, en aquests dos compostos tampoc es

va tenir en compte aquesta concentracio per a realitzar les rectes de calibratge.

Per la qual cosa els intervals de linealitat per als diferents compostos sén els vistos a

les mateixes rectes de la Figura 5.

4.1.2.2 Limits de deteccid i quantificacio

Cal tenir en compte els limits de deteccid i quantificacié del nostre métode. El limit de
deteccid es va establir amb la concentracié d’analit que donava una relacid
senyal/soroll superior a 3. Aixi doncs, es va establir com a aquest limit la concentracio

de 0.1 mg/L. La Figura 6 mostra els cromatogrames obtinguts a aquesta concentracio.

DAD1 A, Sig=280 4 Ref=360,100 (JESSICAWESSICADD0044 D)

0 2 4 6
DADT B, Sig=324,16 Ref=360, 100 (JESSICAUESSICADD0044 D)
mAL 3 1

I B W

Figura 6. Cromatograf dels patrons de 0,1 mg/L, a les dos longituds d'ona de deteccié (A: 280 nm, B: 324
nm).

Observant els cromatogrames de la Figura 6, es pot demostrar que el meétode

optimitzat és capac de detectar els analits a aquesta concentracié.

Referent al limit de quantificacid, aquest s'estima com el valor més baix de la recta de
calibratge i indica el punt on el senyal analitic és prou precis per a poder fer la

guantificacié dels analits.
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4.1.2.3 Precisio

A partir de I'estudi de la precisid, es van determinar la repetibilitat i la reproductibilitat

entre dies.

Pel que fa a la repetibilitat del metode, consisteix en el grau de concordanga entre
mesures independents dutes a terme amb el mateix métode, el mateix material i en

identiques condicions.

Quant a la reproductibilitat del métode, consisteix en el grau de concordanca entre
mesuraments independents duts a terme amb el mateix métode i el mateix material,
pero en condicions diferents. En aquest cas, quan s'avalua la reproductibilitat, algunes
de les variables que poden variar entre les diverses mesures fetes sén la temperatura,

la pressio, la humitat, el temps, I'operador, etc.'®

Per dur a terme aquests estudis, és necessari fer mesures per triplicat d’'un patré de
concentracié adequada durant diversos dies que, en aquest cas, han estat 3 dies
diferents. Mitjancant I'analisi i la interpretacié d'aquestes dades, és possible realitzar
un estudi de la repetibilitat i la reproductibilitat entre dies del métode optimitzat, per a
cada compost analitzat. Aquest procés permet avaluar la capacitat de reproduir els
resultats del procés a diferents moments, proporcionant una validacié del nostre

metode analitic.

4.1.2.3.1 Repetibilitat

Representa quina és la disparitat del metode d'injeccié en un mateix dia, considerant
que s'ha injectat per triplicat patrons de 5 mg/L. A la Taula 9 es mostren els resultants

obtinguts.

Taula 9. Desviacio estandard relativa del métode d'injeccid en un mateix dia

ANALITS RSD (%)
NOR 3,41
CIPRO 1,75
ENRO 2,50
FLUME 3,73
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En observar la Taula 9, es pot notar que les desviacions assolides tenen valors petits, la
qual cosa indica que les dades estan poc disperses. Per tant, es pot afirmar que el

metode d'injeccié mostra una bona repetibilitat.

4.1.2.3.2 Reproductibilitat

Amb aquest cas, es comprovara quina és la dispersié del metode en elaborar les

analisis per triplicat en diferents dies. A la Taula 10 es mostren els resultats finals.

Taula 10. Desviacio estandard relativa del métode d'injeccio en diferents dies

ANALITS RSD (%)
NOR 1,15
CIPRO 1,07
ENRO 1,41
FLUME 22,24

En analitzar els resultats obtinguts de la Taula 10, es pot afirmar que els valors de
desviacié son baixos, el que indica que els resultats sén reproduibles entre si. No
obstant aix0, es pot veure que l'analit FLUME té una desviacié més alta, indicant certa

dispersid en les analisis realitzades en diferents dies per aquest analit.

Cal comentar que, tot i que els valors de reproductibilitat son més baixos que els de

repetibilitat, en ambdds casos indiquen que hi ha bona precisio.

4.2 EXTRACCIO EN FASE SOLIDA
4.2.1 Optimitzacié amb solucions patré
Per a optimitzar la separacié en fase solida en I'analisi de les fluoroquinolones, és

convenient realitzar diverses proves amb les condicions usades.

Per comencar, es fan servir les condicions inicials utilitzades segons l'article de

reférencia’?, les quals es mostren a la Taula 11.
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Taula 11. Condicions inicials de I'SPE

CARTUTX

CONDICIONAMENT

Strata-X 33 u Polymeric Reversed Phase
2 mL de MeOH
2 mL d’H;0 ultrapura

CARREGA 5 mL de mostra
RENTAT 2 mL d’H;0 ultrapura
ELUCIO 2mL 1% TFA:ACN (25:75, v/v)
REDISSOLUCIO 200 pL d’acid citric:ACN (91:9, v/v), a pH 2.7

En primer lloc, és important I'is dels patrons de concentracions conegudes per tal
d'observar en tot moment la capacitat de retencié de les fluoroquinolones en el
cartutx. Per a determinar tal cosa, s'analitza la fraccié recollida de mostra una vegada

aquesta ha passat pel cartutx. El cromatograma obtingut es mostra a la Figura 7.
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Figura 7. Cromatograma obtingut per a la fraccid recollida de mostra després de passar pel cartutx, a les
dos longituds d'ona de deteccid (A: 280 nm, B: 324 nm).

S'afirma que els compostos queden ben retinguts, ja que, com s'observa en la Figura 7,

no s'observa cap pic significatiu al mateix temps de retencidé que els nostres

compostos.

En segon lloc, s'avalua l'efecte del pH en la recuperacié dels analits, buscant el pH

optim que maximitzi la recuperacié. En aquest sentit, es fan proves ajustant l'aigua
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ultrapura a pH 3 i 7. La Taula 12 mostra els resultats d'aquests experiments realitzats

als diferents pH.

Taula 12. Recuperacions obtingudes amb patrons preparats a pH=3 i pH=7

ANALITS Recuperacio (%) pH=3 Recuperacio (%) pH=7

NOR 94.1 77.5
CIPRO 91.8 74.1
ENRO 91.1 79.6
FLUME 93.8 86.6

Després d'avaluar els resultats obtinguts (Taula 12), s'ha arribat a la conclusié que és
més favorable utilitzar un medi acid per a retenir els compostos al cartutx, a causa de

les millors recuperacions assolides.

En relacié amb el solvent d'elucio, s'han dut a terme diverses proves augmentant el
volum de 2 mL en 2 mL per comprovar si el metanol té prou forca per a arrossegar tots
o la majoria dels compostos retinguts. Es va comprovar que amb volums de solvent de
2 mL no n'hi havia prou per a eluir la majoria dels compostos, tal com es pot veure en

els resultats de la Taula 13.

Taula 13. Recuperacions obtingudes per a cada elucid i en total

Recuperacio (%)  Recuperacio (%)  Recuperacio (%)
. Recuperacio
ANALITS 1a fraccio 2a fraccio 3a fraccio
(%) TOTAL
d’elucio d’elucio d’elucio
NOR 67.8 23.5 0.0 91.3
CIPRO 65.3 22.5 0.0 87.8
ENRO 39.3 45.4 15.3 100.0
FLUME 20.2 55.6 22.6 98.3

Seguidament, vist que amb gairebé 6 mL de metanol s'elueixen la major part dels
analits (Taula 13), es va fer una prova eluint directament amb 5 mL de MeOH, els

resultats dels quals es mostren a la Taula 14.
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Taula 14. Recuperacions obtingudes amb 5 mL de MeOH per a fer I'elucié dels analits

ANALITS Recuperacié (%)

NOR 94.1
CIPRO 91.8
ENRO 91.1
FLUME 93.8

Considerant les recuperacions de la Taula 13 i 14, es conclou que, utilitzant un volum
de 5 mL de MeOH per a eluir els compostos, n'és suficient per a garantir una

recuperacié acceptable dels compostos.

Una vegada seleccionat el pH i el volum de solvent d'elucid, s'ha augmentat el volum
de solucié patré que es carrega. Les recuperacions obtingudes fent servir com a volum

de carrega 5 mLi 10 mL, es mostren a la Taula 15.

Taula 15. Recuperacions obtingudes amb un volum de carrega de 5 i de 10 mL.

ANALITS Recuperacio 5 mL (%) Recuperacio 10 mL (%)
NOR 94.1 83.3
CIPRO 91.8 81.4
ENRO 91.1 81.9
FLUME 93.8 86.0

En la Taula 15, s'observa que usant un volum de carrega de 10 mL encara s'obtenen
bons resultats de recuperacié. Per tant, es conclou que el volum de carrega de la

mostra problema pot ser de 10 mL.

Una altra consideracid important és I'etapa de rentat, on es busca verificar si aquesta
etapa afecta negativament a les recuperacions dels compostos d'interés. Segons
I'article de referéncia'?, s'empren 2 mL d'aigua ultrapura per al rentat, i en realitzar
aquest pas de forma experimental s'observa que els compostos d'interés no s'elueixen.
A la Taula 16 es mostren les recuperacions obtingudes quan s'inclou o no l'etapa de

rentat en el protocol de I'SPE.
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Taula 16. Recuperacions obtingudes sense realitzat l'etapa de rentat

R Recuperacio (%) sense I'etapa de Recuperacio (%) amb I'etapa de
ANALITS
rentat rentat
NOR 83.3 74.7
CIPRO 81.4 72.4
ENRO 81.9 83.9
FLUME 86.0 83.4

Ates que les mostres de llet tenen una matriu complexa i que les recuperacions amb i
sense rentat no presenten diferéncies significatives (Taula 16), es pot afirmar que és

possible incloure aquesta etapa en el tractament de la mostra.

Finalment, és considerable tenir en compte |'etapa d'evaporacid. S'ha constatat que les
fluoroquinolones es troben presents a la llet en concentracions molt baixes. Per la qual
cosa, s'avalua la realitzacid d'una etapa d'evaporacio i redissoluciod dels analits per a
preconcentrar la mostra i arribar als limits de deteccid i quantificacié establerts pel

nostre metode.

Amb aquest proposit, per determinar si durant aquesta fase alguns analits s'evaporen i
es perden, es prepara un patré de concentracié adequada en metanol (MeOH), que és
el solvent utilitzat en I'elucié dels compostos. A continuacid, aquest es sotmet a un
procés d'evaporacié fins a sequedat i, posteriorment, és redissol amb 1 mL d'una

solucié d'aigua i metanol (H20:MeOH, 80:20, v/v).

Es important assegurar-se de redissoldre bé els analits després de I'evaporacié per a
evitar errors significatius en les concentracions mesurades. Les recuperacions

obtingudes en aquest cas es mostren a la Taula 17.

Taula 17. Recuperacions obtingudes amb I'evaporacio

ANALITS  Recuperacié (%)

NOR 62.5
CIPRO 65.0
ENRO 71.3
FLUME 97.8
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A partir dels resultats de recuperacié obtinguts (Taula 17), comparant-los amb els
anteriors (Taula 16, Recuperacio (%) amb I'etapa de rentat), es pot concloure que tot i
gue una part dels analits es perden en aquest pas, és necessari realitzar-lo per tal de

poder arribar als limits establerts.

Per validar el métode optimitzat fins aleshores, es va fer un estudi de validacié amb
quatre repeticions utilitzant solucions patré. Aquest, va permetre determinar la
recuperacié assolida per a cada analit, aixi com calcular la desviacid per a cada un

d'ells. Els resultats d'aquest estudi es mostren a la Taula 18.

Taula 18. Calcul de la recuperacioé del métode per triplicat i calcul de la desviacio estandard

ANALITS Recuperacié (%) % RSD (n=4)

NOR 62.5 54
CIPRO 67.7 4.8
ENRO 74.5 7.7
FLUME 88.2 13.9

Es important fer aquesta validacié per tal d'avaluar la precisié del métode, i per a

assegurar-se que els resultats obtinguts sén fiables i concordants.

4.2.2 Optimitzacié amb mostres de llet

Optimitzades les condicions en solucions patrd, s'han de comparar les condicions
optimes amb mostres de llet per a avaluar l'efectivitat del métode seleccionat.
Aquestes proves s'han de realitzar utilitzant les condicions optimitzades i mostres de
llet fortificades, de manera que es pugui observar clarament un bon pic en el

cromatograma resultant.

La rad de dur a terme diverses proves experimentals amb les mostres de llet és que
aquestes contenen una matriu molt complexa i, a causa de possibles interferéncies, el

metode pot no ser valid en aquest tipus de mostres alimentaries.

En primer lloc, es mesura la recuperacié en mostres de llet usant el procediment
establert i s'analitza un problema: en acidificar la mostra de llet fins a un pH de 3, la

llet es tallava i precipitava. Per tant, es conclou que tot i obtenir millors recuperacions
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amb un pH acid, s'opta per utilitzar el pH de la llet (aproximadament, pH=6.7) per

evitar la precipitacié d'aquesta.

Per avaluar la fiabilitat del métode, s'han realitzat estudis amb mostres fortificades de
llet per observar la recuperacié dels compostos. Aixi doncs, s'han preparat mostres de

llet fortificades amb la quantitat adequada del patré mescla de 100 mg/L.

En primer lloc, es va realitzar un estudi per investigar si I'etapa de rentat té algun

impacte en les recuperacions dels analits en aquest tipus de mostres complexes.

Posteriorment, es van portar a cap estudis variant el volum de carrega de la mostra de
llet. Es va veure que usant un patré de 5 mL de volum de carrega, les recuperacions
eren lleugerament millors en comparacié amb un volum de 10 mL (Taula 15, pagina
27). Per aquesta rag, tot i que s'havia determinat un volum de carrega de 10 mL fent
servir el patrd, es va avaluar si aquest volum afectava significativament a les

recuperacions en mostres de llet.

Finalment, es va tenir en compte I'etapa d'evaporacié com a part del procediment per
a preconcentrar els compostos, per tal de comprovar si aquesta etapa de concentracio
afectava negativament a les recuperacions dels analits en aquest tipus de mostres

complexes.

Tots els resultats obtinguts dels estudis realitzats es mostren a la Taula 19.

Taula 19. Recuperacions obtingudes realitzant els diversos estudis amb les mostres de llet fortificades

Recuperacio Recuperacio  Recuperacié (%) Recuperacio (%) 10
ANALITS (%) 5 mLsense (%) 5 mL amb 10 mL amb mL amb rentat i
rentat rentat rentat etapa d’evaporacio
NOR 79.0 83.2 76.4 71.9
CIPRO 74.4 79.3 73.7 72.3
ENRO 89.7 96.3 94.2 97.4
FLUME 71.4 59.7 73.0 78.3

Vists els resultats aconseguits (Taula 19) amb aquest tipus de mostres fortificades, es

conclouen les condicions finals dptimes de I'extraccié en fase solida:
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En primer lloc, les recuperacions observades entre els dos volums de carrega no
difereixen significativament, per la qual cosa es determina que el volum final de
carrega és de 10 mL.

D'altra banda, es veu que |'etapa de rentat no afecta les recuperacions. Tenint en
compte que la llet és una mostra complexa, és important considerar aquesta etapa
de rentat per evitar la preséncia de substancies que puguin interactuar amb els
analits i afectar els resultats finals.

Finalment, es conclou que considerar l'etapa d'evaporacid i la posterior

redissolucié dels analits no tenen un impacte significatiu en els resultats finals.

En resum, el métode optimitzat consta de dues etapes. En primer lloc, una separacié

en fase solida que consta dels seglients passos:

Condicionament del cartutx amb 2 mL de MeOH i 2 mL d'H20 ultrapura.
Carrega de 10 mL de mostra de llet.

Etapa de rentat amb 2 mL d'H20 ultrapura.

Elucié dels compostos amb 5 mL de MeOH.

Evaporacid de la fraccié eluida fins a sequedat.

SAEEE A e o

Redissolucié dels analits amb 1 mL de solucié de H20:MeOH (80:20, v/v).

Posteriorment, es procedeix amb la separacié cromatografica, amb les condicions

detallades a la Taula 4 (pagina 14).

Optimitzat per complet tot el procediment, es va elaborar una analisi per triplicat amb

mostres de llet fortificades per tal d'obtenir les recuperacions dels analits en mostres

de llet comercial. Els resultats obtinguts sén els mostrats a la Taula 20.

Taula 20. Recuperacions i desviacions obtingudes amb I’analisi per triplicat de les mostres fortificades

ANALITS Recuperacié (%) % RSD (n=3)

NOR 75.6 6.1
CIPRO 68.0 4.7
ENRO 87.9 3.0
FLUME 76.9 5.4

Pagina 31 de 44



4.2.3 Validacié del métode analitic

Un cop optimitzat el metode, cal determinar els limits de deteccid i quantificacié del
meétode Optim per a comprovar si aquests arriben a les concentracions establertes pels

MRL.

Pel que fa al limit de deteccié (LOD), s'ha establert una concentracié limit de 0.1 mg/L,
ja que aquesta és la concentracié que donava una relacié senyal/soroll inferior a 3.
Tenint en compte els factors de dilucié utilitzats durant el procés optim i les
recuperacions de cada compost (Taula 20), es pot fer una estimacio dels valors de
deteccié de cada analit. A més, cal considerar la densitat de la llet” per a donar els
resultats finals del LOD. Aquests valors sén aproximats ja que no s’han pogut

comprovar experimentalment, i sén els mostrats a la Taula 21.

“La densitat de la llet oscil-la entre 1.028 i 1.035 g/mL o kg/L. Per aixo,
considerem com a densitat de la llet la mitjana dels valors esmentats, és a dir,

1.0315 kg/L.2°

Taula 21. Estimacio aproximada dels limits de deteccio dels compostos analitzats

ANALITS Concentracié minima que es pot detectar (ug/Kg)

NOR 13.04
CIPRO 15.35
ENRO 10.15
FLUME 12.60

Per tant, considerant els valors de la Taula 21, es pot dir que, aquelles mostres de llet
gue continguin unes concentracions inferiors, no seran detectables pel nostre métode.
En aquest cas, seria necessari fer Us de técniques més selectives que continguin uns

LODs més baixos.

Quant als limits de quantificacid, s'ha de tenir en compte els limits de quantificacié de
cada analit segons les rectes de calibratge obtingudes. Suposant que aquestes
concentracions sén les que es troben en una mostra de llet analitzada després de
realitzar tot el procés optimitzat, i tenint en compte les recuperacions de cada analit

(Taula 20), s'assoleixen les concentracions mostrades a la Taula 22.
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Taula 22. Concentracions minimes dels analits a quantificar amb el nostre metode optimitzat

ANALITS  Concentracié minima que es pot quantificar (ug/Kg)

NOR 43.35
CIPRO 33.28
ENRO 36.15
FLUME 70.02

Els valors obtinguts a la Taula 22, sén valors aproximats ja que no s’"han comprovat de

manera experimental.

A més, tenint en compte els limits maxims de residus (MRLs) establerts, concretament
el limit de 100 pg/Kg per a NOR i CIRPO, s'observa que els dos tenen valors més baixos
a aquests, permetent aixi la determinacié d’aquests compostos per sota del MRL.
També, aquests valors signifiquen que el nostre metode no seria capac¢ de quantificar

concentracions dels analits superiors a les observades en la Taula 22.

4.3 ANALISIS DE LES MOSTRES PROBLEMA

Finalment, es van analitzar mostres de llet de diferents caracteristiques, tal com llet
semidesnatada, sencera, sense lactosa, o inclus llets semidesnatades de diferents

marques comercials.

L'objectiu d'elaborar aquestes analisis amb el métode optim és per comprovar si es
troba la preséncia de fluoroquinolones en aquestes mostres problema i, a més,
determinar si la quantitat trobada conté uns valors de concentracié per sota dels limits

maxims establerts (MRL).

Per dur a terme tal cosa, es prenen mostres de diferents tipus de llet i se sotmeten a
tot el procés optimitzat d'extraccié en fase solida i d'analisi cromatografica. A partir
dels cromatogrames obtinguts i considerant els temps de retencié aproximats de cada
un dels compostos estudiats, es determina la presencia d'algun dels compostos

d'interes.
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4.3.1 Llet semidesnatada

En aquest cas, es va analitzar llet semidesnatada de dues marques comercials
diferents. En primer lloc, es va determinar la presencia dels compostos en llet de la
marca Llet Nostra. Analitzant per triplicat mostres d'aquesta llet, amb el procés optim,

es van obtenir els resultats, com els que es mostren a la Figura 8.

DAD1 A, 5ig=280 4 Ref=360,100 (JESSICA\EFFLUENT 50 5 PPM 2023-06-07 20-31-18\SEMI LLN 2.D)
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Figura 8. Cromatograf obtingut en I'anadlisi de la mostra de llet semidesnatada (Llet Nostra), a les dos
longituds d'ona de deteccio (A: 280 nm, B: 324 nm).

En observar el cromatograma de la Figura 8, es detecten diversos pics, pero la seva
forma i els temps de retencioé indicats, poden correspondre a altres compostos que
puguin haver-hi en la mostra de llet. Per tant, aixd0 permet concloure que el nostre
metode no detecta cap fluoroquinolona a concentracions per sobre del limit de
deteccid. Aquest fet pot ser degut al compliment dels procediments i temps d'espera
adequats durant el processament i adquisicié de la llet per part d'aquesta marca

comercial.

Per altra banda, també es va dur a terme |'analisi de mostres de llet semidesnatada de
la marca comercial Bolmilk. Sotmetent per triplicat mostres d'aquesta llet al mateix
procediment, es van interpretar els cromatografs obtinguts, tal com es mostra en

I'exemple de la Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma obtingut en l'andlisi de la mostra de llet semidesnatada (Bomilk), a les dos
longituds d'ona de deteccio (A: 280 nm, B: 324 nm).

Analitzant la Figura 9, es podrien extreure les mateixes conclusions anteriors, és a dir,
ja que no es pot apreciar la presencia d'algun dels analits estudiats a concentracions
per sobre del limit de deteccid, basant-se en la forma dels pics i els temps de retencié
de les fluoroquinolones. No obstant aix0, s'observa un pic a un temps de retencid
d'11.664 minuts, el qual podria correspondre a l'analit CIPRO. El problema és que
aquest pic es troba superposat amb algun altre compost i, per tant, no es pot
quantificar. Per la qual cosa, es pot afirmar que en aguestes mostres de llet comercial
és possible detectar algun analit estudiat, tot i que no es pot determinar amb certesa si

aquest pic en particular correspon a un analit o a un altre compost aleatori.

En cas de voler identificar i quantificar el possible pic trobat, seria necessari utilitzar
metodes d'analisi més complets, com ara la cromatografia liquida acoblada a
I'espectrometria de masses (LC-MS), obtenint aixi una proporciona una separacio i

deteccid més selectiva i sensible.

4.3.2 Lletsencera

Un altre tipus de llet analitzada és la llet sencera, la qual és més densa i no ha estat
sotmesa a processos de tractament per a extreure part dels greixos. Es va fer |'analisi
per triplicat d'una mostra d'aquesta llet i, després de sotmetre-les al mateix procés
d'analisi que en els casos anteriors i de I'analisi cromatografica, es van interpretar els

cromatogrames obtinguts. A la Figura 10 s'hi mostra un exemple.
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Figura 10. Cromatograma obtingut en l'analisi de mostres de llet sencera (Pascual), a les dos longituds
d'ona de deteccio (A: 280 nm, B: 324 nm).

En aquest cas (Figura 10), es repeteix la situacié observada en les mostres anteriors. Els
pics en els cromatogrames no revelen la presencia de cap dels compostos estudiats a
concentracions per sobre del limit de deteccié. Malgrat aixo, es pot sospitar la
presencia del compost CIPRO en el temps de retencié 11.76 minuts, perdo com que el
pic és ample, és possible que estigui superposat amb altres analits no estudiats o que
no correspongui a aquest compost en concret. A més, també es pot sospitar que, en el
temps de retencié de 12.231 minuts, on apareix un pic intens, correspongui al compost
ENRO. Pero, en analitzar els cromatogrames a diferents longituds d'ona, es detecta un
senyal negatiu a A=324 nm. Comparant-ho amb els cromatogrames dels patrons
(Figura 4, pagina 19), es pot concloure que aquest pic no correspon a cap dels analits
estudiats, ja que els nostres analits mostren senyals positius a ambdues longituds

d'ona.

4.3.3 Llet sense lactosa

Finalment, es va realitzar I'analisi per triplicat d'una mostra de llet sense lactosa, la
qgual ha estat sotmesa a multiples tractaments per a eliminar la lactosa que i fer-la apta
per a les persones intolerants o al-lergiques a aquesta substancia. Posteriorment a
I'analisi, es van analitzar els cromatogrames obtinguts, dels quals es mostra un

exemple a la Figura 11.
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Figura 11. Cromatograma obtingut en I'analisi de mostres de llet sense lactosa, a les dos longituds d'ona
de deteccio (A: 280 nm, B: 324 nm).

Basant-se en els resultats obtinguts (Figura 11), és possible obtenir les mateixes
conclusions anteriorment ja extretes. Es a dir, per la forma dels pics i la interpretacié
dels cromatogrames en ambdues longituds d'ona, no s'observa la preséncia de cap pic
que correspongui als analits d'interés. Aixo suggereix que potser cap dels compostos
estudiats esta present en concentracions per sobre del limit de deteccio o, si ho estan,

es troben en concentracions no detectables pel nostre metode.
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5 CONCLUSIONS

Mitjangant el desenvolupament del metode d'analisi, s'ha aconseguit un procediment
senzill i adequat per a la deteccié i determinacié de fluoroquinolones en mostres de
llet comercial, a partir de l'extracci6 en fase solida dels analits i la posterior

determinacié i quantificacié amb cromatografia de liquids i un detector UV.

S'han realitzat diverses proves optimitzant el gradient i el flux de la separacid
cromatografica per obtenir unes condicions cromatografiques adequades amb temps
de retencié i temps d'analisi adients. Per a reduir els temps de retencié i millorar
I'eficiencia i resolucid cromatografica, s'ha utilitzat una columna Cs en lloc de la

columna Cig tradicional. Aixd ha permes aconseguir uns cromatogrames més eficacos.

La llet és una mostra amb una matriu complexa, per la qual cosa s'ha optat per usar
I'extraccié en fase solida com a técnica d'extraccié. S'han dut a terme diversos estudis
per determinar les condicions Optimes d'extraccié, assegurant que els analits es
retinguin adequadament en el cartutx d'extraccio seleccionat i s'elueixin en major part

pel solvent d'elucid, evitant perdues significatives durant aquest procés.

Amb les condicions optimes establertes, s'han fet les rectes de calibratge emprant
patrons a diferents concentracions. Amb aquestes, s'han pogut realitzar els diversos
calculs de recuperacio dels nostres analits i, aixi, s'han pogut observar quines sén les
millors condicions a usar per a poder obtenir unes recuperacions acceptables dels

nostres compostos.

Finalment, s'ha demostrat que el meétode desenvolupat és capa¢ de detectar i
guantificar les fluoroquinolones en mostres de llet. Tot i aix0, cal considerar que, totes
aquelles mostres que presentin una concentracié inferior al limit de quantificacié, no
es podran quantificar. De la mateixa manera, el metode sera capa¢ de detectar la
preséncia de fluoroquinolones sempre i quan tinguin unes concentracions iguals o
superiors al limit de detecci6 establert. Cal destacar que, en cas de voler quantificar i/o
detectar concentracié inferiors als valors determinats, sera necessari I'Us d'altres
metodologies més selectives, com ara la cromatografia liquida acoblada a

I'espectrometria de masses (LC-MS).
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Centrant-se en les mostres de llet analitzades, no s'ha observat la preséncia de cap
dels analits estudiats. Aix0 indica que les marques comercials analitzades compleixen
les regulacions de seguretat establertes, com ara respectar els temps d'espera indicats.
A més, aquests resultats també garanteixen que tots els productes lactics analitzats no
contenen residus de farmacs o, si ho fan, les concentracions es troben per sota del

limit maxim de residus establert (MRL).

Through the development of the analysis method, a simple and adequate procedure
has been achieved for the detection and determination of fluoroquinolones in
commercial milk samples, starting with solid-phase extraction by the analysts and
subsequent determination and quantification with chromatography of liquids and a UV

detector.

Several tests have been performed to optimize the gradient and flux of
chromatographic separation to obtain suitable chromatographic conditions with
appropriate retention times and analysis times. To reduce retention times and improve
chromatographic efficiency and resolution, a C8 column has been used instead of the
traditional C18 column. This has enabled more effective chromatograms to be

achieved.

Milk is a complex sample with a complex matrix, so it has been chosen to use solid-
phase extraction as an extraction technique. Several studies have been carried out to
determine optimal extraction conditions, ensuring that the analysts are properly
retained in the selected extraction cartridge and eluded mostly by the elation solvent,

avoiding significant losses during this process.

With the optimal conditions set, calibration lines have been made using patterns at
different concentrations. With these, we have been able to carry out the various
calculations for the recovery of our analysts, and we have thus been able to see what
the best conditions are to be used to obtain acceptable recoveries from our

compounds.

Finally, the method developed has been shown to be capable of detecting and

quantifying fluoroquinolones in milk samples. However, all samples that exhibit a
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concentration lower than the quantification limit cannot be quantified. Similarly, the
method will be able to detect the presence of fluoroquinolones if they have
concentrations equal to or greater than the established detection limit. It should be
noted that, in the event of wanting to quantify and/or detect concentrations below the
given values, it will be necessary to use other more selective methodologies, such as

liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS).

Focusing on the analysed milk samples, the presence of the analysts studied has not
been observed. This indicates that the trademarks analysed comply with established
safety regulations, such as respecting the indicated waiting times. In addition, these
results also ensure that all tested dairy products do not contain drug residues or, if

they do, concentrations are below the established maximum residue limit (MRL).
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6.1 ANNEX |. DADES REFERENTS ALS REACTIUS | PATRONS UTILITZATS

Taula 23. Dades referents als reactius i patrons utilitzats en tot el procediment

PROVEIDOR TOXICITAT ALTRES
Inflamable
Toxic
Metanol (MeOH) Carlo Erba -
Pot causar
problemes de salut
. Inlfamable
Acid formic
Sigma Aldrich Toxic Puresa del 98 %
(HCOOH)
Corrosiu
Acid acetic Inflamable Densitat: 1.0490 g/mL
Sigma Aldrich
(CH3COOH) Corrosiu Puresa: 99.5%
Aigua ultrapura L’aigua s’obté d’un sistema
Milli-Q
(H20) de generacié Millipore
Norfloxacina Sigma
(NOR) Chemical
Ciprofloxacina Sigma
(CIPRO) Chemical
Enrofloxacina Sigma
(ENRO) Chemical
Flumequina Sigma
(FLUME) Chemical
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