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1. Introduccidé

El treball de final de master 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, grup que centra la
seva recerca en el desenvolupament de nous métodes cromatografics d’analisi per a
donar resposta als reptes relacionats amb la qualitat del medi ambient.

Actualment, una de les problematiques mediambientals més importants és la preséncia
de contaminants organics emergents en mostres ambientals. En ['actualitat, es
defineixen els contaminants organics emergents com a un grup de compostos naturals,
productes de transformacié o compostos sintéetics que sén de consum o Us habitual, els
guals s’emeten constantment al medi ambient i tenen un elevat potencial per a causar
danys ambientals, ja que son perjudicials pels ecosistemes i per a la salut humana.!?
Dins del grup dels contaminants organics emergents, podem trobar una gran varietat de
compostos com poden ser farmacs, drogues il-licites, pesticides, additius industrials,
additius alimentaris, productes de tractament d’aigles, retardants de flama, hormones i
esterols, surfactants i altres compostos.®* Aquests contaminants s’han pogut determinar
en diferents compartiments ambientals com ara I'aire (nivells de pg/m?3)®, aigua (nivells
de ng/l o pg/1)® o sols (nivells de ng/kg).’

Entre els compostos trobats en el medi aquatic els ultims anys, hi ha els farmacs, les
drogues il-licites i alguns dels seus metabolits. La principal problematica d’aquests
compostos quan sén presents en el medi aquatic es deu al fet que aquests sbn
dissenyats perqué siguin bioactius amb un gran ventall d’efectes, nivells d’activitat, dosis
i modes d’accioé i se’n desconeixen els seus efectes i dels seus metabolits sobre
I'exposicié permanent dels organismes.®®

Els farmacs i les drogues poden arribar a les aiglies seguint una gran varietat de vies,
tal com s’observa a la Figura 1. La via més habitual és pel seu Us en medicina, ja que
aquests compostos un cop administrats, no sén 100% metabolitzats en 'organisme i a
partir de l'orina s’alliberen els compostos i els seus metabolits a les aigles residuals.
Les aigles residuals soén tractades a les plantes de tractament d’aiglies residuals
(EDAR) on s’eliminen notablement aquests compostos, perd no s’eliminen
completament i, per tant, es poden trobar a concentracions considerables a les aiglies
de sortida de les EDAR.® Posteriorment, aquestes aigliles poden ser utilitzades en
agricultura o s’aboquen a les aigles dels rius o mars provocant efectes en els
organismes marins i afectant les fonts d’aigua potable. D’altra banda, aquests
compostos també es poden trobar a les aigles dels rius a causa d’abocaments
industrials o del seu Us en ramaderia, a causa de I'elevat (s de farmacs en veterinaria.
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Figura 1. Cicle dels productes farmacéutics des de la produccié fins al medi aquatic.*®

Estudis previs indiquen que les concentracions d’aquest grup de compostos en aigles
son baixes, a nivells de ng/l o pg/l. ***~2 Tot i aquests valors de concentracié baixos,
alguns autors determinen que aquestes baixes concentracions son suficients per
provocar alteracions en el medi aquatic. Per aquest motiu, s’han de controlar i
determinar les concentracions en queé sén presents agquests compostos.'*

Atesa la problematica d’analisi d’aquests compostos, s’han desenvolupat una gran
varietat de métodes, amb la finalitat de controlar la concentracié d’aquests compostos
en les diferents matrius aquoses, com poden ser les aigles residuals, potables,
superficials, etc.

L’etapa inicial de tots els métodes és el mostreig. Aquest es pot realitzar de diferents
maneres i, per aguest motiu, es poden classificar els metodes en funcié del métode de
mostreig utilitzat. Els méetodes poden estar basats en un mostreig passiu o en un
mostreig actiu.

A causa dels baixos nivells de concentracié d’aquests compostos i les matrius
complexes on es troben, és necessari afegir una etapa de tractament de mostra previ a
I'analisi, com per exemple I'extraccio en fase solida (SPE)**¢, la microextraccié en fase
solida (SPME)!" o I'extraccié per barra magnética agitadora també coneguda com a stir
bar sorptive extraccion (SBSE).’®* A més a més, és necessari utilitzar una técnica
analitica d’elevada sensibilitat i selectivitat. Per a compostos polars, la técnica més
usada és la cromatografia de liquids (LC), en mode de fase invertida (RPLC) usant
habitualment una columna de Ci5.2*%° El detector més emprat és un detector
d’espectrometria de masses (LC-MS o LC-MS/MS), concretament el més habitual és
amb I'analitzador triple quadrupol.1?19-23

1.1. Mostreig

Per a la determinaci6é de farmacs i drogues en el medi aquatic, com ja s’ha comentat,
els métodes analitics inclouen una etapa de mostreig. Aquesta etapa té una gran
importancia, ja que els errors comesos en aguesta etapa s6n completament
irreversibles.?* Tal com ja s’ha comentat, existeixen dues metodologies de mostreig, el
mostreig actiu i el mostreig passiu.

1.1.1. Mostreig actiu

El mostreig actiu es basa a recollir un volum de mostra (normalment igual o superior a
1 L) en una localitzacio i un temps concret i es transporta fins al laboratori on aquesta
és analitzada mitjangant les técniques corresponents. El mostreig pot ser puntual, és a



dir, es mostreja en un moment determinat o també es pot fer un mostreig integrat, en el
qual es recull mostra en diferents moments durant un periode de temps fixat.>2

Els principals avantatges del mostreig actiu és la senzilla la metodologia i el baix cost.
D’altra banda, aquest sistema de mostreig presenta algunes limitacions com ara la
necessitat d’'utilitzar elevats volums de mostra per poder determinar compostos a baixes
concentracions o nivell traga; l'obtencié de resultats poc representatius, ja que un
increment puntual de la concentracid dels analits pot alterar els resultats; la necessitat
d’utilitzar posteriorment técniques de tractament de la mostra, les quals requereixen
metodologies llargues i tedioses, les quals poden ser una important font d’error. Tot i
aquests desavantatges, aquest sistema de mostreig és el més utilitzat actualment. 272

1.1.2. Mostreig passiu

Una alternativa al mostreig actiu que ha guanyat interés els ultims anys, és el mostreig
passiu. Els principals avantatges d’aquests sistemes son el baix cost, la senzilla
utilitzacié dels sistemes, I'obtencié de concentracions integrades en el temps, la retencio
directa dels contaminants, la reduccié o eliminacié de dissolvents organics. D’altra
banda, aquests sistemes presenten alguns inconvenients, ja que aquests no permeten
determinar concentracions puntuals de contaminants o que per a poder determinar la
concentracié, s’ha d’avaluar la retencid de cadascun dels compostos de manera
individual, 24:26:28-31

Existeixen una gran varietat de sistemes de mostreig, cadascun amb uns avantatges
especifics. Per aquest motiu, en el moment de desenvolupar o seleccionar un sistema
de mostreig s’han de tenir en compte els compostos que es volen determinar i les seves
propietats fisicogquimiques, els temps de mostreig, el medi i/o la matriu de mostreig i el
tipus de mesura que es vol determinar. Alguns dels sistemes de mostreig més utilitzats
sén els mostrejadors passius ceramics (CPS, de langlés Ceramic passive
samplers)?22, els mostrejadors integradors de compostos organics polars (POCIS, de
I'anglés Polar Organic Chemical Integrative Sampler)?”303133 els ChemCatchere?’31:34,
els dispositius passius de membrana semipermeable (SPMDs, de l'anglés Passive
semipermeable membrane devices)®*® i els films prims de difusié (DGT, de I'anglés
Diffusive Gradient in Thin Films).?"*¢ Dels sistemes de mostreig passius esmentats, en
aquest treball s’han avaluat els mostrejadors passius ceramics (CPS).

1.1.2.1. Mostrejadors passius ceramics

Els mostrejadors passius ceramics es basen en una membrana ceramica amb forma
cilindrica que actua com a barrera de difusié i permet un flux lliure dels compostos entre
el medi extern i un sorbent que és trobat situat al seu interior, com s’observa en la Figura
2, de manera que els compostos hi queden retinguts. 3237
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Figura 2. Esquema d’'un mostrejador CPS.3®

Un dels factors determinants d’aquests sistemes de mostreig és la difusibilitat (De) dels
compostos, aquest parametre depen de les caracteristiques de la membrana ceramica:
porositat, dimensions, mida i gruix de la membrana.*® D’altra banda, un altre factor
determinant és la velocitat de mostreig (Rs, de l'angles Sampling rate) i factors
ambientals com la temperatura, el pH i les condicions hidrodinamiques poden afectar
aquest parametre.?’ Valors elevats de De impliquen un flux lliure dels compostos cap al
sorbent del mostrejador. Pel que fa a la Rs, un valor elevat d’aquest parametre implica
una concentracid elevada dels compostos en el sorbent. Altres parametres com la
polaritat, la solubilitat dels compostos, el tipus d’aigua analitzada influeixen en la
capacitat de retencié dels compostos en el sorbent. Per aquest motiu, s’ha de realitzar
un calibratge al laboratori per a cadascun dels compostos de manera individual, en el
qual es determina la De, la Rs i la k (pendent de la relacié concentracié-temps).

Tenint en compte que els mostrejadors ceramics utilitzats treballen amb una difusié
controlada, gracies a la seva membrana porosa, inert i rigida, es pot descriure la difusio
mitjancant la primera llei de Fick’s (Equacié 1) en la qual Js és el flux de massa del solut

. (AC. p . .,
i (A—xs) és el gradient de conentraci6.?%

Equacio 1

ACS)

Js = _De(Ax

A l'interior de la membrana ceramica s’hi diposita un sorbent, el qual, si actua de manera
eficient, els compostos que entren a l'interior del mostrejador hi queden retinguts,
provocant que la concentracié d’analits a la solucio a I'interior del mostrejador sigui igual
a 0, ja que tots els compostos seran retinguts. Aquest fet indica que el gradient de
concentracié és constant, per tant, la difusié és proporcional a 'area de la membrana
(A). Tenint en compte aquest fet, la massa acumulada al sorbent (M(t)) es pot calcular
mitjancant 'Equacié 2, en la qual Cw és la concentracié dels compostos en la solucié
externa; L es correspon al gruix de la membrana; A és el valor de I'area de la membrana;
i t el temps. La constant k es pot calcular a partir de De, Cw, L i Ai és correspon amb el
pendent que s’obté en representar la massa adsorbida respecte al temps. 323940

Equacio6 2
De * Cw
M(t)zT*A*t:k*t

D’altra banda, per a calcular Rs s'utilitza 'Equaci6 3.
Equacio 3

Rs — k _De*A
STow L

Finalment, un cop conegudes aquestes constants, es podra calcular la concentracié de
contaminants en 'aigua mitjangant 'Equacio 4.



Equacio 4

M(t)
Rs x t

[Concentracié del compost] =

Darrerament, s’han desenvolupat diferents tipus de mostrejadors ceramics els quals es
poden classificar en funcié de la mida dels porus de la membrana ceramica. Els tres
més utilitzats sén els mostrejadors passius amb macroporos ceramics (MCPS), els
mostrejadors passius amb superporus ceramics (SCPS) i els mostrejadors passius amb
porus ceramics (PCPS).2°%

Els MCPS s6n mostrejadors amb una elevada porositat i una membrana molt fina.
Aquests mostrejadors s’usen per a realitzar mostrejos durant periodes de temps molt
curts, com poden ser 24 hores o0 mostrejos setmanals, en mostres d’aigies brutes, com
les aiguies residuals.?®

Els SCPS sén mostrejadors amb una elevada porositat que s’'usen en mostrejos de
temps intermedi, com poden ser els mostrejos setmanals. Aquests mostrejadors
s’utilitzen per a la determinacié de contaminants en aigiies de riu o aigies marines
properes a la costa.?®

Els PCPS sén mostrejadors amb una porositat intermedia molt emprats per determinar
contaminants organics en concentracions baixes en aiglies subterranies o aigles
marines. Aquests mostrejadors s'utilitzen quan els temps de mostreig sén molt elevats,
és a dir durant mesos o anys.?®

Gracies a la gran varietat de tipus d’aigua en qué es poden fer servir els mostrejadors
CPS, les seves aplicacions son tals com: monitoratge de contaminants prioritaris en
aigues superficials o de contaminants desconeguts, control de farmacs i pesticides en
aigues de sortida de EDARs i aiglies de consum, etc.?

Un cop finalitzat el mostreig i els compostos han estat retinguts en el sorbent, cal eluir-
los del sorbent de forma similar com es fa en la SPE. El métode d’elucié més habitual
consisteix en una elucioé dispersiva.®? Una altra metodologia menys utilitzada, consisteix
a empaquetar el sorbent en un cartutx i eluir-ne els compostos seguint el mateix
procediment que s'utilitzaria en una extraccié6 SPE.** Després de I'elucié, finalment
s’analitzen els extractes amb la técnica analitica escollida.

1.2. Tractament de mostra

Com s’ha comentat anteriorment, el métode de mostreig més utilitzat actualment és el
mostreig actiu, el qual habitualment va precedit d'una etapa de tractament de mostra.
L’objectiu de les técniques de tractament de mostra, és realitzar una extraccié dels
compostos presents en la matriu, concentrar-los i intentar eliminar altres compostos
presents a la matriu, préviament a la realitzacié de I'analisi. Algunes de les técniques de
tractament de mostra més utilitzades per a la determinacié de farmacs o drogues en
matrius agquoses son I'extraccié en fase solida (SPE)*™*¢, la microoextraccié en fase
solida (SPME)*’ o I'extraccio per barra magnética agitadora també coneguda com a stir
bar sorptive extraccion (SBSE).*®



1.2.1. Extracci6 en fase solida

De les técniques esmentades anteriorment, la més utilitzada és la SPE, ja que permet
concentrar els analits presents en mostres liquides i al mateix temps netejar la matriu
complexa i eliminar-ne les interferéncies. El principal avantatge d’aquesta técnica recau
en l'elevada varietat de sorbents comercials que existeixen, fet que permet realitzar
extraccions selectives, amb una metodologia senzilla i s’obtenen recuperacions
elevades fent Us de baixes quantitats de dissolvent organic.*?43

Per tal d’obtenir resultats optims mitjangant la SPE, s’han de seleccionar i optimitzar
diferents parametres, els quals variaran en funcié del sorbent seleccionat i de la matriu
gue es vol analitzar. Els diferents parametres que s’han de seleccionar i optimitzar son:
el tipus i la quantitat de sorbent, el qual depen dels compostos o familia de compostos
gue es vol determinar i la matriu en la qual es troben; el pH de la mostra; el volum de
carrega, ja que es busca treballar amb el volum més elevat possible, per tal d’'augmentar
el factor de concentracié, sense superar el volum de ruptura dels compostos; el volum i
solvent de neteja, ja que sempre que sigui possible s’afegeix una etapa de neteja per tal
d’eliminar possibles interferéncies presents a la matriu i s’aconsegueix fer I'extraccio
més selectiva, el volum optim de la qual és el volum de solvent més elevat sense que
es produeixin pérdues dels compostos d’interés; el volum i solvent d’elucid, es considera
optim el volum minim amb el qual s’elueixen tots els compostos.

Tal com s’ha comentat anteriorment, actualment hi ha una gran varietat de sorbents i
per realitzar una extraccio optima s’ha de seleccionar el sorbent més adequat. Alguns
dels sorbents més utilitzats son els de fase invertida o els de mode mixt.

D’una banda, els sorbents de fase invertida, permeten retenir els compostos mitjangant
interaccions hidrofobiques i permeten retenir compostos apolars. Inicialment, aquests
sorbents eren de base de silice funcionalitzats amb grups Cs i Cig, perd s’obtenien
recuperacions baixes i eren inestables a pH extrems. Posteriorment és van
desenvolupar els sorbents amb base de carb6, amb aquests sorbents és van millorar
les recuperacions pero apareixen problemes per a I'elucié d’alguns compostos.**

Per a millorar els problemes d’aquests sorbents, es van desenvolupar els sorbents de
base polimerica, els quals utilitzaven una base hidrofobica de poliestiré-divinilbenze (PS-
DVB), que augmenten considerablement la retencid, perd no de manera selectiva.** Per
a l'extraccié de compostos més polars, es van afegir a I'estructura dels sorbents grups
polars. Dins el grup dels sorbents polimérics de fase invertida, un dels més utilitzats és
I'Oasis HLB (Waters) el qual permet extreure satisfactoriament compostos polars de
diferents caracteristiques.*

Per tal d'augmentar la selectivitat dels sorbents i mantenir 'elevada capacitat, es van
desenvolupar els sorbents de mode mixt.** Els sorbents de mode mixt, normalment, sén
sorbents amb base polimérica d’intercanvi idnic en els quals hi ha funcionalitzat grups
d’intercanvi idnic, fet que permet que els compostos es retinguin mitjangant interaccions
hidrofobiques i mitjancant interaccions ioniques gracies als grups cationics o anionics
presents en la seva estructura. Aquests sorbents permeten realitzar extraccions més
selectives gracies a les diferents interaccions que es poden establir entre el sorbent i els
compostos ionics o ionitzables. Aquesta selectivitat es potencia incloent una etapa de
neteja durant I'extraccio en la que s’elimina aquells compostos que no s’han retingut per
interaccions ioniques.



En el grup dels sorbents de mode mixt es poden diferenciar quatre tipus de sorbents en
funcio del grup d’intercanvi idnic que el funcionalitzi: d’intercanvi cationic fort (SCX),
d’intercanvi cationic feble (WCX), d’intercavni anionic fort (SAX) i d’intercanvi anionic
feble (WAX).4®

Els sorbents SCX tenen una estructura polimérica en la qual hi ha units grups anionics,
tal com s’observa a la Figura 3, els quals sén grups sulfonics. El grup anionic permet
establir una interaccié ionica amb els compostos catiodnics presents a la matriu, mentre
gue altres compostos queden retinguts mitjancant interaccions hidrofobiques amb
I'estructura polimeérica del sorbent. Aquests sorbents permeten introduir una etapa de
neteja a I'extraccié mitjangant un solvent organic (metanol o acetonitril) amb I'objectiu
d’eliminar les interaccions hidrofobiques que s’estableixen entre el sorbent i algunes
interferéncies presents a la matriu. Gracies a I'etapa de neteja, s’aconsegueix realitzar
una extracci6 més selectiva per a compostos basics, ja que aquests estan retinguts
ionicament i no s’elueixen en l'etapa de neteja. Actualment, hi ha una gran varietat
d’empreses comercialitzant aquests sorbents, alguns dels més representatius son
I'Oasis MCX (Waters), Sampli Q-SCX (Agilent Technologies), Strata X-C (Phenomenex),
e1:(:.44,46

Els sorbents SAX, tal com s’observa a la Figura 3, tenen grups cationics a I'estructura
polimérica i els més utilitzats sobn amines quaternaries. En aquests sorbents, els
compostos poden quedar retinguts mitjancant interaccions anioniques i mitjancant
interaccions hidrofobiques. D’altra banda, es pot afegir una etapa de neteja per millorar
la selectivitat de I'extraccié per a compostos acids. Alguns dels sorbents més utilitzats
sén I'Oasis MAX (Waters), el Bond Elut SAX (Agilent Technologies), Sepra SAX
(Phenomenex), etc.*+46

SCX SAX WCX WAX

@~ @K |0 O,

Figura 3. Estructura sorbents SCX, SAX, WCX i WAX

En els sorbents WCX, els grups idnics sén acids carboxilics, tal com s’observa a la
Figura 3. Aquest grup en funcié del pH es pot trobar en forma aniodnica o neutre, aquest
fet permet realitzar una extraccié molt selectiva dels compostos basics en mostres molt
complexes. Els sorbents més comercialitzats son I'Oasis WCX (Waters), el Strata X-WC
(Phenomenex), etc.*44®

Els sorbents WAX, tal com s’observa a la Figura 3, tenen amines secundaries o
terciaries. L’'amina present en I'estructura del sorbent, en funcié del pH de treball es
trobara en la seva forma protonada o en la seva forma neutra, permetent que I'extraccié
sigui més selectiva per a compostos acids. Alguns dels sorbents més representatius sén
I'Oasis WAX (Waters) o el Strata X-AC (Phenomenex) entre d’altres.**4



2. Objectius

L’objectiu general d’aquest treball és desenvolupar métodes basats en un mostreig
passiu i actiu per a la determinacié d’'un conjunt de drogues i farmacs en aigles
ambientals.

A conseqiéncia d’aquest objectiu general, s’han establert els segients objectius
especifics:

e Desenvolupar i validar un métode cromatografic per a la determinacié d’un
conjunt de farmacs, drogues il-licites i alguns dels seus metabolits.

e Optimitzar i validar un metode selectiu basat en una extraccié en fase solida per
a la determinacié d’aquest conjunt de farmacs, drogues il-licites i alguns dels
seus metabolits.

e Avaluar un métode basat en un mostreig passiu per a la determinacié d’'un
conjunt de farmacs, drogues il-licites i alguns dels seus metabolits.
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