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Objectius i desenvolupament

Objectius i desenvolupament de la Tesi Doctoral

El treball presentat en aguesta Memoria s'emmarcaire linia d’investigacio
desenvolupada pel grup d@uimica Bioanaliticadel Departament de Quimica Fisica i
Analitica de la Universitat Jaume |, amb codi 029I'@ficina per a la Cooperacié en
Investigacio i Desenvolupament Tecnolo¢@CIT). Aquesta linia, té com a finalitat el
desenvolupament de nous metodes d’analisi en elpscde la quimica clinica i I'analisi
toxicologic i forense, fent Us de la cromatografiguida micel-lar (MLC) i
I'electroforesi capil-lar. Ha sigut financada pevedsos projectes d’investigacio de
diferents ambits: estatal (Ministeri d’Educacié iéfxia), autonomic (Generalitat
Valenciana) i universitari (Fundacié Caixa Cast@8incaixa). En concret, I'estudi que
aci es presenta ha rebut el financament de la Eih@aixa de Castell6-Bancaixa i la
Universitat Jaume |, per mitja del projecte P1-18202: ‘Optimitzacio interpretativa
per a la separacio i determinacié d’antibiotics peritja de cromatografia liquida
micel-lar amb injeccié directa de les mostres. @sdetectors selectius, técniques de

gradient i d’'intercanvi de columnés

L'MLC constitueix una alternativa real a la crowgtafia liquida en fase inversa
classica (RPLC) que utilitza fases mobils aquo-oigées. Entre les seues
caracteristigues més destacables es troba la sgoua/grsatilitat, a causa de la varietat
d’interaccions que s’estableixen entre els solat$ase aquosa, les micel-les i la fase
estacionaria. Aixi mateix, les seues caracterigigllielucio permeten I'analisi de soluts
en un ampli interval de polaritats, a partir d’'um@ca injeccio i elucio isocratica. Atés
gue la retenci6 és altament reproduible, pot mzdelse amb gran exactitud per predir
els canvis de retencio en variar la composicicadade mobil, facilitant d’aquesta forma

I'optimitzacié de les condicions de separacid. @abtacar, que la concentracio de
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dissolvent organic és molt menor a la utilitzad&&1LC classica. Per aquesta rao, se sol

dir que les fases mobils en MLC s6n menys toxiqudigmables i contaminants.

D’altra banda, I'MLC proporciona una solucié simge problema de la injeccio
directa de fluids fisiologics o mostres d’alimerial vegada siga aquesta un dels seus

principals avantatges, ja que aixo simplifica iedera els procediments analitics.

Des que I'MLC es va proposar per primera vegadaAperstrong en 1981, s’han
publicat nombrosos articles dirigits al desenvofpeat de la tecnica i al coneixement
dels seus mecanismes de retencid. Aquests estitigud fonamental s6n essencials per
millorar les possibilitats dels sistemes de sepéyac estableixen les bases per
desenvolupar métodes d’analisi de compostos deedifenaturalesa. Basant-nos en
aquest tipus d’estudis, I'objectiu principal deMamoria que aci es presenta ha sigut el
desenvolupament i validacié de procediments pea &eparacid i determinaciéo de
diferents classes d’antibiotics en diverses matfimsna, productes farmaceutics i
aliments) per mitja d’'MLC. Els grups d’antibioticensiderats han sigut penicil-lines,

quinolones i sulfamides.

Perque les dades obtingudes a partir d’'un nou reddigdien fiables, aquest ha de ser
validat seguint una serie de criteris ben defifiguest és un altre dels objectius de la
present Tesi Doctoral. La majoria dels meétodes rdedepats han sigut validats
considerant els parametres seguents: selectiitagalitat, limits de deteccid i
guantificacid, exactitud, precisio, recuperaciobustesa. Per a aixo, i segons el tipus de
matriu que s’ha estudiat, s’han utilitzat tres gule validacié diferents: les regulacions
de I'Administraci6 de Drogues i Aliments (FDA)pormes de laConferencia
Internacional d’Harmonitzacio (ICH)j la regulacid de laDecisi6 de la Comissio
2002/657/EC

Els antibiotics o agents antibacterians son subsanquimiques de baix pes
molecular, sintétiques o produides per microorgaess que tenen la capacitat, en

xicotetes concentracions, d’inhibir el creixementfins i tot de destruir a certs
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microorganismes. Les seues principals aplicacisndomen en Medicina, Veterinaria i
Agricultura. En humans, s’'usen en el tractamentfecions urinaries, respiratories i
altres de tipus sistemic. La seua utilitzacio peraatament de malalties en el bestiar per
a consum huma, aixi com la seua utilitzacio condditi@s en granges industrials, han
donat com resultat que la seua preséncia poteegialiments d’origen animal ha de
considerar-se. Els residus d’antibiotics en alimedibrigen animal poden provocar
reaccions al-lérgiques en individus hipersensibpeEsp sobretot, I'administracié de
baixos nivells d’antibiotics pot donar lloc a baieaesistents, que poden arribar al ser
huma a través dels esmentats aliments. A més dsazpiefectes adversos immediats,
existeixen també efectes a llarg termini que encaraes coneixen. Per tots aquests
motius, queda més que justificat el desenvolupainaiidacio de métodes d’analisi per

a aquest tipus de compostos.

El grup dels antibiotics inclou compostos amb estmes molt diferents, molts d’ells
amb un gran interés farmacologic. Han aparegut, gded, un ndmero molt elevat
d’articles en que es mostren procediments anapgcsnitja de diverses tecniques, sent
molt utilitzada la RPLC classica. La disponibilitle noves ferramentes que possibiliten
la millora dels procediments desenvolupats pelraggtup d’investigacio, i I'interés per
investigar la determinacio d’antibiotics de novaemecio, va portar a la proposta d’'una
nova Tesi Doctoral sobre la determinacié d’aquisteacs, iniciada a I'Abril del 2007,

la Memoria de la qual es presenta a continuacio.

El treball aci presentat ha suposat un ampli dedepament experimental, sobretot
en l'etapa de validacid, aixi com un extens traetatnde les dades. S’ha de ressaltar
també I'esforg realitzat en la revisio bibliografidels temes abordats, que ha suposat la
recerca, lectura i organitzaci6 de molta informaci&@ més, el periode de
desenvolupament de la Tesi Doctoral (Abril del 208Gril del 2011) ha inclos una
estada en un altre laboratori, concretament erephBPament de Quimica Organica de la

Universitat de Gant (Bélgica), sota la direccio Bedfessor Patrick Sandra. En aquesta
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estada s’ha abordat la mesura de I'activitat aitaok en productes naturals per mitja

d’'un sistema HPLC “online”.

Aquesta Memoria consta de deu capitols, els dosepsi introductoris. El seu titol
“Determinaci6é d’antibiotics mitjangcant cromatografidquida micel-lar en mostres
fisiologiques i d’alimentsfa referencia al tema central abordat, exposatetrcapitols,
dividits en dos parts. En la primera, es du a tefar@&lisi dels antibiotics en fluids
fisiologics i productes farmaceutics, i en la segem aliments. No obstant aixo, s’ha
inclos un altre capitol estretament relacionat cuaigura la tercera part. En aquest, es
desenvolupa un metode per a I'analisi d’'un proteestomacal i els seus metabolits, que
€s comunament administrat junt amb els antibiokcsla majoria dels casos, els capitols
mostrats soén traduccions dels articles publicapifols 3, 5-7, 9, i 10) o en premsa
(capitols 4 i 8). La Memoria finalitza amb una asialobal dels resultats obtinguts i els

articles escrits en angleés.

Ha d’indicar-se que a causa dels tramits legalesseris, la Memoria de la Tesi
Doctoral que aci es presenta, s’ha acabat de pireypas quants mesos abans de l'acte de
lectura. Per aquest motiu, no s’han pogut inclalguns treballs d’investigacio que
existeixen actualment com a esborrany d’articlesotreben en fase experimental

avancada. A continuacio, es detalla la llista cataptl’investigacions realitzades.

Comunicacions a congressos cientifics

31st International Symposium on High Performancquid Phase Separation and
Related Techniques, HPLC 2007, Gant (Bélgica), dien®007.

1. J.S. Esteve Romero, M.A. Raviolo, M. Rambla Alegde Clausell Tormos,

M.E. Capella Peirg, S. Carda Broctétermination of sulphonamides in milk

after precolumn derivatisation by micellar liquidromatography
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32nd International Symposium on High Performancquid Phase Separation and
Related Techniques. HPLC 2008, Baltimore (EUA), ¢/ide 2008.

2. M. Rambla Alegre M.L. Chin Chen, S. Carda Broch, J. Esteve Romero,
“Development of a direct and validated method of »aailbn detection in

physiological fluids using micellar liquid chromai@phy

3. J. Esteve Romero, M. Rambla Alegr8. Carda Broch, Column selection in

micellar liquid chromatography determination of gmbtics’

34th International Symposium on High Performancguld Phase Separation and
Related Techniques, HPLC 2009, Dresden (Alemadymy—Juliol de 2009.

4. M. Rambla Alegre S. Carda Broch, J. Esteve Romer@luster analysis for

column classification and selection for the deteration of norfloxacin and

amoxicillin by micellar liquid chromatography

5. M. Rambla Alegre M.L. Chin Chen, M.A. Collado Sanchez, S. CardadBr

J. Esteve Romero,Simultaneous separation and determination of quine$ in

urine by micellar liquid chromatography

6. M. Rambla AlegreM.L. Chin Chen, S. Carda Broch, J. Esteve Rongkoalysis

of omeprazole and its main metabolites by liquidoohatography using hybrid
micellar mobile phasés

35th International Symposium on High Performancquld Phase Separation and
Related Techniques, HPLC 2010, Boston (EUA), Jun2@i10.

L'organitzaci6 HPLC, Inc. va concedir a Maria Rambaluna ajuda de viatge per a

assistir a aquest congres. Només dos ajudes varaecedides a estudiants d’Europa.

7. M. Rambla AlegreM.A. Collado Sanchez, R. Marti Centelles, S. @daBdoch, J.

Esteve Romero,Simultaneous determination of quinolones in milkl &ggs by

micellar liquid chromatography with fluorescenceedtgior?
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8. M. Rambla AlegreJ. Peris Vicente, S. Carda Broch, J. Esteve RoniAnalysis

of selected veterinary antibiotics in fish by mieeliquid chromatography and

validated in accordance with regulation 2002/657/EC
28th International Symposium on Chromatography, 26€C0, Valéncia, Setembre 2010.

9. M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, S. Carda Broclpetelopment and

validation of micellar liquid chromatographic mett® for the determination of

antibiotics in different matricés

10.M. Rambla Alegre M.A. Collado Sanchez, J. Esteve Romero, S. C8m&h,
“Micellar liquid chromatography determination of qoiones in food samples

with fluorescence detectidn

11.M. Rambla Alegre J. Peris Vicente, S. Carda Broch,J. Esteve Romer

“Validation of a liquid chromatographic procedurer filhve determination of five

quinolones in fish according with regulation 200276EC

Avrticles Cientifics

1. M.A. Raviolo, M. Rambla AlegreJ. Clausell Tormos, M.E. Capella Peiro,

S. Carda Broch, J. Esteve RomerDgetermination of sulfonamides in milk after
precolumn derivatisation by micellar liquid chrorogtaphy
Analytica Chimica Acta 593 (2007) 152—-156

2. M. Rambla Alegre S. Carda Broch, J. Esteve Romerevelopment of a direct

and validated method of amoxicillin in physiolodiflaids using Micelar Liquid
Chromatography
Journal of Separation Science 31 (2008) 2813-2819
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. M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, S. Carda BrocAndlysis of omeprazole

and its main metabolites by liquid chromatograplsyng hybrid micellar mobile
phases
Analytica Chimica Acta 633 (2009) 250-256

. M. Rambla AlegreS. Carda Broch, J. Esteve Rome@ptumn classification and

selection for the determination of antibiotics bigetiar liquid chromatographty
Journal of Liquid Chromatography and Related Tetdgies 32 (2009) 1127-1140

. M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, S. Carda BrocWalidation of a MLC

method with fluorescence detection for the detemtron of quinolones in urine
samples by direct injectién
Journal of Chromatography B 877 (2009) 3975-3981

. M.A. Collado Sanchez, J. Esteve Romero, S. CarazBrM. Rambla Alegre

“Simultaneous separation and determination of quine$ in pharmaceuticals by

micellar liquid chromatography
Journal of Liquid Chromatography and Related Tetdgies33 (2010) 513-525

. M. Rambla AlegreJ. Peris Vicente, J. Esteve Romero, S. CardalBfémalysis
of selected veterinary antibiotics in fish by miaeliquid chromatography with
fluorescence detection and validation in accordawié regulation 2002/657/EC
Food Chemistry123 (2010) 1294-1302

. J. Esteve Romero, S. Carda Broch, M. Rambla AledgMicellar liquid

chromatography in bioanalytical chemistry
Contributions to Science 6 (2010) 105-119

. M. Rambla Alegre M.A. Collado Sanchez, J. Esteve Romero, S. C&mdeh,
“Quinolones control in milk and eggs samples by idiqehromatography

using a surfactant-mediated mobile pHase
Analytical and Bioanalytical Chemistry (en premshmi: 10.1007/s00216-010-
4409-x).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, S. Carda BrocApplication of a liquid

chromatographic procedure for the analysis of p#linic antibiotics in
pharmaceutical formulations and biological fluidssing sodium dodecyl
sulphate/propanol mobile phases and direct injettio

Journal of Chromatography A (en premsa, doi:10.4@t6oma.2010.12.015).

M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, S. Carda Brocletvelopment and

validation of micellar liquid chromatographic mett® for the determination of
antibiotics in different matricés
Acceptat en Journal of AOAC International en Noveentle 2010.

M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, S. Carda BrociMicellar liquid

chromatography in the determination of antibioties: overview

Enviat per a la seua publicacio.

M. Rambla AlegreJ. Esteve Romero, S. Carda Brodbetelopment, optimization

and validation of a liquid chromatographic methodr fthe simultaneous
determination of several fluoroquinolones in meatple$

En fase experimental.

M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, D. Bose, S. Carda Bro€udhtitative
determination of penicillin antibiotics in food splas by micellar liquid
chromatography

En fase experimental.

M. Rambla Alegre J. Esteve Romero, D. BoseAralysis of antibiotics by

capillary electrophoresis

En fase experimental.
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Capitol 1

Conceptes basics de la cromatografia liquida micel-lar

1.1. Resum

La cromatografia liquida micel-lar (MLC) és una alternativa efica¢ enfront de la
cromatografia liquida de fase inversa classica (RPLC) que utilitza fases mobils aquo-
organiques. Quasi tres deécades d’experiéncia han donat lloc a un augment de la
produccio en les aplicacions analitiques. La preocupacié actual pel medi ambient també
revela a ’MLC com una técnica interessant per a la “quimica verda”, atés que usa fases
mobils que contenen un 90% o més d’aigua. Les fases mobils micel-lars tenen una baixa
toxicitat i no originen abocaments perillosos. La fase estacionaria es modifica amb una
quantitat aproximadament constant de monomers de tensioactiu, mentre que la capacitat
de solubilitzacié de la fase mobil es veu alterada per la preséncia de micel-les, donant
lloc a una gran varietat d’interaccions (hidrofobiques, idniques i estériques) amb
implicacions importants en la retencié 1 selectivitat dels soluts. Des del seu inici en 1980,
aquesta técnica ha evolucionat fins a convertir-se en una alternativa real en alguns casos
(1 un complement en altres) a I’RPLC classica, a causa de les seues caracteristiques
peculiars 1 els seus avantatges Unics. No obstant, poc després del seu inici, es va suggerir
I’addicié d’un dissolvent organic a la fase mobil amb la finalitat de millorar les baixes

eficacies i la debil forca eluent de les fases mobils que Ginicament contenien micel-les.
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1.2. Introduccio

La cromatografia liquida micel-lar (micellar liquid chromatography, MLC) ¢és una
técnica de cromatografia liquida en fase inversa (reversed-phase liquid chromatography,
RPLC) que fa us de fases mobils que contenen una dissolucié aquosa de tensioactiu en
una concentracié superior a la seua concentracié micel-lar critica (CMC) [1, 2]. La idea
d’utilitzar dissolucions micel-lars pures com a fases mobils en RPLC és molt atractiva a
causa del seu baix cost i toxicitat, i el seu reduit impacte ambiental. No obstant, en la
practica és necessari afegir una xicoteta quantitat de dissolvent organic a la dissolucio
micel-lar per aconseguir una retenci6 adequada dels soluts en un interval de temps

raonable, aixi com millorar I’eficacia dels pics cromatografics i la seua resolucio.

Les fases mobils micel-lars s’han utilitzat amb diferents tipus de fases estacionaries
(en la seua majoria C8, C18 i cianopropil). Els tensioactius més comuns sén 1’anionic
dodecilsulfat sodic (sodium dodecyl sulfate, SDS), el cationic bromur de
cetiltrimetilamoni (cetyl trimethyl ammonium bromide, CTAB) i el no ionic Brij-35
(polyoxyethylene(23) lauryl ether). També s’han utilitzat diversos dissolvents organics
com a modificadors, sent els més adequats els alcohols de cadena curta/mitjana i
I’acetonitril. La preséncia de micel-les contribueix a mantenir aquests dissolvents
organics en la dissolucio en concentracions molt superiors a la seua solubilitat en aigua,

disminuint, a més, el risc d’evaporacio.

A una concentracié superior a la CMC, un augment en la concentracio del
tensioactiu es veu reflectit en un increment de la concentracié de micel-les en la
dissolucio, mentre que el nombre de monomers del tensioactiu en la fase mobil es manté
constant. També es produeix I’adsorcid6 d’una quantitat aproximadament fixa de
monomers de tensioactiu en la fase estacionaria, donant lloc a una columna modificada

estable i un comportament de retencio6 regular dels soluts.

L’MLC s’ha desenvolupat sobre una base tedrica prou solida, i els seus mecanismes

de retencid (p.ex., les interaccions solut-fase mobil i solut-fase estacionaria) son prou
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conegudes. Aquesta técnica €s un exemple fascinant dels beneficis dels equilibris
secundaris en RPLC. L’equilibri principal consisteix en el repartiment del solut entre el
dissolvent (p.ex., aigua o una mescla aquo-organica) i la fase estacionaria. Un equilibri
secundari s’estableix amb les micel-les de la fase mobil. Ambdos equilibris es veuen
afectats per una amplia varietat de factors, com ara el tipus i la concentracio del
tensioactiu 1 els additius (p.ex., sals o dissolvents organics), la temperatura, la forca

1onica i el pH. La complexitat de ’'MLC és molt major que en RPLC classica.

Els estudis de tipus fonamental en MLC s’han centrat principalment en 1’adsorcio del
tensioactiu, el comportament de la retencio, la mesura dels coeficients de repartiment,
I’eficacia 1 selectivitat dels pics cromatografics. La majoria d’aquests estudis es van
realitzar en els anys 90, mostrant alguns d’ells evidéncies sobre els mecanismes de
retencid. Aquest coneixement ha permes una descripcid teorica de I’MLC i una major

comprensio i us d’aquesta técnica.

1.3. Cromatografia liquida de parells ionics en fase inversa i el naixement de la

cromatografia liquida micel-lar

En 1976, Knox i Laird [3] van desenvolupar la cromatografia de parells ionics (ion-
pair chromatography, IPC), afegint una xicoteta quantitat de tensioactiu ionic a les fases
mobils polars aquo-organiques utilitzades en RPLC. En aquestes condicions, el
tensioactiu s’adsorbeix sobre la fase estacionaria i és capa¢ d’associar-se amb soluts
ionics de carrega oposada. La retencid6 en IPC s’ha explicat basant-se en dos
mecanismes: (i) el classic mecanisme d’intercanvi iodnic, en que els soluts ionics
interaccionen amb el tensioactiu i0nic que es troba recobrint la fase estacionaria, i (ii) un
mecanisme de parells ionics, en que la part hidrofobica dels parells ionics es reparteix
entre la fase mobil aquo-organica i la fase estacionaria. Allo més probable €és que tinga

lloc un mecanisme intermedi entre 1’intercanvi ionic i el repartiment hidrofobic.

11
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En IPC, la retenci6 del solut és directament proporcional a la quantitat adsorbida del
contraié en la fase estacionaria. Els principals factors que afecten el comportament de
retencio son el tipus de fase estacionaria, la naturalesa i la concentracid del tensioactiu
ionic i dissolvent organic, la forca ionica i el pH. Els dissolvents organics més
comunament utilitzats sén metanol, propanol i acetonitril. Per la seua banda, els
tensioactius idonics més habituals contenen entre sis (hexil) i 16 (hexadecil) atoms de
carboni en la seua cadena alquilica. La quantitat adsorbida de tensioactiu augmenta amb
la seua concentraci6 en la fase mobil i el nombre d’atoms de carboni de la seua cadena
alquilica. No obstant, disminueix rapidament amb el contingut de dissolvent organic, pel

fet que la capacitat de desorcié augmenta amb la seua concentracio.

En IPC, I’adsorci6 del tensioactiu fa que 1’etapa de condicionament de la columna
siga critica, la qual cosa pot donar lloc a resultats poc reproduibles. A més, no s’ha de
treballar a concentracions superiors a la CMC, ja que el comportament de la retencio
canvia drasticament quan comencen a formar-se micel-les. Aixi, no és sorprenent que les
persones que treballaven en IPC, no foren els que desenvoluparen ’MLC. Aquesta
técnica va ser proposada per investigadors que estudiaven 1'is de dissolucions de
tensioactiu com a noves i originals fases mobils amb propietats particulars [4]. No

obstant, les relacions entre ambdods técniques (IPC 1 MLC) no han de passar-se per alt.

1.4. Naturalesa la fase mobil i la fase estacionaria en MLC

L’MLC comparteix els components basics de ’RPLC, ¢és a dir, una fase estacionaria
no polar i una fase mobil aquosa polar. No obstant, les fases mobils aquo-organiques en
RPLC sén homogenies, mentre que les dissolucions micel-lars son microscopicament
heterogenies, i estan formades per dos medis distints: els agregats micel-lars anfifilics
(pseudofase micel-lar) i el medi aquo-organic que els rodeja, el qual conté monomers del

tensioactiu en una concentracié aproximadament igual a la CMC. A més, la fase
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estacionaria es troba modificada per I’adsorcié de monomers del tensioactiu, creant una

estructura semblant a una micel-la oberta.

En RPLC convencional, la composicid de la superficie de la silice enllagada és més
important en els processos cromatografics que la silice pura, atés que la retencid dels
soluts ve determinada per la seua interacci6 amb la superficie més externa de la silice
enllacada [5]. Aixo pot estendre’s als modes d’RPLC amb tensioactiu adsorbit en la fase
estacionaria. Amb tensioactius no i0nics, només canvia la polaritat de la fase
estacionaria, mentre que amb els i0nics, apareix una carrega neta (positiva o negativa) en
la seua superficie, les implicacions de la qual séon importants. A més, I’adsorcio de
monomers de tensioactiu en la fase estacionaria disminueix les interaccions amb els

grups silanol lliures.

1.4.1. Fase mobil micel-lar

Les micel-les dels tensioactius idnics posseeixen punts tant d’interaccidé hidrofobica
com electrostatica. També, es poden identificar tres zones de solubilitzacio: el seu nucli
o cor (hidrofobica), la superficie (hidrofilica) i la palissada (regid6 compresa entre els
grups del cap del tensioactiu i el seu nucli). Els soluts que s’associen a les micel-les es
troben en un microambient diferent del dissolvent. Aix0 es veu reflectit per
pertorbacions induides per les micel-les en les propietats fisicoquimiques dels soluts, que
inclouen canvis en la solubilitat, acidesa, propietats fotofisiques, i les velocitats de

reaccio [6].

Encara que se solen utilitzar fases mobils micel-lars pures (en abséncia de dissolvent
organic), la majoria de les separacions en MLC es duen a terme amb fases mobils
micel-lars hibrides (en preséncia d’un dissolvent organic) en un medi tamponat, les quals
contenen micel-les, monomers de tensioactiu, molécules de dissolvent organic (Iliure o
associat al tensioactiu) i1 aigua. La preséncia del dissolvent organic disminueix la

polaritat de la dissolucié aquosa 1 altera ’estructura de la micel-la. Encara que el mode
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de separaci6 continua sent predominantment de naturalesa micel-lar, la micel-la es troba
pertorbada pel dissolvent organic. Aix0 pot originar canvis en els parametres micel-lars,
com per exemple en la CMC 1 en el nombre d’agregacid del tensioactiu, i fins 1 tot un
elevat percentatge de dissolvent organic pot disgregar la micel-la. La concentracid
maxima que es pot utilitzar, depén del tipus de dissolvent organic aixi com del

tensioactiu.

Els dissolvents organics es reparteixen entre els agregats micel-lars 1 la resta de la
dissolucio, augmentant el grau d’associacié amb la seua hidrofobicitat. Igual que els
soluts, les molécules de dissolvent organic poden situar-se en 1’exterior de la micel‘la, en
la palissada de la mateixa, o en el seu nucli. Els dos primers efectes podrien afavorir la
formacid de micel-les, mentre que 1’tltim pot augmentar substancialment la quantitat de

dissolvent organic en el seu interior i donar lloc a una microemulsio [6].

Els alcohols de cadena curta afegits a una fase mobil micel-lar constituida per un
tensioactiu ionic, mostren una interessant varietat de comportaments [7]. Metanol, amb
la cadena més curta de carboni, és 1’alcohol més polar 1 soluble. Pot solvatar els
monomers de tensioactiu amb major facilitat, la qual cosa impedeix la formacio de
micel-les i, en conseqiiencia, és necessaria una major quantitat de tensioactiu per
constituir els agregats micel-lars (p.ex., la CMC augmenta amb 1’addici6 de metanol).
L’efecte d’etanol i propanol és 1’oposat al del metanol, atés que aquests alcohols
romanen principalment en 1’exterior de les micel-les, perd interaccionen amb la seua
superficie, la qual cosa redueix la repulsid entre els caps ionics dels monomers del
tensioactiu. Aixo afavoreix la formaciéo de micel-les 1 disminueix la CMC. Finalment,
butanol i pentanol s’insereixen en l’agregat micel-lar, a causa de la seua particular
estructura que combina un grup polar amb una cadena no polar, molt semblant a les
molécules del tensioactiu. Aquests alcohols s’alineen amb les molécules del tensioactiu
en la palissada de la micella, orientant-se el grup polar hidroxil de 1’alcohol cap a la
capa de Stern, mentre que la cadena alquilica se situa en el nucli apolar de la micel-la.

Aix0 dona lloc a un augment de les micel-les mixtes. Finalment, cal assenyalar que
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I’efecte de 1’acetonitril sobre la CMC ¢€s semblant al del metanol, malgrat que les seues

polaritats i estructures son diferents [7].

a) Concentracio micellar critica

Un tensioactiu és adequat per al seu us en MLC si t€ un valor menut de CMC. Una
alta CMC implicaria treballar a una elevada concentracid de tensioactiu, la qual cosa
produiria dissolucions massa viscoses, donant lloc a pressions elevades no desitjables en
el sistema cromatografic, incrementant també el soroll de fons en els detectors. La
seleccid queda sovint limitada als segilients tensioactius: 1’anionic SDS, el cationic
CTAB i el no ionic Brij-35, les caracteristiques principals dels quals es resumeixen en
taula 1.1. Els valors de CMC d’aquests tensioactius en aigua pura son prou baixos per a
ser utilitzats en MLC. També ha de considerar-se que la preséncia d’un dissolvent
organic afecta de forma considerable a la CMC. Els canvis estan relacionats amb la
modificacié de I’estructura de la micella, la qual cosa indueix també, almenys

parcialment, a una disminucié de la retencio en MLC [7].

Taula 1.1. Caracteristiques dels tensioactius més comuns en MLC".

Tensioactiu  Pes molecular (g/mol) CMC (mol/L) RM" (nm) V®(L/mol)

SDS 288.4 8.2x 107 2.5 0.246
CTAB 364.5 9% 107 32 0.364
Brij-35 1198¢ 9x 107 - -

“Referéncies [8] i [9]; ° Radis micel-lars; ¢ Volum molar; ¢ Mitjana

15



Conceptes basics de la cromatografia liquida micel-lar

b) Punt de Krafft i punt de terbolesa

Es defineix el punt de Krafft, per als tensioactius ionics, com la temperatura que
correspon al punt on la solubilitat del tensioactiu assoleix la seua CMC [10], 1 depén de
qualsevol efecte susceptible d’afectar a la mateixa. Per davall de la temperatura del punt
de Krafft, el tensioactiu no €s prou soluble perqué estiga en concentracid suficient com
per formar micel‘les, 1 1’equilibri s’estableix entre una dissoluci® monomolecular 1 el
tensioactiu solid precipitat. Aixi, en MLC s’ha de treballar per damunt d’aquesta
temperatura per evitar que precipite el tensioactiu, la qual cosa significa que el punt de
Krafft ha de ser prou inferior a la temperatura ambient. A més, la temperatura del
laboratori ha d’estar sempre per damunt d’aquest valor per evitar el deteriorament de la
columna, sent especialment important en regions de clima fred, on sera obligatori
disposar d’aire condicionat en els laboratoris. El punt de Krafft per a SDS 1 CTAB esta al
voltant de 15 °C i 20-25 °C, respectivament [11, 12]. No obstant, ha de tenir-se en
compte que aquest es veu afectat per la preseéncia de sals. Aixi, per a I’SDS, el punt de

Krafft augmenta fins a 18 °C en preseéncia d’una dissolucio 0.1 M NaCl [12].

Per la seua banda, els tensioactius no idnics tenen una temperatura especifica,
denominada punt de terbolesa (en angles, cloud point), que si se sobrepassa té lloc una
separacio de fases [9, 13]. El punt de terbolesa correspon a la temperatura a la qual
s’inicia una transici6 de fase, separant-se de la solucidé aquosa, una fase que conté
tensioactiu amb un poc d’aigua. Aquest punt és essencialment independent de la
concentraci6 de tensioactiu. A mesura que augmenta la temperatura, es van desolvatant
les cadenes de polioxid d’etilé i com a conseqliencia es redueix I’hidrofilicitat del
tensioactiu. La CMC del tensioactiu disminueix i el nombre d’agregacié creix; les
micel-les augmenten de grandaria, i en arribar a cert valor (centenars d’Amstrongs)
comencen a interactuar amb la llum, produint una terbolesa. Si es continua augmentant la
temperatura, les micelles arriben a un grandaria suficient (micrometre) perque la
gravetat les puga sedimentar, produint-se una separaci6 de fase. Qualsevol efecte

susceptible d’afavorir o desfavorir la formacido de micel-les i ’augment de la seua
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grandaria tendeix a afectar el punt de terbolesa. En aquest cas, s’ha de treballar per
davall d’aquesta temperatura. Aix0 no pareix un problema, atés que el punt de terbolesa
per als tensioactius no ionics més comuns en MLC, com Brij-35, és aproximadament 100

°C en dissolucions aquoses entre 1-6%, mentre que per a Tritdé X-100 és de 64 °C.

¢) pH de la fase mobil

En MLC s’utilitzen els mateixos farciments que en ’RPLC classica, les columnes
dels quals tenen un interval de pH de treball limitat (2.5-7.5). El valor adequat de pH
depén de la naturalesa dels analits 1 del tensioactiu seleccionat. Per exemple, la separacio
d’acids débils amb el tensioactiu anionic SDS, requereix sovint treballar a un pH entre
2.5-3, on predomina I’espécie neutra protonada que €s la més retinguda. En aquestes
condicions, la separaci6 dels compostos té lloc en una regié més amplia, afavorint la
seua resolucid. El pH de la fase mobil micel-lar es fixa normalment amb tampons d’acid
fosforic o citric [1, 2], a més, no es recomana 1’us de sals de potassi en fases mobils que
contenen SDS, ja que el dodecilsulfat potassic presenta un elevat punt de Krafft, i
precipita en dissolucions aquoses a temperatura ambient [1]. En tot cas, la columna ha de
ser condicionada amb la fase mobil fins que el pH siga el mateix, abans i després de la

columna.

d) Tipus i concentracio de dissolvents organics

La selecci6 del dissolvent organic apropiat en MLC ha de considerar la polaritat dels
analits. Per a compostos polars, s’obtenen temps de retencié6 prou menuts (menys de
20 min) utilitzant 1-propanol, 2-propanol o acetonitril. Per a compostos no polars o amb
alta afinitat pel tensioactiu adsorbit en la fase estacionaria, es necessiten dissolvents amb
major for¢a d’elucié com a 1-butanol o 1-pentanol [14]. No obstant, cal assenyalar que
una concentracid prou alta d’aquests dos ultims alcohols dona lloc a la formacié de

microemulsions [15]. En la practica, la quantitat de dissolvent organic que es pot afegir
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esta limitada per la seua solubilitat. Els additius que normalment no s’utilitzarien en
RPLC classica a causa de la seua baixa solubilitat, poden donar lloc a fases mobils
micel-lars estables. Aixi, per exemple, en una dissoluciéo 0.285 M SDS a 25 °C, les
concentracions molars de 2-metil-1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol i penta, van ser 0.46,
0.92, 0.79, i 0.095, respectivament, mentre que les seues solubilitats molars en aigua
aconsegueixen només valors de 6.1 x 102, 45 x 1073, 1.2 x 103, 1 9.5 x 107,
respectivament [16]. Ha de tenir-se sempre en compte que una elevada concentraci6 de
dissolvent organic produira una disgregacio de la micel'la, i en eixe cas, la fase mobil
només contindra monomers de tensioactiu lliure. La quantitat de dissolvent organic que
manté la integritat de les micel-les és inferior al 15% per a propanol i acetonitril, 10%
per a butanol, i 6% per a pentanol [16]. Aquestes quantitats son xicotetes en comparaciod
amb aquelles que utilitzen en ’'RPLC classica. El menor consum de dissolvent organic
redueix el cost i la toxicitat en MLC, la qual cosa pot ser important dins del camp per a
la “quimica verda”. A més, 1’estabilitzacid del dissolvent organic en medis micel-lars
disminueix el seu risc d’evaporacio. Aixo significa que les fases mobils micel-lars poden
conservar-se en el laboratori durant un llarg periode de temps sense que ocorreguen

canvis significatius en la seua composicio.

1.4.2. Fase estacionaria
a) Adsorcio del tensioactiu

Encara que el farciment C18 alquil-enllagat €s la fase estacionaria més utilitzada en
I’MLC, també s’empren altres columnes (p.ex., C8 i cianopropil). Les columnes amb
fases alquil-enllagades pateixen una forta modificacid quan s’usen fases mobils que
contenen SDS, CTAB o Brij-35.

L’adsorcid del tensioactiu sobre els farciments porosos d’RPLC afecta drasticament
la retencio dels soluts, a causa del canvi de diverses propietats de la superficie de la fase

estacionaria (p.ex., la polaritat, ’estructura, el volum de porus i I’area superficial). Les
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molecules de tensioactiu recobreixen els porus de la fase estacionaria, reduint

sensiblement el seu volum [17].

Normalment, se solen afegir sals a les fases mobils micel-lars per tamponar el pH,
aixi com per ajustar la for¢a ionica, la qual cosa pot canviar la quantitat de tensioactiu
adsorbit a causa de la disminucid tant de la repulsio electrostatica com de la CMC del

tensioactiu, aixi com 1’augment de les interaccions hidrofobiques [18].

El recobriment del tensioactiu emmascara la fase estacionaria alquil-enllagada. Aixo
significa que un recobriment semblant faria que les fases estacionaries foren totes
completament semblants. S’ha utilitzat la ressonancia magnética nuclear en estat solid
per investigar 1’estructura de la capa de tensioactiu en columnes alquil i cianoenllagades
quan s’utilitzen fases mobils que contenen SDS o CTAB [19, 20]. En el cas de I’SDS, la
seua llarga cadena hidrofobica s’insereix en la capa organica enllacada a la columna,
amb el grup sulfat dirigit cap a la fase mobil (figura 1.1). Amb aix0, la fase estacionaria
queda carregada negativament, la qual cosa afecta la profunditat amb qué els soluts

s’introdueixen en la fase enllacada.

Al contrari, I’SDS s’adsorbeix en fases cianoenllagades, amb el grup sulfat orientat
cap al grup ciano de la capa organica enllagada, i la cadena hidrofobica projectada cap a
la fase mobil, creant pseudofases alquil-enllacades (figura 1.2). La menor carrega en la
superficie de les fases cianoenllagades modificades amb SDS, és la responsable de la

funcié més important de les interaccions solut-micel-la per als soluts carregats.
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Figura 1.1. Entorn del solut en un sistema cromatografic amb una
fase estacionaria octadecil (C18), i una fase mobil que conté el
tensioactiu anionic SDS. S’han representat els equilibris entre el
dissolvent, la micel-la i la fase estacionaria modificada pel tensioactiu.

Reproduit amb permis de la referéncia [17].
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Figura 1.2. Entorn del solut en un sistema cromatografic amb una
fase estacionaria cianopropil, i una fase mobil que conté el tensioactiu
anionic SDS. S’han representat els equilibris entre el dissolvent, la
micella i la fase estacionaria modificada pel tensioactiu. Reproduit

amb permis de la referéncia [17].
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b) Addicio d’un dissolvent organic a les fases mobils micellars

En RPLC, els dissolvents organics s’associen a la fase enllagada, canviant la seua
estructura 1 propietats. Les cadenes alquiliques d’1-propanol i les dels n-alcohols més
llargues penetren de forma intermolecular en les cadenes alquiliques de la fase enllacada
per formar una monocapa simple, adoptant una estructura semblant a la dels monomers
de tensioactiu en MLC (figura 1.1), amb el grup hidroxil orientat cap a la fase aquosa

[21].

Els dissolvents organics s’afegeixen a les fases mobils micel-lars per millorar les
eficacies dels pics cromatografics i reduir els temps de retencio dels soluts, donant lloc a
les denominades fases mobils micel-lars hibrides. La competéncia entre els alcohols i les
molécules del tensioactiu per les zones d’adsorcidé en la fase estacionaria, explica la
reduccid lineal de la quantitat de tensioactiu adsorbit en augmentar la concentracid
d’alcohol en la fase mobil. Les fases mobils que contenen grans quantitats de dissolvent

organic poden desorbir completament les molécules de tensioactiu de la fase enllacada.

¢) Us de fases estacionaries de porus gran

La debil forga eluent de les fases mobils micel-lars pures €s a causa de I’exclusio de
les micel-les dels porus, en els quals resideix quasi tota la fase estacionaria (> 99%) [22].
Tenint en compte que les micel-les excloses no tenen accés directe als soluts associats a
la fase estacionaria (excepte quan aquests es difonen en 1’exterior dels porus) [23], ni tan
sols una elevada concentracié de micel-les és suficient per eluir compostos amb moderat
o elevat caracter hidrofobic. En el cas de tensioactius no ionics que formen micel-les més
grans, els efectes esterics son la rad més probable per a I’exclusié micel-lar en farciments
de porus xicotet. Per la seua banda, en els tensioactius ionics, com SDS i CTAB, que
formen micel-les carregades més xicotetes, tant els efectes electrostatics com els esterics

son probablement els responsables de I’exclusié micel-lar: la carrega resultant en la
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superficie de la fase estacionaria dins dels porus dona lloc a un potencial semblant al de

Donnan que tendeix a repel-lir a les espécies dels porus.

A fi de determinar si les fases estacionaries de porus gran poden compensar la debil
forca eluent en MLC, s’han estudiat diverses fases estacionaries C8 i C18 amb un
grandaria de porus compresa entre 100 i 4000 A utilitzant fases mobils micel-lars que
contenien un tensioactiu no ionic (Brij-22), anionic (SDS), o cationic (bromur de
dodeciltrimetilamoni, dodecyl trimethyl ammonium bromide, DTAB) [22]. Cal
assenyalar que, a mesura que augmenta la grandaria dels porus, la seua superficie
especifica es redueix, i com a conseqiiéncia, el volum de la fase estacionaria enllagada
també disminueix. Per tant, utilitzant la mateixa fase mobil, la retencié d’un solut en una
columna de porus gran sera necessariament menor que en una altra columna d’idéntiques
caracteristiques pero de porus xicotet. Aixi, per obtenir una conclusi6 valida, els autors
van comparar la retencid de soluts de diversa naturalesa utilitzant fases mobils aquo-
organiques i fases mobils micel-lars, i van observar que les columnes de porus gran
permetien una penetracido més efica¢ de les micel-les en els porus, de manera que eren
capagos d’associar-se millor amb els soluts en la superficie interna de la fase
estacionaria, i eluir-los en menor temps, tenint en compte la inevitable disminucié de la

retencio en augmentar la grandaria de porus.

d) Supressio de Uactivitat dels grups silanol

La superficie de la silice porosa esta recoberta amb grups silanol (Si—OH), que
s’ionitzen a valors de pH > 8 (pKa = 9.8) [24], els quals son els responsables de la
polaritat de la silice. Es poden obtenir farciments menys polars derivatitzant els grups
silanol, encara que no tots ells es derivatitzaran. La interaccid de les especies carregades
positivament amb els silanols lliures, €s la principal causa de les baixes eficacies i de

I’aparici6 de pics asimetrics en la separacid de compostos basics amb columnes
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convencionals C8 i C18. Aquest efecte es pot evitar disminuint el pH de la fase mobil,

amb la qual cosa se suprimeix la ionitzaci6 dels grups silanol.

En MLC, I’efecte dels silanols es veu reduit per I’emmascarament de 1’SDS adsorbit,
en compte de per la desactivacié directa dels mateixos. Els compostos basics carregats
positivament interaccionen amb la capa de tensioactiu carregada negativament (procés
rapid), sense penetrar massa en la capa alquil-enllacada per interaccionar amb els
silanols emmascarats (procés lent), la qual cosa dona lloc a una millora en I’eficacia i a
I’eliminaci6 de les cues dels pics [25]. S’han publicat diversos treballs d’MLC utilitzant
columnes convencionals C18 1 SDS, on s’obtenen bons resultats en 1’analisi de diversos
grups de compostos basics, com ara -bloquejants [26], fenetilamines [27], tetraciclines

[28], 1 antidepressius triciclics [29].

No obstant aix0, els tensioactius cationics, com CTAB, no serien d’utilitat en
I’analisi de compostos basics, atés que una fraccio significativa dels grups amoni del
CTAB es trobe emmascarada per la capa CI18, la fase estacionaria esta carregada

positivament, 1 els compostos basics protronats seran repel-lits.

1.5. Cura de la columna cromatografica en MLC
1.5.1. Saturacio de la fase mobil

Tant les dissolucions micel-lars pures com les hibrides contenen elevades quantitats
d’aigua (generalment més del 90%, v/v), i tenen la capacitat de dissoldre xicotetes
quantitats de silice, la qual cosa pot danyar greument la columna. Aix0 €s especialment
critic a 30 °C i/0 a pH 6. Per aquest motiu, i a fi de saturar de silice de la columna, ha
d’utilitzar-se una precolumna de curta longitud farcida de silice (10 pm), o bé, amb el
mateix farciment que el de una columna analitica utilitzada. La precolumna se situa entre
la bomba i la valvula d’injeccié per amortir 1’augment de pressio del sistema

cromatografic.
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1.5.2. Condicionament de la columna

Una columna per us en I’'MLC, es conserva generalment en metanol. Abans del seu
condicionament, el dissolvent organic ha de ser substituit completament per aigua.
Aquesta operacio, es duu a terme al principi a un baix flux (< 0.5 mL/min) a causa de
I’alta viscositat de la mescla entre aigua i metanol, perd una vegada que la pressid
disminueix, el flux pot ser augmentat. Es necessiten diversos volums d’aigua per
assegurar la completa eliminacio del dissolvent organic, 1 una volta realitzada aquesta
operacid, el sistema cromatografic esta preparat per bombar la fase mobil micel-lar.
Diferents estudis sobre el recobriment de la columna han revelat que la majoria dels
tensioactius s’adsorbeixen en menys d’una hora sobre la fase estacionaria enllagada [8,

18].

1.5.3. Bombeig de la fase mobil

La fase mobil micel-lar ha de bombar-se de manera continua en el sistema
cromatografic. Si aquest es deté durant diverses hores, la dissolucié micel-lar no ha de
romandre en contacte amb la silice de la fase estacionaria per evitar la precipitacié del
tensioactiu. Una fase mobil micel-lar amb el flux detingut també pot originar cristalls al
voltant dels pistons de la bomba i dels seus segells. Aquests cristalls poden obstruir el
sistema cromatografic taponant els tubs connectors i frites, produir fallades en els
segells, o ratllar els pistons. Una fase mobil micel-lar pot mantenir-se en el sistema
cromatografic durant la nit si no es deté la bomba. Aix0 evita la neteja diaria 1 un nou
recondicionament. Per reduir els costos, la fase mobil es pot reciclar, baixant
considerablement el flux (sovint entre 0.1-0.25 mL/min). No obstant aix0, ha de tenir-se
en compte que en cas de fallada en la xarxa eléctrica, la columna pot danyar-se. La fase
mobil pot reciclar-se a causa del baix risc d’evaporacio dels dissolvents organics en les
fases micel-lars hibrides. Per la mateixa rad, també poden reciclar-se durant les analisis,

sempre que es realitzen un nombre reduit d’injeccions.
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1.5.4. Regeneracio de columnes en fase inversa recobertes amb un tensioactiu

Hi ha una certa preocupacié pel que fa a la desorcid del tensioactiu de la fase
estacionaria. Alguns autors afirmen que no €s possible eliminar la capa de tensioactiu
adsorbit 1 utilitzar posteriorment en aquesta mateixa columna una altra fase mobil de
diferent naturalesa (p.ex., aquo-organica o amb un altre tensioactiu). En aquest sentit,
s’ha publicat que una xicoteta quantitat d’SDS roman adsorbida en una columna
Hypersil C18 després de la seua neteja [30], mentre que altres autors han constatat la
completa eliminacid de la capa de tensioactiu [8, 31-33]. Per aquesta rad, es recomana
utilitzar una columna per al seu Us exclusiu amb un determinat tensioactiu. En general, la
regeneracio de la fase estacionaria pot dur-se a terme satisfactoriament amb metanol, en
que la majoria dels tensioactius son molt solubles [33]. El protocol de neteja consisteix

en dues etapes, la duracid total del qual és aproximadament de mitja hora:

(1) En primer lloc, la fase mobil micel-lar se substitueix per un 100% d’aigua pura,
netejant el sistema cromatografic amb 10 a 20 volums d’aigua pura. Aquest pas
¢€s necessari per evitar la cristal-litzacio de sals, que tindria lloc si es canviara

drasticament la fase mobil micel-lar tamponada per un 100% de metanol.

(i) A continuacid, I’aigua és reemplagada per un 100% de metanol per eliminar el
tensioactiu adsorbit en la fase estacionaria. Com ja es va indicar en I’apartat
1.5.2, s’ha de treballar inicialment a un flux menut per evitar canvis bruscs de
pressio en el sistema cromatografic. Per assegurar la completa desorcid del
tensioactiu, s’han de passar a través de la columna almenys 10 volums de

metanol.

Pot dur-se a terme una Ultima etapa per assegurar la completa recuperacio de la fase
estacionaria inicial. Aquesta consisteix a comprovar els temps de retencié d’una mescla
de soluts (seleccionats de forma arbitraria), utilitzant una fase mobil aquo-organica abans
1 després d’usar la fase mobil micel-lar. Aquest pas no és necessari si es porta a terme de

forma adequada el condicionament i la neteja de la columna. D’altra banda, no s’ha
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observat un menor temps de vida de les columnes utilitzades en MLC respecte a les
emprades en RPLC, pero si que s’ha constatat una disminucio6 de la seua eficacia a causa

del seu envelliment.

1.6. Interaccions solut-micel‘la i solut-fase estacionaria

Les possibilitats uniques que ofereixen les fases mobils micel-lars s’atribueixen a la
capacitat de les micel-les de compartimentar i organitzar de forma selectiva, els soluts a
nivell molecular. No obstant aix0, 1’associacioé dels monomers de tensioactiu amb la fase
estacionaria té importants connotacions pel que fa a la retenci6 1 a la selectivitat. El
comportament cromatografic en RPLC d’un solut eluit amb una fase mobil que conté un
tensioactiu en una concentracio superior a la CMC, es pot explicar tenint en compte tres
fases: la fase estacionaria, el dissolvent i la pseudofase micel-lar. La figura 1.1 representa
el model de les tres fases. Els soluts se separen basant-se en el seu diferent repartiment
entre el dissolvent i les micel-les de la fase mobil o entre el solut i el tensioactiu que
recobreix la fase estacionaria. Per a les especies no solubles en aigua, el repartiment pot
ocorrer també¢ a través de transferéncia directa dels soluts entre la pseudofase micel-lar i

la fase estacionaria modificada (figura 1.3).

Els equilibris de repartiment en MLC es poden descriure mitjangant tres coeficients:
Pws (repartiment entre el medi aquos i la fase estacionaria), Pwy (repartiment entre el
medi aquos i les micel-les), i Pys (repartiment entre les micel-les i la fase estacionaria).
Els coeficients Pws i Pwy expliquen ’afinitat del solut per la fase estacionaria i les
micel-les, respectivament, i tenen efectes oposats sobre la retencio dels soluts: la retencio
augmenta amb el valor de Pws, mentre que disminueix quan Py, augmenta a causa

d’una associacid més forta amb les micel-les.
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Figura 1.3. Transferéncia directa de soluts altament hidrofobics entre
les micelles i la fase estacionaria modificada pel tensioactiu.

Reproduit amb permis de la referéncia [17].
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1.6.1. Naturalesa de les interaccions

El comportament de retencid depén de les interaccions que s’estableixen d’una
banda entre el solut i la fase estacionaria modificada pel tensioactiu, i d’una altra, entre
el solut i les micel-les. Tant els soluts neutres que elueixen amb tensioactius no ionics 1
ionics, com els soluts carregats que elueixen amb tensioactius no ionics, només estan
afectats per interaccions apolar, dipol-dipol 1 donador/acceptor de protons [34]. A més
d’aquestes interaccions, els soluts carregats interaccionen electrostaticament amb els
tensioactius i0nics (és a dir, amb la capa carregada de tensioactiu de la fase estacionaria i
la capa exterior de les micel-les carregades). D’altra banda, el factor estéric també ha de

tenir-se en compte.

En el cas de tensioactius ionics, es poden donar dues situacions en funcid de les
carregues del solut i tensioactiu: repulsid o atraccid (tant per part de la fase estacionaria
modificada pel tensioactiu, com de les micel-les). En el cas de la repulsio electrostatica,
els soluts carregats no son retinguts per la fase estacionaria i elueixen en el temps mort,
llevat que existisca una interaccid hidrofobica significativa amb la capa enllagcada
modificada. Al contrari, la combinacié d’atraccions electrostatiques i interaccions
hidrofobiques amb la fase estacionaria modificada pot donar lloc a elevades retencions
en ’MLC. Aixi doncs, es poden resoldre mescles de soluts polars i no polars, sempre

que es trie el tensioactiu adequat.

1.6.2. Soluts enllacants, no enllacants i antienllacants

La funci6 de la pseudofase micel-lar en MLC ha sigut comparada amb la del
modificador organic en RPLC classica, ja que per a la majoria dels soluts un augment en
la concentraci6 del tensioactiu en la fase mobil produeix una disminucié de la retencio.
Aix0 contrasta amb el que ocorre en IPC, on 1’addicié d’un tensioactiu i0nic augmenta la

retencio dels soluts a causa de la seua atraccid electrostatica amb la fase estacionaria
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modificada. Tanmateix, cal assenyalar que en MLC, la forca eluent augmenta amb la

concentracid del tensioactiu només si €l solut interacciona amb les micel-les.

Els soluts es classifiquen en tres categories, segons el seu comportament d’elucio en
una fase mobil micel-lar: soluts enllangats a les micel-les, no enllangats i antienllagants
[35]. En el cas dels soluts que s’associen o enllacen a les micel-les, la seua retencio
disminueix quan augmenta la concentraci6 de les micel-les en la fase mobil. Per als
soluts que no s’associen a les micel-les, la retencid pot romandre inalterada quan es
modifica la concentracid micel-lar (no enllagant), o augmentar en incrementar la mateixa
(antienllacant). El comportament més freqiient és 1’enllagant a les micel-les, mentre que

I’antienllacant és poc comu.

La repulsio electrostatica és important en el comportament antienllagant, ja que la
carrega dels soluts antienllagants en presencia de tensioactius anionics o cationics €s
negativa o positiva, respectivament. Mai s’ha observat el comportament antienllagant
entre un solut carregat i un tensioactiu de carrega oposada. No obstant aixo, els
compostos carregats positivament eluits amb tensioactius cationics, i els carregats
negativament eluits amb tensioactius anionics, poden mostrar un comportament enllagant

a causa de les interaccions hidrofobiques.

El comportament antienllacant no s’ha constatat en fases estacionaries de C8 o C18
modificades per 1’adsorcid de tensioactius ionics, ja que la repulsio entre els soluts i la
capa de tensioactiu carregada que recobreix la fase estacionaria tendeix a eluir-los prop
del temps mort. Al contrari, si que s’observa un comportament antienllagant quan
s’utilitzen fases estacionaries que no adsorbeixen grans quantitats de tensioactiu (p.ex.,
Cl1), o fases enllacades ciano (on la carrega del tensioactiu esta oculta prop de la fase
enllagada, figura 1.2). Segons pareix, aixo es deu al fet que els compostos son fortament
exclosos o repel-lits per les micel-les, la qual cosa forga al solut a anar cap a la fase

estacionaria, on €s retingut a causa de les interaccions hidrofobiques.
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El fet que la forga ionica siga capa¢ de modificar el comportament dels soluts
d’antienllagants a enllacants, prova la naturalesa electrostatica de les interaccions
implicades. Aixi, en abséncia de sals, el blau de bromofenol elueix amb SDS en una
columna cianopropil comportant-se com un compost anti-enllangant, mentre que en
preséncia de tan sols 0.02 M NaCl pareix comportar-se com un compost no enllangant, i
en una concentracié de sal lleugerament més alta, s’enllaga fortament a les micel-les
d’SDS [36]. Tanmateix, pareix que per a la transicié de solut antienllagant a no enllacant,
1, posteriorment a enllagant, 1’hidrofobicitat del solut carregat ha de ser prou alta per
associar-se amb la part no polar de la micel‘la, una vegada que la repulsio electrostatica

s’haja minimitzat per addicié d’una sal.

1.7. Descripcio del comportament de retenci6 en fases mobils micel-lars

La majoria dels procediments descrits per a la determinacié de compostos en MLC
fan us de fases mobils micel-lars que contenen un dissolvent organic, generalment un
alcohol de cadena curta o acetonitril. Aquests modificadors augmenten la forga d’elucio,
1 moltes vegades milloren la forma dels pics cromatografics. Els dissolvents organics
solvaten la fase estacionaria i redueixen la quantitat de tensioactiu adsorbit, sent aquest
efecte major en augmentar la concentraci6 i 1’hidrofobicitat d’aquestos. La seleccio del
pH en la fase mobil és també sovint molt important per a la resolucio de mescles
complexes, a causa de les reaccions secundaries acid-base de molts soluts. Altres

variables a considerar son la temperatura i la forga ionica.

El cromatografista ha d’obtenir la fase mobil optima que permeta la separacié d’una
mescla de compostos en el menor temps possible. Aquesta tasca pot ser molt dificil quan
en el procés d’optimitzacio estan implicades dues o més variables. L’optimitzacio de la
composicid de la fase mobil pot dur-se a terme de forma seqiiencial o interpretativa. En
una estrateégia seqiiencial, es desconeix el comportament de retencid dels soluts i cada

conjunt d’experiments es dissenya tenint en compte els resultats obtinguts anteriorment.
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En canvi, en una estratégia interpretativa, els experiments es dissenyen abans de
desenvolupar el procés d’optimitzacid, i els resultats s’usen per ajustar equacions d’un
model que permeta la prediccio de la retencid de cada solut, 1 la condicié de separacid
optima, per la qual cosa aquesta estratégia pot ser molt més eficag i fiable. No obstant
aixo, I's d’una estratégia seqiiencial no és adequat quan hi ha diversos optims de
resolucio locals (com ocorre en cromatografia), i pot no conduir a la fase mobil optima

verdadera.

La necessitat d’un disseny experimental adequat és especialment important en
sistemes de cromatografia liquida per a 1’analisi simultania de compostos i0nics 1 no
ionics, com I'MLC, on s’han de controlar diverses variables (p.ex., el tipus i la
concentraci6 de tensioactiu i dissolvent organic, pH, temperatura, i forga ionica).
L’estrategia de desenvolupament d’un meétode ha de proporcionar una resposta al
cromatografista sobre quines variables han d’utilitzar-se i com configurar els

experiments inicials per trobar d’una manera eficag, 1’espai adequat de les variables.

El procés de separaci6 en un sistema de cromatografia liquida micel-lar requereix un
enfocament estructurat en el desenvolupament d’aplicacions practiques. Allo ideal seria
que la resolucié de mescles complexes s’efectuara i optimitzara en poc de temps, i amb

el menor consum de reactius.

1.7.1. Models empirics

La retencid pot ser modelitzada en una fase mobil micel-lar hibrida fent s d’un
procediment que utilitza les dades de retencié obtingudes en només cinc fases mobils
[37]: quatre d’elles es troben situades en els vértexs d’un espai de variables
bidimensional, definit per les concentracions de tensioactiu i modificador, i la cinquena
en el seu centre. Les dades cromatografiques (factor de retencid, eficacia i factor
d’asimetria) s’utilitzen per ajustar algunes equacions. La taula 1.2 resumeix els models

més freqiientment emprats per a la descripcié del comportament de retencio.
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Taula 1.2. Models empirics 1 mecanicistes utilitzats en MLC.
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“ k és el factor de retencid per a una determinada composicié de fase mobil; [M] és la
concentracié de tensioactiu formant micel-les (concentracié total de tensioactiu menys la
concentracié micel-lar critica, CMC): ¢ és la fraccié volumétrica de dissolvent organic; cy, ci,

¢y, C3, €11 SON els coeficients d’ajust.

® Kys és el producte del coeficient de repartiment solut (A)-fase estacionaria (S) per la relaci6 de
fases, 1 Ky la constant d’associacio solut-micel-la (M); Kap (Kap1, Kapz2), Kvp (Kmp1, Kvp2), 1
Ksp mesuren la variaci6 relativa de la concentracié del solut en 1’aigua, la micel-la, i la fase
estacionaria, respectivament, en preséncia del modificador, prenent com a referéncia la
dissoluci6 micel-lar pura; Kxp, correspon a una variacio hiperbolica quadratica en Kus 1 Kam

amb o.
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Les equacions 1.1 — 1.5 corresponen a models empirics. L’equacié 1.1 estableix que
la retencid dels soluts esta relacionada linealment amb les variables de la fase mobil en
una regi6 determinada, i s’ajusta a una funcid lineal logaritmica, pero les prediccions
obtingudes amb aquesta equacié no son prou precises. S’ha demostrat en nombrosos
treballs que la retencid en fases mobils micel-lars que contenen una quantitat fixa de
dissolvent organic, o en abséncia d’aquest, es descriu mitjangant una relaci6é hiperbolica
(equacio 1.2) [38]. S’utilitza 1’equacié 1.3 per modelitzar la retencié d’un solut a
diferents concentracions de tensioactiu i modificador [39], la qual ha proporcionat
resultats exactes per a xicotets intervals de concentracions de tensioactiu i modificador
organic. Aix0 no obstant, en dominis més amplis ha de considerar-se la interaccid entre

ambdos factors, [M] i ¢.

D’acord amb aix0, s’ha estudiat la capacitat d’una série d’equacions empiriques per
descriure el comportament de retenci6 utilitzant qualsevol concentracié de tensioactiu i
dissolvent organic en la fase mobil [40—42]. Es van considerar diversos models on log k&
o 1/k se van relacionar amb la concentracié micel-lar 1 la fraccid volumeétrica del
modificador organic. Els models logaritmics van conduir generalment a pitjors resultats.
L’equacio 1.4 és la més senzilla que va donar lloc a bones prediccions per a compostos
polars i moderadament polars, com ara aminoacids, sulfamides, B-bloquejants i diiirétics.
Aquesta equacid origina representacions lineals d’1/k vs. ¢, a concentracions fixes del
tensioactiu. Tanmateix, per als compostos altament hidrofobics, com ara els esteroides o
els hidrocarburs aromatics policiclics, les representacions no son lineals, 1 ha d’afegir-se
un altre terme per aconseguir descripcions més exactes (equacio 1.5). Els parametres en
les equacions 1.4 i 1.5 s’obtenen ajustant les dades de retencid d’acord amb dissenys
experimentals amb un minim de quatre i cinc fases mobils, respectivament. No obstant
aixo0, ha de realitzar-se almenys una mesura addicional per comprovar 1’exactitud dels

ajustos.
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1.7.2. Models mecanicistes

Mg¢s tard, els parametres dels models empirics en MLC es van relacionar amb
constants quimicofisiques, que descriuen les interaccions dels soluts amb els tres entorns
implicats en les fases mobils micel-lars: la fase aquosa, les micel-les, i, la fase
estacionaria. Aquests models han proporcionat una major comprensié del mecanisme de

retencio en els sistemes micel-lars.

Els models mecanicistes es basen en I’equacid classica proposta per a les fases
mobils micel-lars a una fraccié volumetrica fixa del modificador organic (equacid 1.2)
[38]. Aquesta equaci6 pot escriure’s com 1’equacio6 1.6, la qual relaciona la retencié d’un

solut amb la concentracid dels monomers del tensioactiu en forma de micel-les.

Per a fases mobils micel-lars hibrides, 1’equacio 1.4 es pot expressar com 1’equacio
1.7, mentre que 1’equacié 1.5 dona lloc a 1’equacio 1.8 [43], la qual cosa indica una
dependéncia excessiva de la retenci6 respecte a la concentraci6é de dissolvent organic, i
pot originar errors considerables quan s’extrapola a una regi6 amb elevada concentraciod

d’aquest.

Aixi, per a soluts altament hidrofobics es va proposar un model alternatiu (equacid
1.9), on es té en compte el canvi addicional que es produeix en la concentracio del solut
associat amb la fase estacionaria, en preséncia del modificador [43]. En I’equacid 1.9, les
constants Kyp 1 Kap expliquen el desplagament de 1’equilibri entre aigua-micel-la,
mentre que Kgp 1 Kxs descriuen la modificacié de 1’equilibri entre la fase estacionaria-
aigua. Aquests canvis son causats per la disminucidé de la polaritat de 1’aigua, 1 la
modificacié de les interaccions del solut amb les micel-les i la fase estacionaria, quan
s’addiciona un modificador. Aquesta equacio descriu de forma exacta la retencié dels
soluts en un ampli interval de polaritats, quan s’elueixen amb fases mobils hibrides
d’SDS i alcohol (propanol, butanol o pentanol) [44], mentre que si s’utilitza acetonitril 1

tetrahidrofura [44, 45], ’equaci6 1.10 s’adapta millor.
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1.7.3. Modelitzacio dels perfils de pic

El major inconvenient de ’'MLC continuen sent els baixos valors d’eficacia que
s’obtenen, i que sOn causats per la resisténcia a la transferéncia de massa en els
processos relacionats amb les micel-les i1 la fase estacionaria modificada pel tensioactiu.
Aix0 és especialment important, ja que 1’augment de la concentracié micel-lar causa una
disminuci6 en el nombre de plats teorics, la qual cosa dona lloc a una eficacia variable en
I’espai de variables bidimensional definit per les concentracions de tensioactiu i
modificador organic. Per tant, és molt important incloure la forma que s’espera obtenir
dels pics cromatografics en les equacions del procés de modelitzacio per garantir la seua
qualitat. La complexitat del procés cromatografic no permet 1’s d’equacions senzilles
per descriure els perfils dels pics. Les millors prediccions del perfil de pic s’obtenen
utilitzant una equaci6 gaussiana, on la desviacié estandard depén polinomialment de la

distancia al temps del pic (model gaussia polinomialment modificat) [46]:

—0.5[ e ]2
h(t) — Hoe Sot+sy (t—=tg)+s, (t—=tg) +... (111)
on A(t) és el senyal predit al temps ¢, Hy I’altura maxima del pic, # el temps de retencio,
mentre que els coeficients s; es relacionen amb 1’amplaria i asimetria del pic
cromatografic. Per a un solut i fase mobil donades, idealment, 7z 1 s; son invariables,
mentre que Hy depeén de la concentracid. S’obtenen millors descripcions dels perfils de
pic si s’incrementa el grau del polinomi, encara que disminueix ’aplicacid practica del
model. En general, s’obtenen bons resultats per a pics molt asimétrics (B/4 > 2.5),
independentment que la deformacié es presente en la cua o front del pic, i a més, els pics
modelitzats permeten realitzar millors estimacions de les eficacies i factors d’asimetria

que els obtinguts a partir de la mesura directa dels senyals cromatografics.
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1.7.4. Estratégies per a la mesura de la resolucio de pics

La simulaci6 de cromatogrames requereix predir la retencio dels pics cromatografics
1 el seu perfil amb la major exactitud possible. L’optimitzaci6 assistida per ordinador
intenta mimetitzar la metodologia seguida per un cromatografista experimentat, en un
temps inferior i amb menor esfor¢. Existeix en el mercat un programa informatic per
ajudar al cromatografista en la seleccido de la composicido de la fase mobil Optima en
MLC [47]. Aquest programa realitza la predicci6 rapida de cromatogrames, i possibilita
I’observacio dels canvis que es produeixen en simular variacions en la composicié de la
fase mobil. La seleccio de la composicié optima de la fase mobil pot dur-se a terme a

partir de I’observacié de les superficies de resolucio o del simulador de cromatogrames.

S’han proposat diferents mesures de diversa complexitat per indicar el rendiment
cromatografic [1]. Els criteris d’optimitzaci6 basats en el calcul d’una mesura de la
resolucio individual o elemental, 7;, per al pic o parell de pics pitjor resolts, son molt

utilitzats en la practica cromatografica, a causa de la seua simplicitat:

R,=MIN(r) 1<i<p (1.12)

on p és el nombre de pics o parell de pics, i Rg resolucio global.

Aquest criteri €s raonable, perd unicament considera la resolucid d’uns pocs
compostos, sent insensible a la resta. En molts casos, es pot millorar la resolucid

d’aquests ultims, sense que a penes es modifique la del compost pitjor resolt.

El producte de les resolucions de pic soluciona aquest inconvenient, ja que optimitza
la resolucid de tots els pics en el cromatograma. Convencionalment s’aplica el producte
normalitzat per la mitjana (equacié 1.13). Aquest tractament normalitza la resolucio,
utilitzant la mitjana de les resolucions individuals (r;) de tots els pics en el
cromatograma, en compte dels valors extrems. La taula 1.3 mostra les equacions de les

funcions de resolucio global i les dels criteris elementals de resolucio.
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El producte no normalitzat (equacio 1.14) pareix una alternativa millor, encara
que només pot utilitzar-se amb mesures de resolucid intrinsecament normalitzades.
Aquest producte varia entre 0 (solapament total entre almenys dos pics) i 1 (resolucio
completa per a cada pic del cromatograma). La proximitat de Rs a la unitat €s una

mesura de la qualitat de la separacio.

Després de la seleccio de la funcio de la resolucio global, s’ha de triar el criteri
adequat de resolucié elemental (taula 1.3). Alguns criteris s’han basat en mesures
elementals convencionals, com la selectivitat modificada (equacio 1.15), les mesures de

vall-pic (equaci6 1.16), i la mesura de les fraccions solapades (equacio 1.17) [1].

En el criteri vall-pic, el vall es pot mesurar en el temps que proporciona la major
distancia possible, mesurada ortogonalment. Si s’observa la vall d’aquesta forma, aquest

punt es pot determinar, fins i tot quan hi haja un solapament important.

El criteri de les fraccions solapades considera no sols la posicio dels pics, sind també
els seus perfils. A més, ailla les contribucions de cada component en una mescla,
associant un valor a cada pic individual, que no es veu afectat per la identitat dels pics
veins, i finalment, la normalitzaci6 intrinseca facilita la comprensio de la informacio

obtinguda en el procés d’optimitzacio.
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Taula 1.3. Funcions de resolucido global i criteris de resolucio

elemental utilitzats en cromatografia liquida micel-lar.

Funci6 de resolucio
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ki 1 kiv1 (ki1 > k) son els factors de retencio de dos
pics contigus, 1 a; i+ és la selectivitat; s, representa
I’altura del senyal a un temps especific que descriu
la situacié de la vall, i /4, una altura interpolada,
mesurada a aquest temps, des de la linia base a la
linia obtinguda en unir els maxims dels dos pics
veins; 0;” és I’area davall un pic donat solapada pel
cromatograma format per la resta de pics, i 0;
’area total d’aquest pic.
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1.8. Cromatografia liquida submicel-lar

Recentment s’han descrit dos modes de cromatografia micel-lar depenent de les
concentracions de tensioactiu (SDS) 1 dissolvent organic [48-50], cada un amb

caracteristiques particulars.

Cromatografia submicel-lar baixa

En aquest mode cromatografic, la fase estacionaria es recobreix amb SDS, adquirint
aixi una carrega negativa. Els soluts cationics poden interaccionar hidrofobicament amb
la part de la capa alquil-enllacada que no ha sigut recoberta pel tensioactiu, o mitjancant
atraccid electrostatica amb els monomers del tensioactiu adsorbit. Mentre que la
quantitat adsorbida de tensioactiu no assoleix la capacitat maxima de la columna, la capa
de tensioactiu en la fase estacionaria augmenta amb la seua concentracid en la fase

mobil. Aixo incrementa els temps de retencio.

En condicions submicel-lars de baixa concentracido de tensioactiu, el nombre de
molecules lliures d’aquest en la fase mobil €s insignificant. Aixo indica que predominara
un mecanisme de retenci6 d’intercanvi ionic, mentre que sera practicament inexistent la
formacio de parells idonics amb el tensioactiu en la fase mobil. L’addicié d’un dissolvent
organic a la fase mobil augmenta, d’una banda, la seua for¢a eluent com a conseqiiéncia
de la disminuci6 de la polaritat de fase mobil, i d’una altra, la competéncia entre les
molecules del dissolvent organic i les del tensioactiu pels punts d’adsorcio. Aixo redueix

la quantitat de tensioactiu adsorbit en la fase estacionaria.

Cromatografia submicel-lar alta

En aquest cas, el tensioactiu esta en una la concentraci6é suficient perqué es formen
micel-les en el medi aquoés, mentre que el contingut del dissolvent organic €s alt. No

obstant aix0, en aquestes condicions s’evita la formaci6 de micel-les. Per tant, en la fase
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mobil només hi ha els monomers de tensioactiu, que es troben dissolts en el medi aquo-
organic. El mecanisme de retencio predominant en aquesta zona depén de la quantitat de
tensioactiu que ha sigut desorbit de la fase alquil-enllagada pel dissolvent organic, aixi
com de Dl’existencia de micel-les. Mentre que una certa quantitat de tensioactiu es
mantinga adsorbida, i existisquen micel-les, el mecanisme de retenci6 sera el mateix que
en el mode micellar. Quan les micel-les es disgreguen, s’aconsegueixen condicions
submicel-lars on les interaccions entre els parells idnics amb els monomers de tensioactiu

en la fase mobil, substituiran a les interaccions amb les micelles.

1.9. Conclusions

L’addicié d’un tensioactiu a la fase mobil en RPLC, canvia el comportament
cromatografic respecte a les fases aquo-organiques. En IPC, on s’utilitza una quantitat
deliberadament baixa d’un tensioactiu ionic (per davall de la seua CMC), la fase
estacionaria esta modificada per 1’adsorcié de monomers de tensioactiu, la qual cosa
dona lloc a un augment de la retencid dels soluts amb una carrega oposada a la del
tensioactiu. En MLC, s’utilitzen tensioactius tant neutres com carregats, en una
concentracio superior a la seua CMC, la qual cosa t¢ implicacions importants tant en la
fase mobil com en I’estacionaria. Aquesta tltima es veu modificada, pero ara 1’adsorcid
aconsegueix la saturacid, o mostra canvis relativament xicotets amb la composicié de la
fase mobil. D’aquesta manera, s’obt¢ una fase estacionaria estable (en un procés
reversible), amb caracteristiques substancialment diferents de les de la fase enllacada
subjacent, la qual cosa té un profund impacte en les interaccions del solut. També ¢és
important el fet que a concentracions superiors a la CMC, els monomers de tensioactiu
s’agreguen per formar micel-les, mostrant propietats particulars de solubilitzacid
notablement diferents de les de les fases aquo-organiques. Els soluts altament
hidrofobics es desorbeixen facilment de la fase estacionaria espentats per les micel-les.
Aquesta ¢€s la rad de “I’efecte gradient” en MLC quan s’augmenta la concentracio de

tensioactiu en condicions isocratiques.
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Mentre es mantinga la integritat de les micel-les, I’addici6 d’un dissolvent organic no
donara lloc a un sistema aquo-organic, encara que en els sistemes hibrids les interaccions
entre els soluts i les micel-les siguen més debils, 1 la fase estacionaria siga més semblant
a la d’RPLC classica. En tot cas, la presencia d’un tensioactiu associat bé a la fase
estacionaria, o bé a la fase mobil en RPLC, implica un canvi en els mecanismes de

retencio, que afecta la retencid i la selectivitat.

La varietat d’interaccions que tenen lloc en MLC, no existeix en cap fase mobil
homogenia aquo-organica. A causa de la naturalesa anfifilica dels tensioactius, els soluts
poden associar-se tant amb les micel-les com amb el tensioactiu que recobreix la fase
estacionaria mitjangant una combinacio d’interaccions electrostatiques, hidrofobiques i
estériques. Per aquesta rad, les fases mobils micel-lars son compatibles amb una amplia
varietat de soluts (des d’i0nics a insolubles en aigua). El principal punt fort de ’'MLC
resideix precisament en la seua capacitat de desenvolupar i controlar la separacio de
mescles de soluts cationics, anionics, i polars i no polars sense carrega, mitjancant elucié

1socratica.

Els tensioactius no idnics possibiliten canvis interessants en la polaritat de la fase
estacionaria. Aixi, s’ha constatat que les fases mobils de Brij-35 en RPLC permeten
simular in vitro, el procés de repartiment en biomembranes millor que I’'RPLC classica
[51]. Tanmateix, en aplicacions analitiques, es prefereixen els tensioactius ionics, en
especial 1’anidonic SDS [2]. Aquest tensioactiu és de facil disponibilitat, i té efectes
interessants en soluts acids, ja que es tornen més débils (p.ex., augmenta la regio de
predomini de les espécies neutres), i en compostos basics, la retencio del quals augmenta
apreciablement a causa de 1’atraccidé de I’espécie carregada positivament cap a la fase
estacionaria. A més, s’elimina la cua del pic cromatografic a causa de I’emmascarament

efectiu dels grups silanol.
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Protocols de validacio per a metodes analitics

2.1. Resum

La validacié és un requisit important en l'analeimic. No obstant aixo, la
conscienciacié sobre la seua importancia pareipa rellevancia entre els quimics
analitics. Es plantegen diverses glestions respéaited: per que i quan ha de fer-se?,
gue és el que cal fer exactament? Encara que bibllagrafia poden trobar-se prou
indicacions i consells sobre validacio, aquesteefseixen a métodes concrets, i ben
sovint estan infrautilitzades. Alguns analistessideren la validacié de métodes com
guelcom que només pot fer-se en col-laboracié dindsdaboratoris i per tant no la
duen a terme. La comprensio de I'analista sobkalidacio de metodes es veu inhibida
pel fet que molts dels termes tecnics utilitzatelsrprocessos d’avaluacio dels metodes
varien en els diferents sectors de la mesura emaalfant pel que fa al seu significat com
a la forma en qué es determinen. La validacio €aph un protocol definit, per a la
determinacié d’'un analit especific i en un rangcdacentracions per a un determinat
tipus d'assaig, i s'utilitza per a un proposit esfie. En general, la validacio ha de
verificar que el metode funcione adequadament éreltsang de concentracions de
I'analit a qué s’aplica. Aixi, aquestes caractayists, junt amb una descripcié d’aquells
criteris necessaris per assolir 'objectiu plartejaauran de quedar perfectament
definides abans de la validaci6. En aquest capqgbretén revisar de forma global la
necessitat dels processos de validacié quan eawi#dgpa un métode analitic, aixi com

els criteris que han de seguir-se per aconseguitags de qualitat.
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2.2. Objectiu de la validacio

Hui en dia els laboratoris han de demostrar que selss metodes analitics
proporcionen resultats fiables i adequats per #ndditat i proposit perseguits, ja que
moltes de les decisions que es prenen estan basadasnformacio que proporcionen
aquestes dades. La validacio de meétodes, junt dirds activitats englobades en el

control de la qualitat, permet demostrar la fiadild’aquestos resultats.

L’objectiu de la validacié és comprovar I'aptitudisl metodes, aixi com la capacitat
del personal i del laboratori on se porten a termse recolza en els parametres
estadistics del procediment. El laboratori ha ddicoar que pot aplicar correctament,
per exemple, un meéetode normalitzat previ al seeniassajos o calibratges. Qualsevol

variacio en el metode normalitzat implica la regiétd’aquesta confirmacio.

En el cas de metodologies d’'assaig o de calib@d¢genvolupades per un laboratori,
els métodes han de ser adequats i totalment vakdiains del seu Us. Els procediments i

I'abast de la validacié no s6n sempre els matdikas de ser establits individualment.

2.3. Bones practiques de laboratori

Per validar un métode analitic es requereix engritoc un entorn de treball que
garantisca la seguretat dels resultats que es vagsdsienir. La consecucio d’aquesta

garantia de qualitat requereix treballar d’acordbames pautes correctes.

El concepte bones practiques de laboratori, BPltarnbé GLP (sigles del seu
corresponent en anglégood laboratory practice és un conjunt de regles, de
procediments operacionals i practiques establidgsromulgades per determinats
organismes que es consideren de compliment obtigpgy assegurar la qualitat i
integritat de les dades produides en determinpts td’investigacions o estudis. En
altres paraules, les normes BPL fan referenciargdhitzacio i condicions de treball en

gue els laboratoris planifiquen, desenvolupen, todtien i registren els seus assajos.
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Els laboratoris d’'l+D (investigacié i desenvolupar)eespecialitzats en estudis no
clinics destinats al registre de medicaments (deicdtpgia, farmacologia,
farmacocinética, entre altres) van ser els priraggstablir les BPL [1]. Aquestes normes
van sorgir per evitar deficiencies com ara expentsiesense protocols previs, dades i
resultats no supervisats o tracables, instrumergadtius en condicions inacceptables,
mostres no representatives o personal no qualifexatre altres. Enfront d’aquestes
deficiéncies, les BPL preconitzaven un sistemaicatifde treball i de gestio que
permetera establir comparacions entre diferentsrdabris, intercanviar informacio,

I'acceptacié mutua de resultats i la resolucio a#lctes.

Les primeres BPL van ser les dels Estats Units919,1i en l'actualitat s’apliquen
de forma general en tots els laboratoris d’l+D emesalitzen estudis sobre medicaments,
cosmetics, additius alimentaris, plaguicides i patds quimics en general quan afecten
a temes de salut humana, animal o medi ambientspaiiya, les BPL estan regulades
per Reials decrets, 822/1993 del 18 de maig i 4BAM®94 del 14 d’octubre, i annexos a
aguestos Reials decrets.

A Europa, a mitjan decada dels setanta, I'Orgacidzper a la Cooperaci6 i el
Desenvolupament Economics, OCDBrganisation for Economic Cooperation and
Development OECD) i I'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMSYorld Health
Organization, WHQ® van comencar a impulsar I'aplicacié de les BPkdramericanes
arran de les malformacions congenites que va pradualidomida, i en paral-lel van
sorgir altres normes europees, com les ISO 900@aftitzacid Internacional de

Normalitzacid,International Organisation for Standardizatipf2].

S’ha aconseguit el consens, a escala mundial, $abportant paper que exerceix
'assegurament de la qualitat ja siga mitjancaaplicacié de les BPL o de la norma
ISO/IEC 17025:2005 (IEC: Comissié Electrotécnicatetnacional, International
Electrotechnical Commissipn[3]. La filosofia de les BPL s’ha estes a laborst
d’assaig dels sectors quimic i agroalimentari,eeattres, i a laboratoris de control de

gualitat de la industria farmaceutica i biosan#ari
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Els principis de les BPL van ser adoptats per I'G&GEh 1981 i revisats en 1997, i
contenen les normes recomanades per dur a ternvespper a una amplia varietat
d’estudis realitzats amb proposits reglamentarialties fins relacionats amb una

avaluacio.
Els principis de les BPL de 'OCDE son:

* Promoure la qualitat de les dades dels estudis.

» Comparar la qualitat d'aquestes dades com a baise|f@Eceptacidé matua entre
paisos.

» Evitar en la mesura que siga possible la duplicd@étudis, amb el conseglent
estalvi de temps i recursos, si cada pais pot @omfh les dades d’estudis
desenvolupats en altres paisos.

» Contribuir a evitar que sorgisquen obstacles té&cper al comerg, i a continuar

millorant la proteccié de la salut.
Les arees de treball a que sén aplicables les sdBfk son les seguents:

« Organitzaci6 i personal del laboratori.

« Instal-lacions.

« Atencio, allotiament i confinament dels elementditzats en els sistemes
experimentals biologics.

« Aparells, materials, reactius i especimens.

« Sistemes experimentals.

« Productes de referencia i mostres d’assaig.

« Documentacio.

« Arxius: emmagatzemament i conservacio de registres.

 Verificacio d’estudis.

+ Realitzacio d’'inspeccions.
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2.4. Validacié de metodes

El terme validacio ha sigut definit en la bibliofigade diverses maneres i per
nombrosos autors. Encara que els termes donatlifeéents, el seu significat €s sempre

el mateix: a) especificar i implementar, b) aprova) documentar.

L'1ISO 8402:1994 [4] defineix el terme validacid cola confirmacié per mitja
d’examen i l'aportacié d’evidéncies objectives deeges compleixen els requisits

particulars per a un Us especific proposat.

La validaci6 de metodes pot interpretar-se comretégs que defineix un requisit
analitic, i confirma que el métode en questidé prsain potencial d’acord amb els
requisits de I'aplicacio. Per tant, sera necessaiuar I'aptitud del potencial del métode
[5]. En el procés de validacio queda implicit qleeestudis realitzats per determinar la
fiabilitat dels parametres del méetode s’han de aurerme utilitzant un equip que
complisca amb les especificacions establides, dmecicorrectament i estiga calibrat
adequadament. Aixi mateix, I'analista que realélzeestudis ha de ser competent en el
camp de treball objecte d’estudi i tenir suficiemneixements per poder prendre

decisions adequades a partir de les observacializaeles durant els estudis.

Es considera que la validaci6 del métode esta tastemt vinculada al seu
desenvolupament; de fet, normalment no és posddilerminar amb exactitud en quin
punt acaba el desenvolupament del metode i comingaua validacié. Molts dels
parametres del métode que s’associen amb la viélidaten avaluar-se, almenys de

forma aproximada, durant el seu desenvolupament.

En quimica analitica, el terme validacio també ilfze en el context de la
instrumentacio, per descriure el procés mitjanghmual s’estableix que un instrument
pot en un moment donat funcionar d’acord amb lee@Bcacions de disseny. Aquest
procés podria aconseguir-se, per exemple, per ndigja calibratge o control del

funcionament de l'instrument.
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Segons la norma ISO/IEC 17025:2005 [3], els lalooimthan de validar tots els
meétodes que utilitzen, tant els desenvolupats lfemateixos com aquells procedents de
fonts bibliografiques o desenvolupats per altré®datoris. A més, el laboratori també
ha de validar els métodes de referencia encaraeguagquest cas, no és necessari que es
realitze una validacié completa. Aixi mateix, haw#didar-se tot procediment analitic
tenint en compte linterval de concentracions ind&trius de les mostres de rutina. Els
criteris de qualitat que han de ser verificats bénde tipus estadistic o bé de tipus
operatiu/economic (taula 2.1). Almenys ha de veaifise I'exactitud, precisio i incertesa
dels resultats obtinguts amb el metode ja que,ud’'sta manera, s’obtenen resultats

tracables i comparables.

Taula 2.1.Parametres de qualitat d’'un metode analitic.

Tipus estadistic Tipus operatiu/economic
Exactitud Inversio

Tracabilitat Manteniment

Precisio Rapidesa

Incertesa Facilitat d’as
Reproductibilitat Simplicitat

Especificitat

Selectivitat

Limit de deteccio
Limit de quantificacio

Robustesa
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El procés de validacio ha rebut una atencié corelgdie en la bibliografia i també

per part de les comissions d’'industria i organisregsiladors:

Les Actuals Bones Practiques de Fabricacio de l'idistracio d’Aliments i

Farmacs dels Estats Unitd&=0pod and Drug Administration-Current Good
Manufacturer Practice FDA-CGMP) [6] indiquen que en la validacio dels
metodes analitics s’han d’establir i documentapatametres seglents: precisio,
sensibilitat, especificitat i reproductibilitat. EDA també ha proposat una guia

sobre procediments analitics i métodes de validaei@ la industria [7].

La norma ISO/IEC 17025 inclou un capitol sobre ddidaci6 de metodes [3]
amb una llista de nou parametres de validacié. baf&éncia Internacional
d’Harmonitzacié International Conference on HarmonizatjotCH) [8] ha

desenvolupat un text de consens sobre la validkeigrocediments analitics. El
document inclou definicions de vuit caracteristgjuke validacié. La ICH ha

desenvolupat també una guia amb metodologia data]¥.

L’Agéncia de Proteccid6 Ambiental dels Estats UiEavironmental Protection
Agency EPA) va preparar una guia sobre desenvolupamerdlidacio de
meétodes per a la Llei de Recuperacié i ConservdeidRecursosResource
Conservation and Recovery ARCRA) [10]. L'Associaci¢ Oficial de Quimics
Analitics @Association of Official Analytical ChemistAOAC), I'EPA i altres
organitzacions cientifiques proporcionen metodes qan validats a traves

d’estudis multilaboratori.

L’FDA també ha publicat una guia per a la validad@metodes bioanalitics [11]. El

document més complet és linforme de la confereraéa Washington de 1990:

Analytical Methods Validation: Bioavailability, Beguivalence and Pharmacokinetic

Studies (Métodes analitics de validacié: biodisponibilitdioequivaléncia i estudis

farmacocinétics), que va ser patrocinat per I'Assn6é Americana de Cientifics

Farmacéutics American Association of Pharmaceutical Scienti®tdPS), 'AOAC i
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I'FDA [12], entre altres. L'informe presenta elsrmipis per als estudis de validacio tant
en éssers humans com en animals, i a més tambéuslizat com a base per al

document de la guia de validacio en la industriiRi2A [11].

D’altra banda, alguns investigadors de la industpidmica i farmacéutica han
publicat estudis sobre la validacié de metodesitirsal Hokanson [13, 14] va aplicar
'enfocament de cicle de vida per a la validaciévalidacio de métodes. Green [15] va
redactar una guia practica per a la validacio deodes analitics amb una descripcio
d’'un conjunt de requisits minims per a un metodendrret al [16] van descriure la
validacio d'un procediment analitic especific perl'analisi de la teofil-lina en
comprimits per mitja de cromatografia en capa fifedta resolucio lfigh-performance
thin layer chromatographyHPTLC).

Wegscheider [17] ha publicat procediments per aaladacio de metodes amb un
enfocament especial en calibratge, experimenteageracid, comparacié de métodes i
investigacié de la robustesa. Sestoal. [18] han descrit com es validen els metodes
analitics en un laboratori japones de control dai. L'’AOAC [19] ha desenvolupat
un programa de validacié de métodes de verificpeidparells amb directrius detallades
sobre quins parametres han de ser validats exaatawimslow i Meyer [20] recomanen
la definici6 i aplicacio d’'un pla mestre per a HEigacié de métodes analitics. Breaaix
al. han publicat un estudi sobre el desenvolupamenmémdes analitics i la seua
validacio [21]; la clau esta a desenvolupar métadeditics que puguen ser facilment
validats i revalidats. Krause va publicar una goéat a la transferéncia, comparacio,
manteniment i criteris d’acceptacio de métodesiticmlper als assajos de productes

biofarmaceéutics [22].
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2.5. Perqué és necessari validar un métode?

Un metode ha de validar-se perqué hi ha ocasionguénla mesura analitica és
important (a causa del seu cost, questions de, Selgals, etc.) i per I'obligacio
professional de I'analista.

2.5.1. Importancia de la mesura analitica

Cada dia es realitzen milions de mesures anal#tignemilers de laboratoris en tot el
mon. Aquestes mesures resulten Utils en infingasitbacions, per exemple: la valoracio
de béns amb fins comercials; assisténcia sanitériapntrol de la qualitat de I'aigua
potable; I'analisi de la composicio elemental daliatge per verificar la idoneitat del
seu Us en la construccid d’avions; o les analsisrises dels fluids corporals en les
investigacions criminals, entre altres. Practicanets els aspectes de la societat estan

protegits per algun tipus de mesura analitica.

El cost d’aquestes mesures €s elevat i els codthsianals augmenten en funcio de
les decisions preses basant-se en els resultatgyuist Per exemple, els assajos que
indiquen que els aliments no sén aptes per al congsaden originar reclamacions
d’'indemnitzacions; les proves que confirmen la @neg de substancies prohibides en el
cos poden donar lloc a multes, preso o fins igntalguns paisos, la pena de mort. Aixi,

és evident que és important determinar el restitaiecte i poder demostrar-ho.
2.5.2. L’obligacio professional del quimic analitic

Si el resultat d'un assaig no és fiable, llavorpdé valor, i aixo pot donar lloc a que
I'assaig deixe de dur-se a terme. Quan un labaordésenvolupa un metode, se suposa
gue el seu personal té un nivell de coneixememtsceaitzats per dur-ho a terme. Els
destinataris potencials del metode esperen podafiacoen els seus resultats i
generalment només els questionen quan sorgeix algontroversia, cas en el qual el

laboratori i el seu personal tenen la responsabdié demostrar que han proporcionat la
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resposta adequada pel que fa a la part analitigaral@dema. La validacié dels métodes

quimics permet demostrar que un metode és “aptal peoposit”.

A més, per garantir la confianga amb qué els usubei metode necessiten prendre
decisions basant-se en els resultats analiticslehealidar-se la fiabilitat del metode i
estimar la incertesa del resultat d'una manera sjiga ampliament reconeguda,

internament coherent i facil d’'interpretar.

Independentment de com siga de bo un metode i atititze de bé, un problema
analitic pot resoldre’s per mitja de I'analisi destres nomeés si aquestes son adequades
per al problema. La presa de mostres adequadestésball especialitzat i requereix una

comprensio del problema i de la seua quimica.

2.6. Quan s’ha de validar un métode?

Els métodes analitics necessiten ser validatsalidats:

« Abans del seu Us rutinari.

- Cada vegada que es canvien les condicions en gseérwalidat originariament
el métode (p.ex., un instrument amb caracterissigliferents, o mostres amb
una matriu diferent).

« Quan es modifique el métode sense que estigueratpre

El grau de validacié o revalidacié requerit depen ld naturalesa dels canvis
realitzats en el métode de cara a la seua novizatib en altres laboratoris, amb altres
instruments o per part d’altres analistes, i delesimstancies en qué es vaja a utilitzar.
Sempre és apropiat un cert grau de validacio, ffibgt quan s’empren estandards

aparentment ben caracteritzats o metodes publicats.
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2.7. Qui realitza la validacio?

El laboratori que utilitza un metode és el respblesal’assegurar que es troba
degudament validat, i si féra necessari, ha deadarme nous assajos per complementar
les dades existents. Per exemple, quan un metodghiavalidat fent Us d’estandards
aprovats per una organitzacio, com I’AOAC Interoaeil, normalment I'analista només

ha d’establir la fiabilitat de les dades per al gepi Us del metode.

S’ha publicat molt sobre la validaci6 de metodesm#ja d’estudis col-laboratius.
Si es desenvolupa un métode que vaja a tenir uestéss, com els procediments
estandard publicats, la millor forma de dur a tetanealidacio és mitjancant un estudi
en col-laboraci6 amb un grup de laboratoris. L’AOAEernacional sempre ha defes
fermament la prova interlaboratori com a via piieiermper a la validacié de metodes

analitics.

L’acceptacio d’un metode amb fins reguladors, imthelentment que es valide o no
en un unic laboratori, dependra de les directrius gobreixen l'area de mesura en
guestio. Normalment, hauria de ser possible obterardeclaracio clara de la politica de

I'organisme regulador.

2.8. Principis de la validaci6

La validacio d’'un procediment consisteix en tressps:

1. Establiment de les condicions que ha de confplex., limit de detecci6 < 1
mg/L; interval lineal major a 2 ordres de magnitimtertesa dels resultats < 20%
en tot I'interval de treball, per al cas de la datiié d’'un metode analitic general.
No pot establir-se com a principi de validacido pealtres tipus de meétodes

d’assaig).

2. Determinacié dels parametres estadistics dekepiment.
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3. Valoracio dels resultats de la validaci6 pemparacié dels parametres
estadistics obtinguts en les condicions establidpsesa de decisions sobre la

validesa del procediment per al proposit establit.

Davant d’un problema analitic particular, en priflec, el laboratori estableix un
requisit analitic que defineix els requisits d’aydi que un métode ha de complir perquée
resulte adequat a I'nora de resoldre un problenaditem En funcié d’aquest requisit,
s’'avaluen els métodes existents per a la seuabp®dsgioneitat, i si és necessari es

desenvolupa un nou métode.

Aquest proces iteratiu de desenvolupament i aveluaantinua fins que el métode
és capac de respondre a la necessitat establidaadera que és innecessari un major
desenvolupament i el treball analitic pot continuaixi, la validaci6 d’'un meétode
consisteix en aquest procés d'avaluacio dels itdlaptitud i confirmacié que és

adequat (figura 2.1).
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Problema que requereix
un analisi quimic.
Establiment dels
requisits analitics

<—
A 4
Identificacio dels
metodes existents o
desenvolupament d’'un
nou

Consideracions:

La validacié d’un métode consisteix en

Desenvolupament
del metode

Avaluacié :
Se requereix

del métode més
Es apte per al desenvolu-
proposit d’'Gs pament?

en
el laharatori

Si

aquesta etapa d’avaluaci6, junt amb
gualsevol parametre d’aptitud que
necesite ser avaluat en el

Es procedeix amb el
treball analitic

desenvolupament del metode.

“Apte per al proposit...”. Sense tindre|
en compte les dades d'aptitud qug
estiguen disponibles per al métode,
determinara l'aptitud per al proposi
segons com s’ajuste el metode quan|és

A 4

utilitzat per I'analista que I'ha dissenyat
amb els equips/instal-lacions

disponibles

Redefinici6 dels
requisits analitics en

Disminucié
de les
exigencies
analitiques?

No
A\ 4

Incapac de
realitzar
el treball:
subcontracte?

Fi

A 4

termes del que
s’ha aconseguit

Figura 2.1. Eleccié, desenvolupament i avaluacié de metodes.
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2.9. Estratégies de validacio

La validesa d'un metode ha de ser demostrada fgr d@ssajos en que s'utilitzen
mostres o estandards semblants a les mostres m@ldeie s’'analitzen de manera
rutinaria. La preparacié i execucio ha de seguipratocol de validacié, preferiblement

descrit pas a pas. Els possibles passos per aomeata validacio d’'un métode son:

1. Elaborar un protocol de validacio, procediment éi@gio o pla mestre de
validacio.

Definir els usuaris i les responsabilitats per grojecte de validacio especific.
Planificar el projecte de validacio.

Definir I'aplicacio, I'objecte i ambit d’aplicacidel métode.

Definir els parametres de fiabilitat i els critediacceptacio.

Especificar els experiments de validacio.

Comprovar les caracteristiques rellevants d’aptiteld equips.

© N o 00k~ WD

Classificar els materials, per exemple, estandardactius, per la seua puresa,

guantitats exactes i estabilitat suficient.

9. Dur a terme experiments de prevalidacio.

10. Ajustar els parametres del metode i/o criteris ckatacid en cas necessari.

11.Realitzar experiments de validacié complets int¢iregterns).

12.Desenvolupar procediments normalitzats de trelsllgpl’execucié del metode
de rutina.

13. Definir els criteris de revalidacio.

14. Definir el tipus i freqiéncia de les proves d’ididaedel sistema i/o els controls

de qualitat analitics per al procediment de rutina.

15. Documentar els experiments de validacio i els tatsuen I'informe de validacio.

El procediment proposat garanteix que s’ha selaatibinstrument adequat i s’ha
desenvolupat el metode. Aquest reuneix criteris acala facilitat d’ds, la capacitat per

ser automatitzat i controlat per sistemes inforosatiels costos per analisi, el
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processament de la mostra, el temps de respadstagiqeiisits mediambientals, de salut i

de seguretat.

Les caracteristiques d’aptitud del metode han dmarbse en I'Us previst per al
mateix. No sempre €s necessari validar tots efapetres analitics que estan disponibles
per a una técnica especifica. Per exemple, si eswditzar el métode per a I'analisi
qualitativa de traces, no cal verificar i validhseu limit de quantificacio, o la linealitat,
per damunt del rang dinamic de I'equip. Els paraeseinicials han de triar-se d’acord
amb l'experiéncia i el criteri de I'analista, mengue els parametres finals han de ser
acordats entre el laboratori o el quimic analitie gealitza la validacio i el laboratori o

analista que aplica el metode i els usuaris ddddes proporcionades pel metode.

2.10. Establiment de I'abast de la validacio

Es diferencien tres casos, en que la dificultatadelidacié augmenta del primer al

tercer:
1. Es tracta d'un metode d’assaig estandarditzatorimalitzat, que s’aplica

exactament com esta descrit en la norma.

2. Es tracta d’'una modificacid6 d’'un metode d’agsaormalitzat, per exemple, es
van fer modificacions als métodes descrits en lanaoque poden tenir una

repercussio sobre la qualitat dels resultats.

3. Es tracta d’'un métode d’assaig intern, elabemnagl laboratori i que no es troba

en normes o altres col-leccions de méetodes.

La validacio en els casos descrits té objectiusntssi, per tant, diferents punts

essencials, com es mostra en la taula 2.2.
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Taula 2.2.0bjectius de la validacié segons el tipus de miimoent d’assaig.

Métode d’assaig Objectius de la validacio

Cas 1: métode normalitzat Comprovacio de que ebrédbri domina

I'assaig i I'utilitza correctament.

Cas 2: modificaci6 dun Comprovacio que la repetibilitat, la
métode normalitzat reproductibilitat, la precisio intermédia, i
I'exactitud del métode original no depenen
de la modificacié introduida i que el
laboratori domina l'assaig i ho realitza

correctament.

Cas 3: métode intern Comprovacid6 que el metode & |
repetibilitat, la reproductibilitat, la precisio
intermedia i I'exactitud suficients per a
I'objectiu d’aplicacié i que el laboratori

domina l'assaig i ho realitza correctament.

Metode normalitzat

Un metode normalitzat, en general, esta totalmehdat i per tant, per demostrar
que el laboratori I'executa correctament, nomésrdhale verificar-ho, la qual cosa
significa que haura de demostrar que pot aconségdiabilitat adequada per a certs

parametres de validacio.

Si bé no es poden establir criteris rigids respectguins parametres s’han de
verificar, és habitual que es controlen la predis#veracitat, en particular quan aquests
parametres estan indicats en les normes de referdm@enbé es pot confirmar el métode

a través de la participacio en assajos d’aptimtiélaboracio de grafics de control.
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En el marc de I'acreditacio de laboratoris, es iclmien meétodes “normalitzats” els

seguents:

Meétodes publicats per organismes de normalitzatiérmacionals, regionals o
nacionals, per exemple: ISO, CEN (Comissi¢ EurapealormalitzacipComité
Européen de NormalisatipriEuropean Committee for Standardiza)ioASTM
(Associaci6 Americana d’Assaig de Materiakmerican Society of Testing
Materials), DIN (Institut Alemany de NormalitzacioDeutsches Institut far
Normung, IRAM (Institut Argenti de Racionalitzacié de Maials), entre altres.

Meétodes publicats per organitzacions reconegudediferents ambits, com per
exemple: AOAC, FIL-IDF (Federacié Internacional déeteria, Fédération
Internationale de Laiterie, International Diary Ferdhtion), EPA, USP
(Farmacopea dels Estats Unlthjited States Pharmacopogi@ntre altres.

Métode normalitzat modificat

Els metodes normalitzats que han sigut modificats dke ser validats de tal forma

que

s’avalue la incidéncia dels canvis realitzatbres els distints parametres de

validacio.

El laboratori ha de tenir la competéncia per avapans parametres haurien de

revalidar-se en funcié dels canvis realitzats. Apdr exemple, els canvis en el métode

d’extraccio podrien afectar la selectivitat perplassible preséncia d’interferéncies, i

també podrien afectar la veracitat. La taula 2.3traoels parametres del metode que

necessiten ser caracteritzats.
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Taula 2.3.Abast de la validacio segons el tipus de procexlirde prova.

Métode normalitzat

Modificacié d’'un metode

normalitzat

Meétode intern

Comprovar quel laboratori
domina I'assaig i I'utilitza
correctament.

- Exactitud

- Repetibilitat

- Incertesa

Limit de detecci6 (si la
norma ho indica)

Comprovar quel laboratori
domina I'assaig i I'utilitza
correctament.

- Exactitud

- Repetibilitat

- Reproductibilitat

No difereixen del metode
original

Comprovar quel laboratori
domina l'assaig i I'utilitza
correctament.

- Exactitud

- Repetibilitat

- Reproductibilitat

Son suficients per a
I'objectiu d’aplicacio

Determinar:

- Interval de treball
- Linealitat

- Recuperacio

- Robustesa

- Selectivitat

- Estabilitat

- Reproductibilitat

Determinar:

- Interval de treball
- Linealitat

- Recuperacio

- Robustesa

- Selectivitat

- Estabilitat

- Reproductibilitat

Determinar:

- Interval de treball
- Linealitat

- Recuperacié

- Robustesa

- Selectivitat

- Estabilitat

- Reproductibilitat
- Exactitud

- Repetibilitat

- Limit de detecci6
- Limit de quantificacio
- Sensibilitat

- Incertesa

Realitzarcarta de control

Realitzarcarta de control

amb els resultats de materialeamb els resultats de

de referéncia.
Controlsintralaboratori.

Participar en interlaboratori

materials de referéncia.
Controlsintralaboratori.

Participar en interlaboratori

Realitzarcarta de control
amb els resultats de
materials de referéncia.

Controlsintralaboratori.

Participar en interlaboratori
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2.11. Revalidacio

Alguns dels parametres del meétode probablemenahale modificar-se o ajustar-se
durant la seua utilitzaci6 si els criteris d’apditdel métode no es corresponen amb els
criteris d’acceptacio. La questid és si aquest iceaguereix la revalidacié del metode.
Per aclarir aquest punt, han de definir-se els gatigperacio, ja siga basant-se en
I'experiéncia amb métodes semblants, o en la imgasd duta a terme durant el seu
desenvolupament. Aquests rangs han de ser comgrewakls estudis de robustesa
durant la validacio i han de formar part de lesactristiques del métode. El fet de
coneixer des d'un principi aquests rangs, faclétdecisio de quan un metode ha de ser
revalidat. La revalidacid é€s necessaria sempre ujuenétode es modifica i el nou
parametre es troba fora del rang definit. Per exemg el rang d'operacio de la
temperatura de la columna s’ha especificat entiedBO°C, el metode ha de ser revalidat

si, per qualsevol motiu, el nou parametre opekidl °C.

La revalidacié també és necessaria si I'abast ésbde ha sigut modificat o ampliat,
per exemple, si la matriu de la mostra canvia desi condicions d’operacio es
modifiqguen. Si es va a utilitzar una instrumentaaidb caracteristiques diferents, i
aquestes no han sigut especificades en la prinadicagid, aleshores també es requereix
una revalidacié. S’ha d’assenyalar que aquestagroparcial o total en funcio de si les
proves d’idoneitat del sistema, o els resultatd’aigalisi de mostres de control de
gualitat, es troben fora dels criteris d’acceptam@definits, i també quan la font d’error

no es pot atribuir a la instrumentacié o a qualsalim causa.

Sempre que hi haja una modificacid que requeris@aravalidacid, aquesta ha de
seguir un sistema de control documentat. La maifc ha de definir-se, autoritzar-se
per a I'aplicacié i documentar-se. Les possibledifrzacions han d’incloure:

« Noves mostres amb nous compostos 0 noves matrius.
« Nous analistes amb diferents habilitats.

« Nous instruments amb caracteristiques diferents.
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« Nova ubicacio amb diferents condicions ambientals.
« Nous productes quimics i/o estandards de referéncia

« Modificacio de parametres analitics.

Una avaluacié ha de determinar si el canvi esta dignl’abast del métode, cas on no
es requerira revalidacio, mentre que en cas canti@n de definir-se els parametres per
a la revalidacio. Despreés dels assajos de validatsgparametres de la prova d’idoneitat
del sistema han de ser investigats i, si €s natgss#efinits.

2.12. Idoneitat del sistema

La prova d’idoneitat del sistema consisteix en anjunt d’assajos que permeten
comprovar en el moment d'utilitzacié del metode eliesistema (analista, reactius i
instrumentacio) és adequat per dur a terme lardetacio perqué s’ha establit i validat
aquest. Per tant, aquesta prova ha d'entendre’saqart integrant del procediment
d’analisi i requisit previ a la seua realitzacidn B practica podria equiparar-se a una
quantificacio del procés analitic o una revalidaer® continu, ja que proporciona la
seguretat que en el moment d’iniciar I'assaig, @hjent del sistema continua sent

“valid” per al proposit perqué va ser desenvolupat.

Aquesta prova pot emprar-se en qualsevol procedirdenmesura en que les
condicions analitiques poden estar sotmeses aciaude les condicions operacionals.
No ha de circumscriure’s a I'ambit de la determiédinal sind que pot dissenyar-se a fi
de comprovar la idoneitat de qualsevol etapa detqaliment, com per exemple la

preparacio de la mostra.
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2.13. Principals parametres de validacio d’'un métoel analitic

La majoria dels parametres inclosos en aquest atagst troben definits en els
seguents documents de la IUPAC (Unié InternaciatealQuimica Pura i Aplicada,
International Union of Pure and Applied Chemi$trja 1SO:

e |UPAC: Compendi de Terminologia Quimicd, el. (the “Gold Book”), A.D.
McNaught i A. Wilkinson, 1997 [23].

* ISO: Vocabulari internacional de termes fonaraknt generals de metrologia,
1993 [24].

Les caracteristiques de fiabilitat d’'un métode @icadlemostren la seua capacitat per
mantenir al llarg del temps els criteris fonamentdé validacié (no necessariament
aplicables en tots els casos) i dels que derivetagiractica tots els parametres de
validacio:

« Capacitat d'un metode per determinar I'analit seinserferencies d’'impureses,
productes de degradacid, excipients o altres sutisgpresents en la mostra. Es
relaciona amb el terme de selectivitat.

« La proporcionalitat entre concentracié de l'analitesposta de Il'instrument.
Aquest concepte es relaciona amb els termes dditate rang.

« La dispersi6 d'una série de resultats al voltarit vddor mitja o central. Es
relaciona amb el terme precisio.

« La diferéncia entre el valor trobat en I'analiseli valor verdader. Concepte
relacionat amb els termes d’exactitud i veracitat.

« La quantitat minima d’analit requerida per obteair resultat significatiu.

Relacionat amb els termes de limit de detecciit e quantificacio.

El fet que siga necessari avaluar uns o altresnpras dependra basicament del

tipus d’assaig.
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2.13.1.Confirmacio d’identificacio, selectivitat i espdiitat

Confirmar la identitat és establir que el senyabdpit en la mesura, o que la
propietat mesurada que s’atribueix a I'analit, ne@®& deu a aquest i no a la presencia de

guelcom fisica o quimicament semblant.

Els termesselectivitat i especificitasolen utilitzar-se indistintament. Vessmann ha

publicat un detallat article sobre I'is d’aquestsrtes [25].

Selectivitat

La selectivitat és la capacitat d'un métode pemgfiear exactament un analit en
preseéncia d'interferencies. En altres parauledapsitud d’'un métode per determinar
exactament i especificament I'analit d’interes eespncia d’altres components en la
matriu de la mostra en les condicions establidesadsaig. Idealment, la selectivitat ha
de ser avaluada en preséncia d’'interferencies pialen Com a principi general, la

selectivitat ha de ser prou bona perque puga igisergualsevol interferéncia.

Una interferencia és aquella espécie quimica queacan error sistematic en la

determinacio d’un analit. Es poden donar dos casos:

« La presencia d'interferéncies que puguen donamresposta analitica que no es

diferencia de la resposta de I'analit.
« La presencia d'interferencies que afecten el setg/dlanalit (efecte matriu).

La selectivitat d’'un métode s’estudia afegint denera deliberada a una mostra les
interferéncies que es crega que tinguen major pilitad d’estar presents. Si no es
coneix amb certesa I'existencia d’interferéncisspet avaluar la selectivitat del metode
per comparacié amb un altre. La selectivitat també&eu afectada per I'existéncia de
'analit en una mostra en més d’'una forma, comuaello enllacat, o en diferents estats

d’oxidacio.
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Especificitat

L’especificitat és I'aptitud d’'un métode per mesuramés el que es pretén mesurar,
és a dir, és la capacitat d’avaluar inequivocartianglit en preséncia de components
que es pot esperar que estiguen presents. Tipitaragoests podrien incloure

impureses, productes de degradacio, i la matrive aftres. [23].

La selectivitat i I'especificitat avaluen la corffiitat de les mesures davant la
presencia d'interferencies. Generalment, es corssitlespecificitat com un 100% de

selectivitat. Les interferencies poden disminusiugmentar el senyal atribuit a I'analit.

Aquests parametres no requereixen major validaasn cs'utilitzen procediments
normalitzats per a una matriu especifica, atésefjtreball ja I'han realitzat els que van
desenvolupar i validar el métode. En aquests ceibasm de tenir molt en compte les
especificacions sobre possibles interferenciesmdaera de suprimir-les, si existeixen.
No obstant aix0, el laboratori ha de considerastlidi de les interferéncies en la
validacio si les matrius de les mostres analitzagies molt variades, i si en alguna
d’elles els interferents es troben en nivells tdis que no poden ser suprimits pels
processos recomanats. Aquest seria un cas d’andptiad’abast del métode per a noves

matrius.

2.13.2.Calibratge, rang i linealitat

Per a qualsevol métode quantitatiu s’ha de detenniimterval de concentracions
d’analit, o valors de propietat, dins del qual es aplicar el mateix. Aixo es refereix al
rang de concentracions en les dissolucions queas'@sesurant i no a les concentracions
d’analit en la mostra original. A I'extrem inferiate I'interval de concentracions, els
factors limitants son els valors del limit de detéd/o del limit de quantificacidé, mentre
gue a I'extrem superior, I'abast depén de la respds I'instrument o de les condicions

analitiques establides com optimes.
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La linealitat d’'un metode defineix la seua aptipet obtenir resultats proporcionals
a la concentraci6 d’analit, és a dir, és la capaaitun metode analitic de produir
resultats que siguen directament, o per mitja duwaasformacio matematica definida,
proporcionals a la concentracio d’analit en la meosPer la seua banda, el rang es
defineix com l'interval entre la concentracio super inferior d’analit per al qual s’ha
demostrat la correcta precisio, exactitud i linealdel métode descrit. Encara que el
procés logic consisteix a avaluar quins son elgdide concentracié en que el métode
analitic perd la seua linealitat, normalment es m@m a punt de partida un interval de
concentracions ja establit en funcié de I'experign@l coneixement analitic de la
tecnica utilitzada i, principalment, les especifioas. Dins de la zona de treball pot
existir un interval de resposta lineal, mentre dunes de l'interval lineal de resposta ha
d’haver-hi una relaci6 lineal amb la concentrac®l'dnalit o el valor de la propietat.
Perque el metode siga eficag, la resposta de rlim&nt a la concentracid no és
necessari que siga perfectament lineal, pero ldacdra de poder reproduir-se
quotidianament. L'interval de treball i I'intervhheal poden ser diferents per a matrius

diferents segons I'efecte de les interferenciesamuestes aporten.
Per verificar la linealitat, han de tenir-se en ptarles recomanacions seguents:

« La quantitat de punts inclosos en el calibratgel&aser igual o superior a sis
concentracions. El rang ha de trobar-se entre ®1%050-150% de la
concentracié de I'analit que s’espera trobar, ewcifude qué siga més adequat.

« Han de trobar-se igualment espaiats.

+ La quantitat de repliques per concentracié ha degsal o superior a tres.

+ Lesrepliques han de ser independents.

« Had'usar-se un analit pur o un analit en la maibjecte d’estudi.

« Els punts han de mesurar-se de forma aleatoria.
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En la corba de calibratge es representa graficalaeasposta (area o relacié d’arees
en el cas d'utilitzar patré intern) en funcié detacentracio de la substancia utilitzada i
s’efectua el tractament estadistic de les dadesrmdmant 'ordenada en l'origen, el
pendent (sensibilitat), i el coeficient de corréda®).

Hi ha diferents formes d’avaluar la linealitat:

« Avaluacio visual.

+ Avaluacio estadistica (minims quadrats).

«  Grafic dels residus.

« Coeficient de correlacio. Aquest ha de ser preferent major o igual que 0.995
(encara que pot trobar-se entre 0.980 i 0.990 segiométode analitic).

« Ordenada en l'origen i pendent.

A partir de la informacié obtinguda en l'avaluadé la linealitat, es determinara
I'estrategia que s'utilitzara en el métode de mitiRot ser nomeés siga necessari fer el
calibratge amb un punt o tal vegada amb dos, meoieen altres casos caldra incloure
diversos punts. Es important tenir en compte gs@aiametres de validacié descrits en
els seglents subapartats, en particular la prediaigeracitat, siguen avaluats utilitzant

I'estrategia de calibratge que s’usara en el pricoent triat.

2.13.3.Sensibilitat

La sensibilitat d'un métode és el gradient de ldbbaale resposta d’un instrument, o
el que és el mateix, el canvi del senyal instruedeguie es correspon amb el canvi de la
concentracié de I'analit. Per a l'interval linedud metode, la sensibilitat correspon al
pendent de la recta de calibratge, i és un pararoejecte de seguiment quan s’efectuen
calibratges rutinaris. A vegades s’usa la sentbifier referir-se al limit de detecci6 de

I'equip, pero aixo no s’aprova generalment.
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2.13.4.Limit de deteccio

En termes generals, el limit de detecditif of detection LOD) és la minima
guantitat o concentracio d’analit en la mostra poeser distingida del fons amb un cert
nivell de confianca especificat € 5%), encara que no necessariament quantificat am
precisié i exactitud [26, 27]. En una validacid,rmalment, és suficient donar una

indicacio del nivell al qual la deteccio es tormalppematica.

Per a un resultat analitic que és molt proxim &rvdel blanc, es planteja el dubte
de si aquest correspon a valors aleatoris del b¥aada presencia real de I'analit. El
senyal de fons és produit pel blanc i exhibeix IkoEds valors situats per damunt del
LOD poden ser atribuits a la preséncia de I'analéntre que els valors que es troben

per davall del LOD son indicatius de I'absenciandlit en quantitats detectables.
Alguns dels possibles procediments de determirsmid

+ Métode basat en I'examen visual.

Preparacié de mostres de concentracié conegudagjuan diluint. S’estableix
la concentracié minima a la qual I'analit pot setedtat.

e Meétode basat en la relacio senyal/soroll.

En cromatografia es comparen mostres de concemsactonegudes molt
menudes amb els senyals de mostres del blanc,(pex2.5 a 5 vegades la
relacié senyal/soroll de I'equip de mesura queilgzg).

» Metode basat en la desviacié estandard de lasespel blanc i el pendent de la
recta de calibratge (p.ex., 3 vegades la dispeesipressada com a desviacio
estandard, a partir de mesures repetides del ate dissolucions de I'analit en
aigua pura).

» Metode basat en I'extrapolacio de la recta dibe a concentracio zero.

Quan siga necessari establir la possible presenaimencia d’'un component en una

mostra, el resultat de 'assaig mai haura de csiatrsse amb el LOD. En aquest cas, el

parametre indicat és I'anomenat limit o nivell icrigminima resposta de linstrument
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distingible del fons, és a dir, es pot assegurarlguesposta neta procedeix de I'analit
mesurat). A més, es recomana indicar “no detedtaVitar fer declaracions com

“absent”, “abséncia”, o “no conté”.

2.13.5.Limit de quantificacio

El limit de quantificacio l(mit of quantitation LOQ) és la minima concentracio
d’'analit que es pot determinar amb un nivell acaelet de precisio (repetibilitat) i
exactitud (< 10%). Diverses convencions ho defi@eixom la concentracié d’analit
corresponent al valor del blanc més 5, 6 o 10 wegdd desviacidé estandard de la
mitjana de blancs. També és conegut com “limit ekerdhinacié”. EI LOQ és un valor
indicatiu i no haura de ser utilitzat en la presaldcisions. Per a I'analisi quantitativa ha
de quedar absolutament clar que nomeés s’emprems\atidbuibles a I'analit. El limit de

guantificacié és entre 3 i 10 vegades el limit eieeccid, segons cada cas.

Cap dels dos limits (LOD i LOQ) representen nivells qué la quantificacio és
impossible; és simplement una regio en qué la nadjmie les incerteses associades té
un valor proxim al resultat real. EI LOQ no ha deedminar-se per extrapolacid per

davall del menor estandard analitzat.

Els procediments per determinar el LOQ soOn pracigd els mateixos que els
exposats per al LOD. El LOQ varia segons el cas) pe com a minim tres vegades el
limit de deteccié. Quan no hi ha la possibilitat tdair una mostra placebo o quan
s’especifica un criteri concret de precisio i ekadt un metode experimental senzill i
efica¢ per al calcul del LOQ és el métode EURACHE8]. Consisteix a preparar una
série de mostres amb quantitats decreixents dtananalitzar cadascuna delles 6
vegades consecutivament, representant el coefideenariacié (CV, %) de la precisio
enfront de la concentracio de cada mostra. Normalefixa un criteri de precisio d’'un
CV = 10% en el LOQ, encara que es pot arribar aac fins un 20%, en funcio de les
caracteristiqgues del metode.
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2.13.6.Exactitud

L’exactitud expressa la proximitat entre el valoceptat convencionalment com a
verdader o valor de referencia i el valor experitaetrobat. La validacié d’'un metode
persegueix la quantificacio de I'exactitud probalis resultats avaluant els efectes

sistematics i aleatoris sobre els resultats.

L’exactitud s’obté determinant la veracitat i lae@sio, i s'avalua per comparacio
amb els valors de referencia d’'un material carazéty o amb valors presos d’un altre
meétode caracteritzat. Els valors de referénciaibaude ser tracables a les normes
internacionals; els materials de referencia cedifi s’accepten generalment com

tracables, i haurien de tenir una matriu d’allo émblant a les mostres d’interes.

2.13.7 Veracitat

La veracitat és el grau de concordanca entre er vaitja obtingut d’'una série de
mesures i el valor de referencia. S’expressa coiaia (diferencia entre el valor esperat,
teoricament igual a la mitjana d’un namero infiddt valors individuals independents, i
el valor verdader, correcte o assumit), de maneeaun biaix xicotet indica una major
veracitat. Normalment I'aplicacié d’'un métode inggliun biaix combinat: el biaix del
metode que sorgeix d’errors sistematics inheremt$ @ense importar el laboratori que
aplica el métode), i el caire del laboratori quegetx d’errors sistematics atribuibles al
laboratori. El biaix obtingut en una validacié habmparar-se amb el biaix descrit per

al metode i I'obtingut per uns quants laboratotis gtilitzen el mateix métode.
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Per a l'avaluacio d’aquest parametre es realiemaalisi d'un material de referencia
certificat o una mostra/matriu fortificada dins d&hg del métode. També pot avaluar-se
la veracitat comparant el métode amb un altre pareent validat o amb un métode
primari. En qualsevol cas convé dur a terme alguoaa estadistica per avaluar si hi ha

diferéncies estadisticament significatives.

2.13.8.Precisio

La precisié expressa la proximitat de coinciderfgiau de dispersié) entre una serie
de mesures obtingudes de multiples mostratges diataixa mostra homogeénia en unes

condicions establides.

Les dos mesures més comunes de la precisio, qeeatfent es defineix en termes
de desviacio estandargtg§ndard deviationSD) o desviacio estandard relativaldtive
standard deviationRSD) son la repetibilitat i la reproductibilitaia repetibilitat, que és
la precisid meés xicoteta esperada, dona una idéa deriabilitat que s’espera quan en
un metode s’efectuen una serie d'analisi sobre tdeixa mostra en les mateixes
condicions operatives (per un mateix analista, almbmateixos equips i reactius, etc.),
en un mateix laboratori i en un periode curt de pgmEn laltre extrem, la
reproductibilitat, que representa la variabilitaecs’obté quan una mostra és analitzada
per uns quants laboratoris i en condicions opegatiliferents, té un valor més ampli. La
precisié intermeédia, i més util en casos especifisobté quan savalua la

reproductibilitat entre analistes en un mateix tabmi.

La repetibilitat i la reproductibilitat depenen gealment de la concentracié de
I'analit i per tant s’han de determinar per a difés concentracions, establint, quan siga
rellevant, la relacio entre la concentracio i eefedent de variacio. A partir de les
desviacions estandard de repetibilitat i reprodilitt poden calcular-se els limits de
repetibilitat i de reproductibilitat, que permetetanalista saber si la diferéncia entre les

analisis replicades son significatives, en les mods corresponents.
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2.13.9.Incertesa d’'una mesura

La incertesa de mesura és un parametre associasaltat d'una mesura, que
caracteritza la dispersio dels valors que podrieiblar-se raonablement al mesurant
(magnitud mesurada). En altres paraules, la irgerés una informacio numeérica que
complementa un resultat de mesura, indicant latqudel dubte sobre aquest resultat.
Generalment s’expressa com una desviacio tipica mterval de confianca, i la seua
estimacio ha de tenir en compte tots els efecmmneguts que influeixen en el resultat
(p.ex., la precisié general de llarg termini, elikj la incertesa del material de referéncia,

la incertesa de calibratge, etc.).

Els laboratoris han de tenir i aplicar procedimgisestimar la incertesa de mesura.
Per a aixo, primer han d’identificar tots els comguts de la incertesa, entre els que

poden trobar-se:

» Definicié incompleta i/o imperfecta del mesurant.

* Mostratge.

* Preparacio de mostres.

» Condicions ambientals.

» Desviacions personals en la lectura d’instrumantgogics.
» Limits en la discriminaci6 o resolucio de I'ingtment.

» Valors inexactes dels patrons i materials deréefga utilitzats.
Per a la seua determinacio i especificacio hi iardes possibilitats:

» Indicaci6 sobre la repetibilitat.

* Resultats de les cartes de control.

* Resultat d’intercomparacions.

* Avaluacido per membres del personal experimentadsnppetents i, per tant,

autoritzats.
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2.13.10.Recuperacio

Es l'eficacia en el rescat de I'analit de la matt@la mostra. La recuperacio ideal és
del 100%. Les recuperacions majors indiquen inteniges a causa de la matriu o errors
determinats que han d’eliminar-se. Les recuperaadipre se situen per davall del 100%

indiquen pérdues de I'analit durant les fases dpamacio de la mostra.

Quan una recuperacié no és satisfactoria peropéedeible existeix la possibilitat
d’utilitzar el métode analitic emprant un factor @@reccié que compense les perdues
d’'analit, i d’'aquesta manera no es veu afectadad¢®ud. El més habitual, no obstant
aixo, és que el propi métode analitic incorpore anextnes que eliminen l'error de
recuperacié, per exemple, rectes de calibratgdatzadés amb la matriu, méetodes

d’addici6 estandard o metodes amb estandard intern.
El percentatge de recuperacié (% Rec) es calcula mkanera segient:

(Cc-Cy)

A

%Rec= x100 (2.1)
on G és la concentracio d’analit mesurada en la mestdicionada, ¢la concentracio
d’analit mesurada en la mostra sense addicion@g, la concentracié d’analit afegida

(valor mesurat, no determinat pel metode) en lam@sldicionada.

Atés que generalment no es coneix la quantitat dhelit que esta present en una
mostra, és dificil estar segur de I'éxit del meétoele I'extraccié. Una forma de
determinar I'eficacia d’extraccié és addicionargabites de la mostra amb I'analit a
diferents concentracions, i a continuacio, extrdesefraccions d’assaig addicionades i
mesurar la concentracio de I'analit. El problemiaenment a aquest procediment és que
I'analit introduit d’aquesta manera probablemenestara unit amb tanta for¢ca com els
gue es troben presents de forma natural en launapér tant, la técnica donara una
impressié poc realista de I'eficacia d’extracci@nmateix, és la forma més comuna per

determinar I'eficacia de recuperacio i es recoeeix una forma acceptable de fer-ho.
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2.13.11 Estabilitat analitica de la mostra

L'estabilitat analitica és la propietat d’'una mastipreparada per a la seua
quantificacio, de conservar la seua integritat@iguimica i la concentracio de I'analit,
després d’emmagatzemar-se durant un temps detérngna unes condicions

especifiques.

La demostracio de I'estabilitat de la mostra i desrons durant el temps compreés
entre la seua preparacié i la finalitzaci6 de llemna és un requeriment basic,
especialment quan s'utilitzen equips automaticdesnmostres poden romandre hores

abans de ser analitzades. En I'ambit bioanalgistéibilitat €s un parametre fonamental.

L'efecte de I'emmagatzemament a llarg termini i e@gles de congelacio-
descongelacié poden investigar-se per mitja dealisind’'una mostra addicionada
immediatament després de la seua preparacio i ®rdies posteriors del periode
d’emmagatzemament previst. Ha d’estudiar-se un mMmimie dos cicles a dos
concentracions distintes. Si la integritat del costpes veu afectada per la congelacio i
descongelacio, les mostres addicionades hauran nibgatzemar-se en recipients

individuals, i caldra prendre les precaucions ajaitgs durant el seu estudi.

Altres proves que poden realitzar-se per a la oetacio de I'estabilitat tant

d’estandards com reactius, son:

» Sensibilitat a la temperatura.

» Sensibilitat a la llum.

» Hidrolisi (p.ex., per la humitat de I'aire).

» Facilitat d’oxidacio.

» Descomposicié quimica.

» Efectes catalitics (p.ex., per les parets delezodor).

» Adsorcio (p.ex., durant la filtracié de dissoluts amb traces).

* Precipitacio (p.ex., en deixar molt de temps disaolucio).
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2.13.12.Robustesa

Es defineix la robustesa d’'un métode analitic cammésura de la seua capacitat per
romandre inalterada davant de xicotetes pero daliles variacions en certs parametres,
proporcionant una idea de la seua fiabilitat odle#itat” durant el seu Us rutinari. Es,
per tant, la capacitat que demostra el procedird@malisi per proporcionar resultats
valids en presencia de xicotets canvis respectesdeondicions descrites en el métode,

susceptibles de produir-se durant la seua utilibizac

Es recomana incloure la robustesa en una faseiageodel desenvolupament del
meétode i no en la validacié propiament dita, atés s la robustesa del métode no es
comprova amb anterioritat a I'inici de la validacpbt succeir que s’intente validar un
meétode poc robust, amb els conseguents roins atssulpérdua de temps i diners. Per
tant, és recomanable fer un estudi de robustese aleafixar els parametres analitics, de
manera que una vegada fixats els marges entraielelgmétode és robust, es puguen
incloure aquests com a part del métode final, ddtamixi d’'una certa flexibilitat. Es a
dir, es tindria una justificacié valida que recoiada modificacié de certs parametres en

el cas que féra necessari.

Tots els métodes, siga quina siga la técnica a#dé, son susceptibles de ser
sotmesos a un estudi de robustesa. Alguns podermelts parametres sobre els quals
actuar i altres menys. A més, aquests no tenequgeser només factors relacionats amb
la mesura final, sind que poden ser de qualseaplbetiel procediment analitic, com per
exemple, la preparacio de la mostra. Per aixoritagoa etapa de I'estudi €s precisament
analitzar tot el métode i definir quins factors s que s’espera que influisquen més en
el resultat final. Aquestos factors poden ser tp@ntitatius (p.ex., influéncia del valor
de pH, del valor de la temperatura, percentatgeodgonent organic en una fase mobil
en HPLC, etc.), com qualitatius (p.ex., fabrica@ta columna cromatografica, fabricant

d’'un determinat reactiu, etc.).
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Una vegada definits els factors, ha de fixar-seeequins limits de variacié es vol
avaluar. Normalment, els limits de fluctuacié ddacéactor quantitatiu es distribueixen
simétricament respecte al valor normal descrit lemétode d’analisi (p.ex., pH £ 0.1
unitats), encara que no sempre ha de ser aixiilga&lgue interessa és fixar uns intervals
que es corresponguen amb la fluctuacié esperadandwde en el procés de, per

exemple, una transferencia interlaboratori.

Aparentment la forma més senzilla de comprovamfluéncia de cadascun dels
factors sobre el metode seria comparar els resudtatinguts modificant aquest factor,

per0 mantenint constants els altres. Tanmatei, @xporta dos problemes:

» L'efecte de modificar més d’un factor al mategxmips pot ser diferent del que
observa al modificar-los d’'un en un.

* Quan hi ha prou factors, aixo representa mottelzall, temps i diners.

La forma més efica¢ d’estudiar la robustesa édwedecin disseny factorial [29, 30].
D’aquesta manera, sovint, es pot concloure amb wmero assequible i raonable
d’experiments quines variables sén les que mésenxn en el resultat i en quina

magnitud sense realitzar totes les combinacionsilges.

2.13.13.Limit de decisio i capacitat de deteccio

La Unié Europea (UE), en la Decisié de la Comis¥)02/657/EC [31], ha establit
els criteris CG (limit de decisio) i Cg(capacitat de deteccio) que han de ser avaluats en

la validaci6 de residus en productes d’origen ahima

Es defineix CG com el limit en el qual i a partir del qual es pohcloure amb una
probabilitat d’errora. queé una mostra no és conforme.;@8 defineix com el contingut
minim de la substancia que pot ser detectat, fit=itio quantificat en una mostra, amb

una probabilitat d’errop.
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En el cas de substancies per a les quals no sthhliesin limit permes, CCés la
concentracié minima a qué un metode pot detectatresrealment contaminades amb
una certesa estadistica de f.-En el cas de substancies per a les quals s’ahlistin
limit permes, Cgeés la concentracio a que un metode pot detentés ldle concentracio

permesos amb una certesa estadistica d& 1 —

2.14. Transferencia de metodes analitics de rutinaalidats

Després d’haver validat un meéetode analitic de auéin un laboratori, pot sorgir la
necessitat de transferir-ho a un altre centre.raasterencia d’'un metode consisteix a
demostrar que el laboratori receptor pot obtersultats analitics comparables als del
laboratori emissor. Dit d’una altra forma, és elqérs de verificar, dins d’un laboratori,
gue un métode préviament validat en un altre apdntlueix a resultats fiables [32] a
través de determinats assajos, per exemple, refetxperiments critics del métode de
validacio i executar injeccions de les mostres aalplel en el laboratori emissor i en el

receptor.
La transferencia ha de ser controlada per un pioegd. Els passos recomanats son:

- Designar un responsable del projecte.

« Desenvolupar un pla de transferencia.

« Definir les proves de transferencia i els critatiacceptacid (experiments de
validacio, analisi de mostres: tipus de mostragtiejons).

« Descripci6 racional de les proves.

« Capacitar als analistes del laboratori que rebeméetbde en tasques relacionades
amb I'equip, el metode, els parametres criticgétmlucio de problemes.

« Han de repetir-se dos assajos critics de la vafidid metode en el laboratori de
rutina.

« Analitzar almenys tres mostres en el laboratotraesferéncia i el receptor.

« Documentar la transferencia dels resultats.
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Es important remarcar que el laboratori receptee dasitja utilitzar un meétode
analitic previament validat per a I'analisi de matiés el responsable d’assegurar que
aguest metode és valid per a I'Gs proposat, lacpgd no exclou un compromis per part
del laboratori emissor de col-laborar en tot mordenént la transferéncia.

2.15. Protocols, normes i guies de validacié exists

S’han proposat una serie de protocols i guies [/3B%+43] sobre la validacié de
meétodes analitics, aixi com la determinacié de neeitesa per part de diverses
organitzacions, com AOAC Internacional, ICH, FDAels documents EURACHEM,

entre altres:

» El manual d’estadistica de 'AOAC, que inclouications sobre I'estudi en un
Unic laboratori abans de realitzar les proves disiren col-laboracio [37].

» El text de I'ICH [39] i la metodologia [40], questableixen els requisits minims
en els estudis de validaci6 per a les proves asdies per a I'aprovacio de
farmacs.

» “L’aptitud per a I'ls de metodes analitics: unaiagde laboratori per a la
validacio de metodes i temes relacionats” [36].

» “Quantificacio de la incertesa en la mesura énali[34].

La validacio d’un metode analitic també ha sigupament debatuda en la reunio
de consultors de la FAO/IAEA (FAO: Organitzacio el Agricultura i I'Alimentacio,
Food and Agriculture OrganizatigtAEA: Agencia Internacional de 'Energia Atomica,
International Atomic Energy Agengyal desembre de 1997, on es va tractar el tena de
validacio dels métodes analitics per al controlimiants, I'informe del qual es troba

disponible per a la seua consulta [43].

L’0s generalitzat dels antibiotics en medicina xietgia i humana ha donat lloc a un

augment significatiu de la resistéencia als agemtibacterians, la qual cosa pot ocasionar
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importants consequencies en la salut publica. Paemmtzar els riscos en la salut
humana a causa del consum de residus d’antibéticss aliments, la UE, a través del
Reglament num. 2377/90, ha establit els limits maxresiduals (MRLmaximum
residue limi} dels medicaments veterinaris en aliments d’origeimal, i entre ells es

troben alguns antibiotics [44].

Per tant, es requereixen métodes analitics motiildes per a I'analisi de mostres
d’aliments abans de la seua venda en els meragasd pensum huma. Recentment la UE
ha emes la decisi6 2002/657/EC en qué es refetefungionament dels métodes
analitics i la interpretacio dels resultats en @itol oficial dels residus en productes

d’origen animal [31].

Les guies de validacié que s’han utilitzat en lkaspnt tesi han sigut: FDA (capitols
3-5110), ICH (capitol 6 i 7) i la Decisi6 de la@issio 2002/657/EC (capitols 8 i 9).
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Capitol 3

Desenvolupament i validacié d’'un métode d’analisi
per a la determinaci6 d’amoxicil-lina

utilitzant cromatografia liquida micel-lar

3.1. Resum

En aquest capitol, es descriu un métode simplebustoper a la identificacio i
guantificacié d’amoxicil-lina en orina fent Us de ¢romatografia liquida micel-lar.
L’amoxicil-lina és un dels antibidtics més comunamerescrits en el tractament
d’infeccions d’orina i pell. La seua determinacgwa dur a terme en una columna fenil
fent Us d’'una fase mobil micel-lar de 0.10 M doldetfat sodic i 4% butanol tamponada
a pH 3. La detecci6 es va realitzar en la regio &J210 nm. En aquestes condicions,
I'amoxicil-lina elueix a 5.1 min sense observaicap interferencia de la banda proteica
o dels compostos endogens de l'orina. El metodenyedupat va ser validat seguint la
guia Food and Drug Administration considerant els parametres de linealitat
(R? > 0.9998), precisi6 intra i interdia (RSD, 0.4-9%.7 0.3-5%, respectivament, en
medi micel-lar, i 0.14-2.6% i 0.13—-6%, respectivainen orina), i robustesa. Els limits
de deteccio i de quantificacié son 0.04 i 0.1 pgahmedi micel-lar i 0.14 i 0.34 pg/mL
en orina, respectivament. També es van addicionastres d’orina amb diferents
concentracions d’amoxicil-lina, obtenint-se recapems en linterval 95-110%. Els
resultats mostren que el procediment és adequaalpawntrol rutinari del farmac en

mostres d’orina.
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3.2. Introducci6

L’amoxicil-lina (a-aminop-hidroxibenzil-penicil-lina) és una aminopenicildi i
actualment és un dels antibiotics més utilitzasstueturalment difereix de I'ampicil- lina
només en l'addicio d’'un grup hidroxil en l'anelloanatic, la qual cosa la fa més
susceptible a una varietat de processos de degiada@@amoxicil-lina es troba
disponible comercialment en medicaments en comidinamb el clavulanat potassic.
Encara que I'acid clavulanic practicament no tévaat antibacteriana quan s'usa a
soles, la seua combinacié amb certes penicil- lildes lloc a uns efectes sinergics que
estenen l'activitat de les penicil-lines contra thaeps bacterians produits perfla
lactamasa [1]. Quimicament, I'amoxicil-lina és wmpost hidrofilic (amb un valor del
coeficient de repartiment octanol-aigua, g, de 0.87), les constants de dissociacié
del qual (K3 sén 2.4, 7.4, i 9.6 [2]. L'estructura de I'amdkiina es mostra en la
figura 3.1.

HO.

NH, /'—N

Figura 3.1. Estructura de I'amoxicil-lina.

L’amoxicil-lina s’administra oralment per a traciafeccions respiratories, otitis,
sinusitis, infeccions de la pell i de la seua e$tma, i infeccions d’'orina. A més, també

s’administra per al tractament de cancroide o »arda i gonorrea. En la practica
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medica, I'amoxicil-lina s’administra en forma dengwimits amb una dosi minima de
250 mg i una maxima de 875 mg [1]. L'amoxicil- lisiabsorbeix rapidament després de
la seua administracié oral, donant lloc a uns fsvelaxims en serum que apareixen
1-2 h després de la seua ingestio. Aproximadamesi% de la dosi oral s’excreta en
orina de forma inalterada al cap de 6 hores i U 20m els seus metabdlits inactius

(acid peniciloic i acid penamaldic) [2].

Entre els métodes analitics desenvolupats per determinacié d’amoxicil-lina,
s’inclouen assajos microbiologics [3] o enzimafik i la polarografia [5]. La majoria
de les publicacions descriuen metodes que utilitzemromatografia liquida d'alta
resolucié kigh-performance liquid chromatography, HPLC) i la cromatografia de gasos
acoblada a I'espectrometria de masggEs ¢hromatography-mass spectrometry, GC-
MS), les quals requereixen grans volums de disatdyeextraccié o tractaments de
derivatitzacié. A més, la GC-MS també suposa um elevat, la qual cosa limita la seua
accessibilitat, mentre que els méetodes d’'HPLC s'tlesenvolupat per a assajos més
especifics. Els primers metodes de cromatografisida realitzaven un pretractament
amb imidazol [6], derivatitzacié precolumna [7],postcolumna [8]. Altres métodes
d’HPLC desenvolupats posteriorment utilitzen coleside fase inversa alquilenllacades
| deteccio ultraviolada, intercanvi de columnesetedcio amperomeétrica [9-15]. Per a
alguns d’aquestos meétodes és possible utilitzaecdet fluorescent i derivatitzacio
postcolumna [16—17] o precolumna [18], la qual gosgporciona al metode una major
selectivitat i sensibilitat. També s’ha utilitzagléctroforesi capil-lar zonalcgpillary
zone electrophoresis, CZE) [19, 20], la cromatografia micel-lar eleciretica (nicellar
electrokinetic chromatography, MEKC) [21, 22], aixi com técniques acoblades a
procediments de flux continu [23]. EI métode méditzat en lactualitat és la
cromatografia liquida acoblada a l'espectrometréa dasses (HPLC-MS) [24-27].
Encara que aquests metodes siguen selectius, liapiisibles, no sén adequats per a
I'analisi clinica rutinaria per les necessitats @agiesta instrumentacio requereix i pel

seu elevat cost.
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Els métodes de cromatografia liquida convencioned gsen fases mobils aquo-
organiques per a la determinacio de compostosuatsffisiologics amb injeccio directa
presenten diversos inconvenients. Els farmacs endortament a les proteines de la
matriu, i a més apareixen interferéncies dels nosds compostos endogens. Aquesta
tecnica requereix normalment un pretractament dedstra a causa de la tendéncia de
les proteines a desnaturalitzar-se i precipitarleevalvula d’injeccié o dins de la

columna, i per tant, produint I'obstruccié o emlzreent el sistema.

La cromatografia liquida micel-larm{cellar liquid chromatography, MLC)
proporciona una solucid interessant a la injecdiécth de mostres fisiologiques, en
solubilitzar les proteines i protegir la columnalética amb una capa de monomers de
tensioactiu. A més, les molecules de tensioactareaggment desplacen el farmac unit a
la proteina, alliberant-lo per participar en I'ddui de repartiment amb la fase
estacionaria. Es particularment atractiva la coibjlizt amb les columnes de fase
inversa convencionals. Un altre avantatge de |&ided fases mobils micel-lars és que
s6n menys toxiques, no inflamables, biodegradabledativament economiques en
comparacid6 amb els dissolvents utilitzats en lamatografia convencional aquo-
organica [28]. L'MLC ha demostrat ser una tecnitihain I'analisi de diferents farmacs

en fluids fisiologics, com ara estimulants [29]slairics [30] i altres compostos [31].

En aquest capitol es proposa un nou metode de tografia liquida rapid i
guantitatiu per a la determinacié d’amoxicil-lina erina que fa Us de fases mobils
micel-lars. El procediment desenvolupat pot setildat en I'area de control de qualitat,

analisi de rutina i estudis farmacocinetics.

92



Capitol 3

3.3. Part experimental
3.3.1.Reactius

S’ha fet Us dels seglents reactius: amoxicil-li@mgroa, St. Louis, MO, EUA),
dodecilsulfat sodic (SDS, 99% puresa), hidroxidisgMerck, Darmstadt, Alemanya),
dihidrogenfosfat sodic, 1-propanol, 1-butanol, peol (Scharlab, Barcelona), acid
clorhidric, etanol (J.T. Baker, Deventer, Paisox@s. En la preparacio de totes les
dissolucions es va utilitzar aigua destil-lada @@szada (Millipore S.A.S., Molsheim,
Franca). Els medicaments Normon (Madrid) i Altera@vid) es van adquirir en una
farmacia, un dels quals va ser administrat a umntati sa per realitzar un estudi

farmacocinétic.

3.3.2.Instrumentacio

Es va utilitzar un sistema cromatografic (Agilergéchnologies, série 1100, Palo
Alto, CA, EUA), equipat amb una bomba quaternawia, mostrejador automatic, un
compartiment termostatitzat a 25 °C, i un deted®ffila de diodes UV-visible (rang
190-700 nm). Les dissolucions es van injectar emaghatograf a través d’'una valvula
Rheodyne (Cotati, CA, EUA), proveida d’'un capil-é¢standard amb un volum maxim
d’injeccio de 100 pL. El volum d'injeccié va ser @0 pL i el flux de la fase mobil
d’l mL/min. Es van estudiar tres columnes (Scharkb distinta naturalesa: amino,
fenil, i Kromasil C18, sent les dimensions de toédes de 150 mm x 4.6 mm de
diametre intern i 5 um de grandaria de particula.

Les mesures de pH es van realitzar per mitja datenziometre GLP 22 (Crison,
Barcelona) equipat amb un electrode combinat d’@Wvidre. També es va utilitzar
una balanga analitica (Mettler-Toledo, AX105 dednge, Greifensee, Suissa), un

agitador vortex i una unitat d’ultrasons (SeleBarcelona).
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3.3.3.Preparaci6 de dissolucions estandard, mostresselamobils

Les fases mobils micel-lars es van preparar disso&DS en aigua, que
posteriorment va ser tamponada a pH 3 amb dihidfogéat 0.01 M. A continuacio, es
va afegir butanol fins a aconseguir la seua conaeidtdesitjada i finalment es va aforar

amb aigua.

També es van preparar dissolucions patré de 10@lud/amoxicil-lina dissolent el
patré en uns pocs mil-lilitres d’etanol amb ajudadany d’'ultrasons i finalment, es va
aforar amb una dissolucié 0.05 M SDS—pH 3. Les maesti’'orina es van recollir en
dispositius de recol-leccio d’orina (BD VacutaiSgistems, Plymouth, Regne Unit). Les
dissolucions patr6 en orina, que també contenigh g mL d’amoxicil-lina, van ser
preparades diariament a partir d’1 mL d’orina, gaeva diluir en un factor d’1:100 amb
0.05 M SDS—pH 3. Les mostres d’orina per a I'esfatdinacocinetic van ser preparades
de la mateixa forma. Totes les dissolucions esfitaar amb filtres de nilé de 0.45 um
(Micron Separations, Westboro, MA, EUA).

3.3.4.Condicions cromatografiques

La separacio es va dur a terme en una columna kiypérenyl (150 mm x 4.6 mm,

5 um de grandaria de particula) termostatitzada @2amb la fase mobil 0.10 M SDS—-
4% (/v) butanol-0.01 M NakPO,—pH 3. En aquestes condicions el temps de retencié
de I'amoxicil-lina va ser de 5.1 min. Els senyatsléics es van monitoritzar amb un
detector UV-visible de fila de diodes a una lorgjitliona de 210 nm, i es van adquirir
mitjancant un PC connectat al cromatograf a tral/ésa estaci6 de dades (Agilent
Chemstation). Les dades cromatografiques es vatatramb el programaMichrom

[32, 33]. El temps mort, que va ser d'1.9 min, asleterminar com la primera desviacio

significativa de la linia base obtinguda en cadenatograma.
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3.4. Resultats i discussio
3.4.1.Selecci6 del pH i de la columna

Amb I'objectiu d’obtenir les millors condicions dhalisi, es van realitzar estudis a
dos valors de pH (31 7) i es van provar tres colesn(amino, C18, i fenil). La retencio
dels compostos cationics augmenta quan disminugiki en un sistema cromatografic
micel-lar en presencia d’'un tensioactiu anionic cb&DS, pel fet que Il'atraccio
d’aquestos compostos amb el tensioactiu adsorbitesta fase estacionaria és molt
major que la seua atraccio amb les micel-les tiestamobil. Es va estudiar la influéncia
del pH sobre la retencié de 'amoxicil-lina utiitet les segients fases mobils micel-lars
que sols contenien SDS (M): 0.05, 0.10, 0.15 i Ot@@ponades amb 0.01M NztO,.

Els factors de retencik) eficacies ) i asimetries B/A) obtingudes es mostren en la
taula 3.1. Les eficacies, expressades com a plates, es van determinar a un 10% de
I'alcada de pic utilitzant I'equacio de Foley i Bey [34].

t 2
4].7( B ]
_ A+B

~ (B/A)+125 (31)

Els factors d’asimetria es van calcular com ladiélae les distancies entre el maxim
del pic i I'extrem posteriorR), i entre el maxim del pic i I'extrem anteriogk)( mesurats
també al 10% de l'alcada del pic. Malgrat que Hsaeies (1500-3300) i asimetries
(0.7-1.6) s6n semblants per a ambdds valors déapidajor diferéncia resideix en que
I'amoxicil-lina elueix prop o en el temps mort etes les columnes a pH 7. Per aquesta

rao, les seguents experiencies es van dur a tepHe3a

La modificacié de la fase estacionaria per 'adgodel| tensioactiu pot comportar
profundes implicacions respecte a la retenciocteitat i asimetria en MLC. En primer

lloc, la formacio d’una capa hidrofilica anionicatre els compostos hidrofilics i el grup
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sulfat en una columna C18 [35], explicaria l'alesaluci6. D’altra banda, I'escassa
retencio dels compostos hidrofilics es deu a léneent de la polaritat en la fase

estacionaria com a resultat de I'adsorci6 del tawtiu.

En alguns casos, una pobra retencio, selectiviegiroductibilitat obtinguda amb les
columnes C18, pot millorar-se utilitzant una faseeionaria amino [36], on la retencié
dels compostos polars €s major que la dels apgaas la fase mobil és polar.
Finalment, els compostos hidrofilics poden presenigda elevada retencio en les
columnes fenil a causa de la seua naturalesa doamdinteraccionsn—m i

hidrofobicitat), i també a circumstancies espadjl€x., molécules planes).

Es va injectar amoxicil-lina en una columna amimea C18, i una fenil, utilitzant
les seguients fases mobils pures d’'SDS (M): 0.0%,®@.15 i 0.20, o SDS (M)—propanol
(%, v/v): 0.05-2, 0.05-6, 0.10-4, 0.15-2 i 0.15-6. Elsltats es mostren en la taula
3.1. El propanol és el dissolvent organic que stadda amb meés frequiéncia en les fases
mobils micel-lars per incrementar l'eficacia deisspcromatografics, i disminuir i
controlar la retencié. Es va observar el comportanmabitual en MLC amb SDS en
totes les columnes i fases mobils: un augment grcdacentracions d’SDS i alcohol
origina una disminucié en la retencié de lantimotD’altra banda, les eficacies
generalment disminueixen quan la concentracio medactiu augmenta, pero en canvi,
aquestes augmenten a majors concentracions ddvdigsorganic. Les tres columnes
(amino, C18, i fenil) mostren una retencié adequédaes eficacies i asimetries. Cal
ressenyar que la columna C18 presenta una bamaciét mentre que la fenil dona lloc
a millors eficacies. A més, el pic cromatografid’denoxicil- lina solapa amb compostos
endogens de l'orina en les columnes amino i C1BtdP¢, es va seleccionar la columna

fenil per a les seguents analisis.
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Taula 3.1.Parametres cromatografics obtinguts per a 'ambkic, eluida en les tres

columnes estudiades.

Fenil Amino C18

Kk N B/A Kk N B/A Kk N B/A

pH 3

0.05M 159 3140 11 162 2180 09 177 820 0.7
0.10 M 72 2350 1.1 8.1 1500 0.9 7.9 750 0.8
0.15M 40 1920 11 52 1400 1.0 5.1 750 0.9
0.20 M 31 1530 11 39 1460 1.0 3.9 750 0.9
pH 7

0.05M 0.3 1590 1.6 1.8 3260 1.8 0.5 770 1.0
0.10 M 0.3 1570 1.6 14 2620 1.4 0.4 770 11
0.15M 0.3 1520 1.2 1.2 2130 1.2 0.4 740 1.0
0.20 M 0.3 1430 1.2 12 2100 1.2 0.4 910 1.2
pH 3

0.05M-2% 9.1 3270 1.1 103 2010 099 9.9 2920 11
0.05M-6% 7.4 3660 1.2 73 2400 080 82 3510 1.0
0.10M-4% 45 2550 1.1 47 1800 090 46 1790 1.1
0.15M-2% 35 1900 1.1 48 1870 093 3.2 1350 11
0.15M-6% 3.2 3100 1.2 30 1900 094 29 1870 1.1

& propanol

3.4.2.Seleccié de la composici6 fase mobil

La fase mobil optima per a la separacié de I'ambikita es va obtenir aplicant un
procediment interpretatiu, que fa Us dels tempsetiencié i dels parametres de forma
dels pics cromatografics obtinguts en diverses sfag®bils, a concentracions de
tensioactiu i dissolvent organic adequadament ibisttes en l'espai dels factors
(constituit per les concentracions de tensioadaissolvent organic). En aquest estudi es
va injectar I'antibiotic en les seguents fases satiSDS (M)/propanol (%¢/v): 0.05/2,
0.05/6, 0.1/4, 0.15/2, 0.15/6; SDS (M)/butanol (@&): 0.05/2, 0.05/6, 0.75/5, 0.10/4,
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0,125/3, 0.125/5, 0.15/2, 0.15/6; i SDS (M)/pentght v/v): 0.05/2, 0.10/4. Els factors

de retencio, eficacies i factors d’asimetria ohiilsges resumeixen en la taula 3.2.

Taula 3.2. Parametres cromatografics obtinguts per a I'ambkita

en I'optimitzacio del meétode.

SDS (M) — alcohol (%) k N B/A
0.05-2 9.1 3270 1.1
0.05-6 7.4 3660 1.2
0.10-4 45 2550 1.1
0.15-2 3.5 1900 1.1
0.15-6 3.2 3100 1.2
0.05-2 7.5 2940 1.2
0.05-6 3.8 3490 1.3
0.075-8 3.5 3310 1.3
0.10-4 2.4 2940 1.1
0.125-8 2.9 2690 1.1
0.125-8 2.2 3190 1.1
0.15-2 2.6 1815 1.2
0.15-6 2.0 2780 1.2
0.05-2 4.6 3450 1.1
0.10-4 2.2 2390 1.4

3propanol ? butanol,® pentanol

Les dades cromatografiques obtingudes es modelitzanb el programakilichrom
[33] per a la seleccio de la composicio optima aléase mobil. Aquesta pot dur-se a
terme a partir de l'observacido de les superficiesresolucio o de la simulacio de
cromatogrames. Han de tenir-se en compte dive@o®ré en aquesta seleccid. La

primera és obviament la maxima separacio, peroteaknent ha de sacrificar-se un poc
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de resoluci6 a favor d’altres factors, com araeeifds d’analisi i la robustesa. Aixo pot

obligar a descartar les condicions seleccionademliment, i buscar altres fases mobils
gue originen una resolucié inferior. La prediccéd domportament de retencid, basat en
un model contrastat [37], facilita la seleccio dedmposicio optima de la fase mobil. Es
va utilitzar el seglient model per descriure larméte de I'amoxicil-lina en I'MLC amb

fases mobils hibrides:

1+Kg ¢
A81+KAD¢
1+Kyp ¢
M1+K @

= (3.2)
1+K

on [M] i ¢ sbén la concentracié molar del tensioactiu queasten forma de micel-les i
la fraccié volumetrica del dissolvent organic, espvament;Kas i Kav descriuen el
repartiment del solut entre la fase aquosa i lee fastacionaria o la micel-la,
respectivament{,p i Kyp, mesuren la variacio relativa de la concentraeidsolut en
I'aigua i en la micel-la, respectivament, en pregedel modificador, considerant com a
referéncia la dissolucié micel-lar pura. Els errpredits amb I'equacio 3.2 van estar

entre un 2—-4%.

El perfil dels pics cromatografics es va obtenir peitia del model gaussia
polinomialment modificat [38], que és una funcio ldedistancia a la coordenada del
maxim del pic, ¢ (temps de retencio):

h(t) = He(—l/z)q t-tg| [sp+s, (t-tr)]) (3.3)

on H és l'algcada del pic cromatografis, €s la desviacié estandard d’un pic simetric
gaussia que descriga la regio central del pic éxeetal, i, s, un coeficient que
guantifica la seua distorsio. Els coeficiesf$ s, es relacionen amb I'eficacia i el factor

d’asimetria.

99



Analisi d’amoxicil-lina mitjancant MLC

Es va descartar I'is de propanol ja que el tempgt@acio de 'amoxicil-lina no era
prou xicotet, mentre que el pentanol va originar sotapament entre els pics de
'amoxicil-lina i els dels compostos endogens deifa en la majoria de les fases
mobils. Cal indicar que el pentanol no va milloets resultats obtinguts amb el butanol.
Aquest Ultim va ser seleccionat com a modificadganic atés que permetia I'analisi de
'amoxicil-lina en un curt temps d’analisi i ambaunompleta resolucid. L'observacio
dels cromatogrames simulats en el disseny expetahete les fases mobils
d’SDS—butanol, va permetre triar la fase mobil mpti 0.1 M SDS-4%v(v) butanol—
0.01 M NaHPQ, tamponada a pH 3. Els parametres cromatografidaexicil- lina
en aquesta fase mobil van ser andB/A): 2.4, 2940, i 1.1.

3.4.3.Comportament de la matriu d’orina

El senyal de fons de les mostres d’orina, prodeitles proteines (en forma d’'una
banda ampla en la capcalera dels cromatogramesy, diversos compostos endogens
(que originen pics a diferents temps de reten@idl,afectar seriosament la deteccié de
'amoxicil-lina. D’altra banda, la injeccié d’'un mibre elevat de mostres d’orina pot
produir el deteriorament del farciment de la colagmecurtant la seua vida, o pot obligar
a realitzar una regeneracio frequent de la faseiestaria. Per tot aixo, es van analitzar

mostres d’orina després de la seua dilucio.

Es van injectar diversos blancs d’orina d’homesnes directament en el sistema
cromatografic amb I'objectiu de controlar el senys¢ de fons. El perfil de la banda
proteica i els compostos endogens de totes leg@sosin ser semblants als mostrats en

la figura 3.2a. No es van observar pics addicioealanalisis posteriors.
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(@)

0.00 200 4.00 £.00 600

(b)

(c)

I T I T I T |
0.00 200 4.00 6.00 500

Temps (min)

Figura 3.2. Cromatogrames del blanc dorina (a), orina addata amb
amoxicil-lina (15 pg/mL) (b), i amoxicil-lina exteela (6 pug/mL) en orina després
de 2 h de la ingestid de 'antibiotic (c). Fase thdbl M SDS4% butancHpH 3.
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3.4.4. Validaci6 del métode

La validacio del metode es va dur a terme d’acord k& guia de validaciBood and
Drug Administration (FDA) [39]. Els parametres avaluats van ser: $wiéat, linealitat,

limits de detecci6 i quantificacid, precisio i etial, robustesa i estabilitat del compost.

a) Selectivitat

Es van injectar directament en el sistema cromafiegcinc mostres d’orina que no
contenien l'antibiotic per determinar si els contpesendogens podien interferir en el
temps de retencio de I'antibiotic. No es va troteg interferéncia dels endogens en les

matrius fisiologiques estudiades.

b) Linealitat

Es van construir corbes de calibratge a partiedétees dels pics cromatografics en
set concentracions distintes (nou repliques), iatetval de concentracio 0.4-50 pg/mL.
Les corbes de calibratge es van obtenir per ald@sas micel-lars de I'analit i per a
mostres d’orina addicionades diluides en un fad&td00, per mitja del metode de
regressio lineal de minims quadrats. També, estaliar la variabilitat dels coeficients
d’ajust del calibratge obtenint 5 corbes en 5 difsrents durant un periode de dos
mesos a partir de diferents séries de patronspéiigents de les corbes en abseéncia i
presencia d'orina van ser semblants (0.6525 + (,0B%S ordenades en l'origen
generalment estadisticament nul-les (—0.04 + 0.@9% coeficients de determinacio,
R? > 0.9998.

102



Capitol 3

c) Limits de deteccio i de quantificacio

Els limits de deteccio (LOD, criteBs) i quantificacio (LOQ) per a I'amoxicil-lina es
van determinar d’acord amb la guia de validacio HBA a partir la desviacio estandard
de les arees dels pics obtinguts en injectar peoplieat dissolucions que contenien
I'amoxicil-lina, en preséencia i absencia d’orina, a concentracio situada en la part
baixa de la corba de calibratge. Els LODs i LOQs DS i en orina son:
0.04i0.10 pg/mL, i 0.14 1 0.34 pg/mL, respectieann

d) Precisi6 i exactitud

Es va avaluar I'exactitud i precisié de les analen assajos realitzats en el mateix
dia (intradia) o al llarg de diversos dies (inta)di Per a aixd es va analitzar
I'amoxicil-lina en set concentracions distintesl’arierval 0.4-50 pg/mL en preséncia i
absencia d'orina. La precisio intradia es va deiggminjectant les dissolucions nou
vegades en el mateix dia, mentre que la interdimeslcular com la mitjana de les nou
mesures dels valors intradia obtinguts al llarghddies en un periode de 3 mesos
realitzats per diferents analistes i equips. Elsultats, expressats com desviacio
estandard relativa (RSD), per als assajos intratérdia son 0.4-2.7% i 0.3-5%,

respectivament, al medi micel-lar, i 0.14—-2.6%4B86%, respectivament, en orina.

e) Robustesa

La robustesa del métode es va estudiar injectargepeuplicat una dissolucio patré
de 10 pg/mL en fases mobils a les quals se lesahaallitzat xicotets canvis en els
parametres cromatografics (flux, concentracié dsiteactiu, percentatge del dissolvent
organic i pH). Es van trobar diferencies insigrfits en les arees i poca variabilitat en
els temps de retencié de I'amoxicil-lina. Els rests| mostrats en la taula 3.3, indiquen
gue els factors seleccionats es mantenen estabées ep realitzen xicotets canvis en
aguests parametres, tret del flux.
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Taula 3.3.Avaluacié de la robustesa del méetode.

Parametre cromatografic

Nivell & @min)

A: SDS (M)
0.095 —0.005 5.23
0.1 0 5.10
0.0105 +0.005 5.01
Mitjana + SD 5.11+0.11
RSD (%) 2.2
B: Butanol (%\V/v)
3.9 -0.1 5.29
4 0 5.10
4.1 +0.1 4.99
Mitjana + SD 5.13+0.15
RSD (%) 2.9
C: pH
2.9 -0.1 5.31
3 0 5.10
3.1 +0.1 4.92
Mitjana £ SD 5.11+£0.20
RSD (%) 3.9
D: Flux (mL/min)
0.9 -0.1 5.67
1 0 5.10
1.1 +0.1 4.56
Mitjana £ SD 51+0.6
RSD (%) 11.8
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f) Estabilitat

Es va observar que les dissolucions d’amoxicil- lpreparades en abseéncia i
presencia d’orina es degradaven després d’'una setmi@mmagatzematge. La seua
descomposicio es va confirmar per I'aparicio desnpies en els cromatogrames a uns
temps de retencio de 4.58 i 5.30 min, els qualsaminterferir amb el de I'analit. Per
tant, totes les dissolucions es van conservarGfth8 a la seua analisi, i es van usar en
el periode d’'una setmana. L'amoxicil-lina es valilmaa immediatament després de la
seua preparacio i en intervals de temps selecsiomtrant el seu periode
d’emmagatzematge. Transcorregudes 24 h, 48 h tMasa de la seua preparacié en
orina, la degradacio va ser del 4%, 19% i 64%, aetfpament.

g) Analisi en preparacions farmaceutiques

Per confirmar la utilitat del metode, en primercll@s van analitzar dos
medicaments comercialitzats com comprimits (Normdaiter) que contenen una
mescla d’amoxicil-lina (875 mg) i un inhibidor fidactamases (acid clavulanic, 125
mg). Per a les analisis, es van pesar, triturabmdygeneitzar deu comprimits. A
continuacio, es van pesar sis porcions i cada @ns&aesonicar en una Xxicoteta
guantitat d’etanol en un bany d'ultrasons. Desmésva utilitzar una dissolucié
0.05 M SDSpH 3 per afavorir I'extraccié de I'amoxicil-lina deu amb ajuda del
bany d’ultrasons, i finalment es va diluir amb lateixa. Els excipients van ser
insolubles en el medi micel-lar, per tant, lesaligsons de les mostres es van filtrar
abans de la seua injeccio en el sistema cromatogEl$ valors trobats concorden
amb els declarats pels fabricants, no observantege interferéncia de I'acid
clavulanic. La quantitat trobada per comprimit es 878.1 £ 0.6 mg i 880.0 £ 0.6

mg, per als medicaments de Normon i Alter, respactent.
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h) Determinacio d’amoxicil-lina en mostres d’orina ditionades

En segon lloc, es va investigar també l'aplicacg procediment cromatografic
proposat a la determinacié d’amoxicil-lina en orindilitzant inicialment mostres
d’orina addicionades en un factor de dilucié d’DHinb 0.05 M SDS—pH 3. Per a aixo
s’addiciona I'orina en set concentracions conegutifesents (0.4 a 50 pg/mL) dins de
linterval de linealitat estudiat, realitzant-seungepliques per a cada concentracio. Les
recuperacions es van calcular comparant la coramatrobtinguda en les mostres
d’orina addicionades respecte a les quantitats.réguestes van ser excel-lents, trobant-
se en l'interval 95-110%. Els errors més gransagsobtenir per a les concentracions
més baixes. La figura 3.2b mostra el cromatogramaadmostra d’orina addicionada

qgue conté amoxicil-lina analitzada amb la fase hugtima.

i) Control en mostres reals d'orina

Finalment, es van realitzar estudis d’excreciéariammamb un voluntari sa, al qual es
va administrar una dosi oral d’amoxicil-lina (878)mEs va recollir una mostra d’orina
just abans de I'administracié del farmac per séitastda com a blanc, i altres van ser
recollides a intervals de temps apropiats post@iasi vegades al dia, aproximadament
cada 1 h), mesurant-se el volum. Les mostres esrefuigerar a 4 °C fins a ser
analitzades, moment en el qual es van diluir enfagtor 1:100, i es van injectar
directament en el sistema cromatografic sensereafament previ, excepte la filtracio.
No es va observar cap interferéncia de I'acid déavia ja que aquest compost a penes
absorbeix Xmax = 201 nm en aigua) a la longitud d’ona de meskra 10 nm). La
figura 3.3 mostra I'evolucié de la concentracio IEmoxicil-lina durant I'excrecio
urinaria. La concentracié maxima excretada va se8@B pg/mL a les 4 h de la seua
administracio oral, mentre que la quantitat excl@tde forma inalterada va ser de 517
mg (59% de la dosi administrada). La figura 3.2cstreo el cromatograma de
I'amoxicil-lina excretada després de 2 h de la selmainistracio.
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Figura 3.3. Estudi d’excrecio urinaria de I'amoxicil-lina deéprde la

seua administracié oral a un voluntari sa.
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3.5. Conclusions

Els resultats indiquen que el procediment d’MLCpmsat pot ser utilitzat per a

'analisi d’amoxicil-lina, una de les penicil-linggescrites amb més frequéncia, en

mostres d’orina, amb un temps d’analisi inferi@ min.

La validaci6 del métode que inclou selectivitahehlitat, sensibilitat, exactitud,

precisio, estabilitat i robustesa, es va desenanldp manera eficient obtenint resultats

satisfactoris. El metode es va aplicar a l'anali&moxicil-lina en preparacions

farmaceutiques i orina. El procediment proposab&és prou sensible per ser aplicat en

I'analisi rutinaria de control de qualitat i estsidarmacocinetics del farmac si es té en

compte que les mostres d'orina es van injectareseap tractament previ per separar o

preconcentrar el farmac.
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Capitol 4
Analisi cromatografic de mostres d’orina i medicamats

gue contenen antibiotics del grup de les penicilries

4.1. Resum

En aquest quart capitol es presenta un procedidectomatografia liquida d'alta
resolucié que utilitza fases mobils micel-lars idiés per a la determinacié simultania de
guatre antibiotics del grup de les penicil-linasdaicil- lina, ampicil-lina, cloxacil-lina i
dicloxacil-lina) en preparats farmaceutics i masul®rina, que s’injecten directament
en el sistema cromatografic. Les penicil-lines sdilitzades per al tractament
d’infeccions gastrointestinals i sistemiques. Lpasacio cromatografica es va realitzar
utilitzant una columna Zorbax C18 i deteccié a 2b@. L'aplicacié d’'un procediment
d’optimitzacio interpretatiu, basat en I'equaci@qgelaciona el factor de retencié amb la
concentracié micel-lar, va facilitar I'obtencio Becomposicié de la fase mobil en que
els antibiotics es resolen millor. La seua deteatiih es va dur a terme amb una fase
mobil micel-lar de 0.11 M de dodecilsulfat sodi&% propanol — 0.01 M NaiRQ,
tamponada a pH 3. En aquestes condicions el testgdsdfanalisi va ser de 16 min. No
es va observar cap interferencia de la banda deeipes de l'orina o compostos
endogens. El metode va ser validat d’acord amhiafpod and Drug Administration
tenint en compte parametres analitics com la liregR? > 0.994), la precisio intra i
interdia (RSD: 0.1-4.4%, i 1.2-5.9%, respectivarpemtla robustesa, entre altres. El
metode és prou sensible per a I'analisi rutinaggpdnicil-lines en els nivells urinaris
terapéutics, amb uns limits de detecci6 en un rddAgh—15 ng/mL i limits de
guantificacié de 50 ng/mL. Les recuperacions alimedel-lar i en una matriu d’orina
addicionada es van obtenir en els intervals 9282% i 96-110%, respectivament.
Finalment, el métode es va aplicar amb éxit a tardenacié d’aquests antibiotics en

medicaments i mostres d’orina.
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4.2. Introducci6

Les penicil-lines, antibiotics del grup defslactamics, han sigut els agents
antimicrobians més ampliament utilitzats durant ae80 anys i encara son considerats
com un dels grups d’antibiotics més importants.tifzen per tractar infeccions del
tracte respiratori I'origen del qual es deu a leasid bacteriana [1]. També s’usen
clinicament contra els bacteris grampositius i gragatius [2]. L'estructura basica de
les penicil-lines (acid 6-aminopenicil-lanic) catsix en un anell tiazolidinic unit a un
anell B-lactamic amb una cadena lateral. L’anell de tidrwh serveix per protegir a
I'anell B-lactamic. Les seues modificacions poden donardl@anvis en les propietats
farmacocinetiques i antibacterianes. L'angllactamic és el responsable de l'accié
antibacteriana. Es molt labil enfront de [e$actamases bacterianes i quan es trenca
I'antibiotic perd el seu efecte. La cadena laté&slvariable i determina les propietats
farmacologiques de cada penicil-lina, en gran naan&spectre antibacteria, la

susceptibilitat a leB-lactamases i la poténcia que caracteritza a &mis penicil-lines
[3].

Hui en dia, 'amoxicil-lina (AMO) és l'antibiotic 8 comunament usat. Es tracta
d’un antibiotic B-lactamica-amino-substituit que és utilitzat ben sovint aseadel seu
ampli espectre d’accié contra microorganismes,ligeel baix cost. Té una polaritat
moderada, indicada pel valor del seu coeficient rdpartiment octanol-aigua
(log Poww = 0.87), mentre que les seues constants de disgbéieid-base sénkp = 2.7,
7.519.6 [3, 4]. S'absorbeix rapidament desprémdér sigut administrada per via oral.
En orina, s’excreta de forma inalterada al voltdinin 60% d'una dosi oral en les
primeres 6 hores i un 20% com el seu metabolittimgécid peniciloic) en el mateix
periode.

Per la seua banda, I'ampicil-lina (AMP) s’utilitea el tractament de les infeccions
dels tractes intestinals, urinaries i respiratQriperO mostra una menor activitat

antimicrobiana que I'AMO. Té també una polaritatde@da (logP.w = 1.06), i les
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seues constants de dissociacio dép+2.51 7.1 [3,4]. S’absorbeix facilment encara qu
de forma incompleta per via oral. Aproximadament3@®¥% d’'una dosi oral s’excreta
com a farmac inalterat en I'orina en les primeré®gs, i al voltant d'un 10% com acid

peniciloic.

Tanmateix, la cloxacil-lina (CLO) és un compostaidbic (logP.w= 2.5) amb una
constant de dissociaci&p= 2.7 [3]. S’absorbeix de manera incompleta paroval i un
35% d’'una dosi oral s’excreta en orina de formdtenada després de 12 hores, mentre

gue un 11% ho fa com acid peniciloic.

Finalment, la dicloxacil-lina (DIC) presenta unesacteristiques quimiques molt
semblants (logPo,w = 2.91) a la CLO [3]. CLO i DIC pertanyen a lesnjod: lines
resistents a la penicil-linasa, mentre que '’AM®@NIP pertanyen a les penicil-lines
d’ampli espectre. La figura 4.1 mostra les estmestiquimiques dels quatre antibiotics

estudiats.

S’han desenvolupat diverses tecniques analitiqegsapla determinacio de les
penicil-lines des del seu descobriment. Els assajosobiologics han mostrat ser un
tipus de metodes microbiologics de screening inBEssi lents, o no quantitatius [5],
mentre que els metodes colorimetrics no tenen dgp@t, limitant d’aquesta forma la
seua aplicacio [6]. La cromatografia liquida d’alesolucio high-performance liquid
chromatography HPLC) és actualment la técnica més utilitzada pen’analisi
d’antibiotics, ja que combina especificitat ambssiilitat, reproductibilitat i rendibilitat.
Encara que aquesta tecnica s’ha aplicat principatlmer a I'analisi d’amoxicil-lina,
també han aparegut en bibliografia diversos procedis cromatografics per a I'analisi

simultania de diverses penicil-lines.

D’aguesta manera, s’han descrit diversos metoda#ias de cromatografia liquida
per a la determinacié d’AMO [7-20], AMP [11-23], OU11-17, 19, 21, 24-26] i DIC
[11-16, 20, 23-27] en fluids fisiologics (sérum,agsha i orina), preparacions

farmaceutiques, i aliments d'origen animal, entites. S’ha utilitzat la deteccio
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ultraviolada, de fluorescencia, electroquimican, aguns casos, I'espectrometria de
masses. S’han detallat diverses técniques de pipate mostres per a plasma o serum
gue inclouen desproteinitzacié [12, 23] i extrad&09, 11, 13, 14, 18]. Alguns métodes
utilitzen derivatitzacio precolumna [15, 26] o pmdtimna [10] amb posterior deteccio
fluorescent, o una degradacié fotoquimica [24] ahebeccié electroquimica. D’altra
banda, s’han establit altres metodes per a I'arddisnescles de penicil-lines en el sector
farmaceéutic [7, 12, 28, 29], fluids biologics [Z8)] i aliments [31-33]

La cromatografia liquida micel-lam(cellar liquid chromatographyMLC), que
utilitza una dissolucié de tensioactiu com a fasdiiren una concentracio superior a la
concentracié micel-lar critica, és una alternaaviHPLC classica. L'MLC permet
I'analisi de matrius complexes sense necessita¢aézar una etapa previa d’extraccio,
pel fet que les micel-les tendeixen a enllacardes @roteines competitivament, donant
lloc aixi a complexos proteines-composts i protwifi@res. Les proteines son
solubilitzades i arrossegades de forma innocuaemdissolvent en compte de precipitar
en la columna. Diversos treballs han demostratiléat de la injeccio directa en MLC
per a la determinacié de compostos de diversaalasa en productes farmaceéutics [34],

serum [35] i orina [36].

En aquest capitol, es mostra el desenvolupamemtvalidacié d’un nou metode
d’MLC per a la quantificacio de forma simple, rapidespecifica de quatre penicil-lines
(AMO, AMP, CLO i DIC) en preparacions farmaceutiguanostres d’orina. El metode
ha sigut validat seguint les directrius de la geo@d and Drug Administratiof37]. El
proposit que es persegueix amb el desenvolupamequest procediment és la seua
possible aplicacié en les analisis de rutina entrotn de qualitat de productes

farmaceutics, aixi com en estudis farmacocinétics.
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4.3. Part experimental
4.3.1.Reactius

Es va utilitzar dodecilsulfat sodic (SDS, 99% pajdeshidroxid sodic (Merck,
Darmstadt, Alemanya), dihidrogenfosfat sodic, lgarmwl (Scharlab, Barcelona), acid
clorhidric i etanol (J.T. Baker, Deventer, PaisoaixBs). Els antibiotics van ser:
amoxicil-lina, ampicil-lina (Sigma, St. Louis, MBUA), cloxacil-lina i dicloxacil-lina
(MP Biomedicals, Solén, Ohio, EUA). Es va utilitzsigua destil-lada desionitzada en la
preparaci6 de totes les dissolucions (Millipore .S.A Molsheim, Franca). Els
medicaments es van adquirir en una farmacia, exdeathocil que va ser directament

subministrat per Sandoz (Princenton, EUA).

4.3.2.Instrumentacio i condicions cromatografiques

Es va utilitzar el mateix sistema cromatografic gilant Technologies, aixi com les
mateixes condicions d’'operacié descrites en eltoh@. La balanca analitica, el
pHmetre, I'agitador vortex, i la unitat d’ultrasoteambé van ser els mateixos que els

descrits en el capitol 3.

Les columnes analitiques estudiades van ser: Hydenenyl, Kromasil C18 i
Zorbax C18 (Scharlab), totes amb les mateixes dimoaa (150 mm x 4.6 mm, 5 um de

grandaria de particula).

La separacio es va dur a terme utilitzant la colu@orbax C18 en un compartiment
termostatitzat a 25 °C a una longitud d’ona de 1210 La composicié de la fase mobil
seleccionada va ser 0.11 M SDS-6%v)( propanol-0.01 M Na}PO, tamponada a
pH 3. En aquestes condicions, el temps total d'sinaa ser inferior a 16 min.
Finalment, es va usar el programafichrom [38] per al tractament de les dades

cromatografiques i la seleccié de la composicitadase mobil optima.
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4.3.3.Preparaci6 de dissolucions estandard, mostressefamobils

La preparacié de les fases mobils micel-lars eduva terme de la mateixa manera
descrita en el capitol 3. No obstant aix0, en aquesasio es va afegir propanol a les

mateixes com a dissolvent organic.

Es van preparar dissolucions patr6é individuals @ep/mL de cada antibiotic
(AMO, AMP, CLO i DIC) dissolent cadascun d’aquestas uns pocs mil-lilitres
d’etanol, amb l'ajuda d’'un bany d’ultrasons i, fim&nt, es va aforar amb una dissolucié
0.05 M SDS-pH 3.

Les mostres d’orina van ser recollides en dispasite recol-lecciéo d’orina (BD
Vacutainer Systems, Plymouth, Regne Unit). Es vaepgrar dissolucions patrd
addicionades amb orina, que contenien 50 pg/mL déascuna de les quatre
penicil-lines, diluint I'orina en un factor d'1:%0mb 0.05 M SDS—pH 3. Les dissolucions
van ser preparades diariament, es van protega Mienh i es van conservar a 4 °C fins al
seu Us. Les mostres d'orina es van injectar dineetd en el sistema cromatografic
després de la dilucié descrita anteriorment seiage altre pretractament. Les fases
mobils micel-lars, les dissolucions patrd i les tmessd’orina es van filtrar a través de
membranes de nilé 0.45 pum (Micron Separations, Méest MA, EUA) previ a la seua

utilitzacio o analisi.

4.3.4.Determinacié en preparacions farmaceutiques

Es van analitzar medicaments en forma de comprirnapsules que contenien entre
250-875 mg de I'antibiotic corresponent i excipgeil pes mitja per comprimit/capsula
es va calcular prenent 10 unitats. A continuadiépatingut del comprimit o capsula es
va triturar i es va reduir a pols fi homogeni enmarter, d’'on es van pesar diverses
porcions amb precisio i es van sonicar en preséheianol (5%v/v, del contingut final)

en un bany d’'ultrasons. Després es va afegir ussoldicio de 0.05 M SDS—pH 3 per
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afavorir I'extraccio de I'analit, utilitzant de nal bany d’ultrasons. A continuacio, es va
efectuar una dilucié amb la mateixa dissoluci6 iniae per obtenir una concentracié

final de 20 pg/mL. Els excipients en els comprimiggpsules no es van dissoldre en el
medi micel-lar, d’aci que les dissolucions de lexstnes es filtraren abans de la seua

injeccid en el sistema cromatografic.

4.4. Resultats i discussio
4.4.1.Seleccié del pH de la fase mobil

Les estructures dels antibiotics estudiats es e la figura 4.1. Es pot observar
gue AMO i AMP existiran en la seua forma catione@ medi acid a causa de la
protonacié del grup amino, en forma zwitterioniceaig el medi siga neutre a causa de la
protonacié del grup amino i la desprotonacio delpgcarboxilic, i en la seua especie
anionica en medi basic per la desprotonacié dgd garboxilic. Tanmateix, CLO i DIC

es troben en la seua forma neutra a valors de pHiamnionica a pH basic.

Cal tenir en compte que l'estabilitat de les pédnines depén en gran manera del
pH, sent més estables en l'interval entre 6.0-39). [Aixi, I'analisi de mostres que
contingueren una mescla d’aquests quatre antibibcria de dur-se a terme amb fases
mobils tamponades en aquesta zona. Tanmateix, esnsatar que la retencio de les
quatre penicil-lines disminueix quan el pH de lsefanobil augmenta, i elueixen en el
temps mort a pH 7. Aix0 és causat per la repulsitbeeles carregues negatives del
tensioactiu i els antibiotics, que es troben eselaa forma anionica a aquest pH. Per tant,
I'inica opcio possible va ser utilitzar fases meldmponades a pH 3. A aquest valor es
va obtenir una millor resolucié i uns temps de nmeil@ adequats per als quatre
compostos. El seguent pas va ser estudiar I'esgabdels antibiotics en aquestes

condicions.
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4.4.2.Estabilitat dels antibiotics

La majoria de les penicil-lines son practicameastables en medi acid fort, ja que
poden hidrolitzar-se, mentre que en condicionsrasud alcalines mantenen la integritat
estructural de les seues molécules. No obstant aod s’ha indicat anteriorment,
només les fases mobils tamponades a pH 3 propertian control adequat sobre la
retencio de les penicil-lines, i per tant ha d'dstuse la seua estabilitat en aquestes
condicions. Per aix0, es van addicionar mostresrdicamb les quatre penicil-lines, i es
va avaluar I'estabilitat en medi acid (pH 3) a teaperatures (4 °C i 25 °C) fent Us de la
fase mobil 0.11 M SDS—6% propanol. Després de dmssdlemmagatzematge a 4 °C, es
va observar la degradacié d’AMO, AMP i CLO per Bagié de nous pics en els
cromatogrames que van solapar amb els pics deldtsan®’altra banda, la
descomposicio de DIC és més rapida i té lloc 8laesres de la seua preparacio. Aixi,
totes les dissolucions es van preparar diariamegtvian conservar a baixa temperatura

(4 °C) fins a la seua utilitzacio.

Durant el periode d’estudi de I'estabilitat de tBssolucions de les penicil-lines,
aquestes es van analitzar immediatament despri@ssaeia preparacio i en intervals de
temps seleccionats al llarg del seu emmagatzemBiggprés de 6 h, 24 h i 42 h de
conservacio a 4 °C, la descomposicio d’AMO, AMP,CCLDIC va ser de 0%, 1% i
35%; 0%, 0.2% i 18%; 1%, 10% i 30%; i 53%, 74% Po/&espectivament. D’altra
banda, a 25 °C es va observar una degradacioetri®e (AMP) i el 90% (DIC) després
de 3 hores d’haver-se preparat les dissolucionstd®, en aquestes condicions, les
mostres han d’analitzar-se durant les primeresd&dprés de la seua preparacid. Les
mostres d’orina també poden conservar-se durarg guantes setmanes a —20°C sense
que s'observe cap degradacio apreciable.
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4.4.3.0ptimitzacio cromatografica: seleccié de la columnla fase mobil

Per a la seleccio de les millors condicions d’anadis van estudiar tres columnes de
diferent naturalesa (Hypersil phenyl, Kromasil G1Borbax C18). Aquestes presenten
les seguients caracteristiques comunes: grandapiards (100 A), grandaria de particula
(5 um), longitud i diametre intern (150 mm x 4.6 Jnrhes fases estacionaries
d’octadecil (C18) continuen sent les més populais empaquetatges de base de silice
els més ampliament utilitzats en cromatografiaitigule fase inversa a causa de la seua
capacitat de separar una gran varietat de soluisama resolucio, selectivitat i eficacia.
Les fases estacionaries de fenil han demostraitdemer a la separacio d’especies en
qué poden utilitzar-se interacciomsn durant el procés de retencid, com ara els

compostos aromatics.

La fase estacionaria modificada pel tensioactiuodis suposa importants
implicacions en relacié amb la retencio, eficacisimetria dels soluts en MLC. A més,
la majoria dels procediments analitics requerebeatdicié d’un dissolvent organic a la
fase mobil, la qual cosa redueix els temps de c&ienaugmenta les eficacies dels
compostos. Generalment, s’'usen alcohols de cadete com el propanol, butanol o
pentanol. En aquest cas, es va seleccionar prgpgnajue permetia la resolucié
completa dels quatre compostos en un temps d’ar@equat, a més de la separacid
entre el pic ’AMO i la banda de les proteines’deria. No obstant aixo, si s'utilitzara
butanol o pentanol, es produiria un solapamentezi pics de les penicil-lines i els de
I'orina. Ha de ressenyar-se que la seleccio dedtall esta directament relacionada amb

la polaritat dels compostos estudiats.

Les dissolucions patro i les dissolucions patréi@ddades en orina de les quatre
penicil-lines es van injectar en les tres columsamt fases mobils micel-lars hibrides a
diferents concentracions d’'SDS i propanol. Elsdextde retencidky, eficacies ) i
factors d’asimetriaB/A) obtinguts es resumeixen en la taula 4.1. Elsltegsude la

columna fenil no es mostren pel fet que diversespmstos no van eluir en la majoria de
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les fases mobils utilitzades, rad per la qual edestartar I'is d’aquesta columna per a
posteriors estudis. Aixi, es van dur a terme daxgssos d’optimitzacid, un per a la

columna Kromasil, i un altre per a la columna Zarba

A continuacio, es va portar a terme una estratégiptimitzacio interpretativa per
seleccionar la columna, i les concentracions deidantiu i dissolvent organic mes
adequades per a I'analisi simultania de les quarecil-lines. El disseny experimental
gue es va utilitzar per examinar el comportamepmatografic dels antibiotics va
consistir en seleccionar cinc fases mobils (qudtkiguestes situades en els vertexs d’'un
rectangle i la cinquena en el seu centre), lessgeglhan tamponar a pH 3. En el cas de
la columna Kromasil es van utilitzar les seguemsosicions d’'SDS (M) / propanol
(%): 0.05/2.5, 0.05/12.5, 0.10/7.5, 0.15/2.5 0.251 Aquestes concentracions van ser
seleccionades a fi d’evitar per un costat queesigpps de retencié foren molt elevats, i
per un altre molt proxims al temps mort. Tanmati@iconcentracié maxima de propanol
per a la columna Zorbax va ser de 7.5% en lloc 1#5%, pel fet que totes les
penicil-lines eluien molt prop del temps mort peroacentracions superiors a 7.5%, la
qual cosa donava lloc a un considerable error en pleediccions de l'etapa de
modelitzacio. Les dades cromatografiqued\(i B/A), es van tractar amb el programari
Michrom [38], el qual, a més, també mostra els canvislercrematogrames predits
guan es varia progressivament la concentracié soldient organic i tensioactiu. La

retencio dels compostos es va modelitzar amb laesegquacio [40]:

1
KAS
1+K
k= 1+KADZ (4.1)
1+ Ky oo [M]

A 1+ I<AD ¢

on [M] i ¢ sbén la concentracio molar del tensioactiu queasten forma de micel-les i
la fraccio volumétrica del dissolvent organic, mdjpvament;Kas i Kav descriuen el
repartiment del solut entre la fase aquosa i la fastacionaria, o la micel-la,

respectivament{,p i Kyp, mesuren la variacio relativa de la concentraeidsolut en
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l'aigua i en la micel-la, respectivament, en pregedel modificador, considerant com a
referéncia la dissolucié micel-lar pura. L’equagit s’ha utilitzat, també, en els estudis

de modelitzacié de la retencio que es present@tsazapitols 5-10.

Les equacions de retencio dels quatre antibiofic, amb les eficacies i factors
d’asimetria dels pics cromatografics es van uélitzer obtenir diagrames de la funcio de
resolucio [41]:

e

4.2)
2.0,
i=1
n
on O; és el grau de solapament o fraccio solapada del pi
0=1-M (4.3)
V\/i

sentw; I'area total d’'un pic donatw;’ I'area del pic solapat amb el cromatograma format
pels pics restantst €s el nombre de pics del cromatograma. La funeiéedolucioRs,
varia entre 0 i 1, indicant la proximitat a la amita bondat de la separacid. L'equacio
3.3 del capitol 3 es va utilitzar per descriurepetfil dels pics cromatografics. Les
diferents regions de I'espai de variables soviassdcien amb diferents parells de pics
critics. Per tant, s’obté una millor visié del camament cromatografic en els sistemes
micel-lars si s’examinen els diagrames de resoldeites mescles, en un ampli interval
de concentracions de tensioactiu i dissolvent acgdan qual cosa permet I'avaluacié de

la robustesa de la composicio de la fase mobihtapti

La figura 4.2 mostra els diagrames de resolucio @des columnes Zorbax i
Kromasil, dibuixats utilitzant les dades cromatdigies dels antibioticsk( N, i B/A)

obtinguts en les cinc fases mobils indicades antagnt. Per a la columna Kromasil, la
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majoria dels pics de les penicil-lines van solawab la banda de proteines de 'orina i/o
els compostos endogens per a diverses composideles fases mobils, donant lloc a
una baixa resolucié en quasi tot I'espai de lesabéas (figura 4.2a). La separacio dels
guatre compostos nomeés va ser possible en unataa@gio, encara que aquestos no es
van resoldre fins a la linia base. D’altra bandayan produir diversos canvis en l'ordre
d’elucio dels compostos en tot I'espai en variat ta concentracio de tensioactiu com la
de dissolvent organic (p.ex., AMO i AMP, d’'una band CLO i DIC, d'una altra).
Tanmateix, per a la columna Zorbax, es van obtens temps de retencié adequats i
bones eficacies per als quatre compostos senses’gogervara cap interferencia de
I'orina. En aquest cas, I'ordre d’elucié dels aittilcs va ser sempre el mateix. A meés, la
resolucié optima (valors proxims a la unitat) séoben una amplia regiéo de
concentracions d’SDS i propanol (figura 4.2b), lalgnhomés es modifica en dos regions
en que disminueix drasticament a causa d’'un solapaentre alguns pics: a) una zona
molt estreta a concentracions baixes d’'SDS (0.05ddhcentracions elevades d’alcohol
(7.5%), on es produeix el solapament entre els @ikMO i CLO, i b) en una regio
delimitada per concentracions d’SDS entre 0.075 BL15 M, i fins a un 5% de
propanol, on els pics de DIC i AMP solapen comphetat, o fins i tot ocorre un
solapament parcial entre AMP, CLO, i DIC. Per tad, va seleccionar la columna
Zorbax per a dur a terme els posteriors estudisigaproporcionava una major robustesa
(una zona més amplia on els compostos se sepangplatament a nivell de la linia

base).

Finalment, es va seleccionar la fase mobil 0.11 3M%% propanol-0.01 M
NaH,PO,—pH 3 per a l'analisi dels antibiotics ja que petiméa seua determinacié en
menys de 16 minuts amb una bona resoluRi=0.993), i a més, no es van observar
interferencies de la banda de proteines o compostagens. Els parametres
cromatograficsk, N i B/A) obtinguts per als antibiotics en aquesta faseilnvab ser:
2.4,160011.4;11.1,8001i 1.8; 5.6, 8001 1.8;0, 800 1.7 per a AMO, AMP, CLO i

DIC, respectivament. En la figura 4.3, es mostréh @omatogrames simulat i
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experimental obtinguts per a una mescla de lexipdinies, sent la concordanca entre

ambdds cromatogrames excel-lent.

4.4.4.Comportament de la matriu d’orina

A causa de la senzillesa en la manipulacié de lestmes, I'orina s'utilitza
preferentment a altres fluids fisiologics en el tcon de la ingesti6 de farmacs.
Tanmateix, quan es realitza la injeccio directd@na en el sistema cromatografic, la
banda ampla que apareix en la capcalera dels avgraates, i els pics dels compostos
endogens que s’obtenen a diversos temps de retgmmiten afectar seriosament la
deteccio dels farmacs meés hidrofili€er tant, si el nivell de concentracié del farmac
analitzat no és excessivament baix, és convenigrit th mostra d’orina abans de la

seua injeccio, per reduir 'amplada de la bandeesi@roteines.

Per aquest motiu i per protegir la vida de la colama causa de la matriu adsorbida
després de la injeccio d’un nombre elevat de mesti@ina, es va decidir dur a terme
les analisis després de la diluci6 de les mostes.a totes les penicil-lines, es va
aconseguir una sensibilitat adequada després diilune6é en un factor 1:50, per a la
seua deteccid en orina almenys fins a 12-14 h éesfar la ingestid dels antibiotics. Els
perfils de la banda de proteines i compostos emdoger a totes les mostres van ser
semblants als mostrats en la figura 4.4a. No estrednar pics addicionals en analisis

posteriors. Aquestos resultats s6n compatiblesasiequisits de les analisis de rutina.
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Figura 4.2. Diagrames de resolucié segons el criteri d’optiatto de les
fraccions solapades per a la separacio de lesegpatricil-lines, eluides
amb fases mobils d’SB®ropanol a pH 3 i utilitzant les columnes:

(a) Kromasil, o (b) Zorbax.
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Figura 4.3. Cromatogrames predit (a), i experimental (b) d’'ovescla d’aproximadament
10 pg/mL d'amoxicil-lina  (AMO), ampicil-lina (AMP),cloxacil-lina (CLO) i
dicloxacil-lina (DIC), per a la fase mobil selecw@da (0.11 M SDS% propancipH 3).
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Figura 4.4. Cromatogrames del blanc d'orina (a), i de lesrmguaénicil-lines (10 pg/mL) en
una mostra d'orina addicionada (b), per a la fasbilseleccionada (0.11 M SB6%
propanotpH 3). Totes les mostres es van diluir en un fagttn’50 amb 0.05 M SD$H 3.
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4.4.5. Validacio del metode

La validacié del métode es va realitzar seguindiesctrius indicades en la guia de
validacié Food and Drug AdministratiofFDA) [37], per a I'avaluacio dels segients
parametres: selectivitat, linealitat, limits deeseio i quantificacio, precisio, exactitud,

recuperacio i robustesa.

a) Selectivitat

Es van seleccionar sis mostres d’orina que no n@rteels antibiotics com a mostres
de control, i es van analitzar mitjancant injecdiéecta en el sistema cromatografic
després de la seua convenient dilucié. Es va estueli grau en qué els pics
cromatografics dels compostos endogens podeneaniteeh els temps de retencio de les
penicil-lines. No es va observar cap interfereeaides matrius fisiologiques estudiades

guan es van comparar els blancs d’orina amb ma$weasa addicionades (figura 4.4).

b) Linealitat

Les corbes de calibratge es van construir utilithes arees dels pics cromatografics
de les penicil-lines en vuit concentracions difesefsis repliques), en linterval de
0.05-25 pg/mL, i en dos matrius diferents: mediehlar i orina (factor de dilucio
1:50). La variabilitat dels parametres del calipeates va estudiar per mitja de la
realitzacio de les corbes durant 5 dies en un gerdée 2 mesos, a partir de diferents
grups de patrons. Els pendents i les ordenadesrageh es van determinar pel metode
de regressié lineal de minims quadrats. Els rdsultan ser semblants en ambdos
matrius (els errors relatius foren inferiors a I'l8a tots els casos), mentre que la
correlacio va resultar ser lineal per a tots elgbaitics en l'interval de concentracio

estudiat.
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Les equacions ajustades, els coeficients de detacidi &) i les desviacions

estandard relatives (RSD, %) dels pendents pedascana de les penicil-lines en orina

son:

AMO y=0.589x +0.018 R*=0.994 RSD (%)=1.6
AMP y=0.557 x—0.034 R*=0.997 RSD (%)=1.2
CLO y=0.436 x—-0.031 R*=0.994 RSD (%) =6.7
DIC y=0.436 x—0.032 R*=0.994 RSD (%)=1.6

c) Limits de deteccid i de quantificacio

Es van calcular els limits de deteccié (LOD) pekMO, AMP, CLO i DIC en el
medi micel-lar i en orina (n = 10) aplicant el eit3s [37] (tres vegades la desviacio
estandard de la dissoluci6 menys concentrada m@&nda corba de calibratge dividida
pel pendent, i utilitzant una série de 10 dissalngique contenien aquesta concentracio).
Els LODs (ng/mL) en la dissolucié micel-lar i efnarvan ser: 1.514; 3.714.4; 10.4 i
10.4;111i 15 per a AMO, AMP, CLO i DIC, respe@iment. Els limits de quantificacio
(LOQ) per als quatre compostos en ambdues matsuyva® seleccionar com la

concentracié meés baixa utilitzada en la corba tibregge (50 ng/mL).

d) Precisi6 i exactitud

Es va calcular la precisio intra i interdia peres lquatre penicil-lines a quatre
concentracions diferents en l'interval 0.5-10 pg/mh medi micel-lar i orina (factor de
dilucié 1:50) (taula 4.2). Els resultats van semisiants en ambdues matrius. Els assajos
intradia es van determinar per mitja de la injectnsecutiva de sis répliques d’aquestes
dissolucions al llarg del mateix dia, mentre quedealisis interdia van correspondre a la
mitjana de cinc mesures dels valors intradia obtsi@n cinc dies diferents durant un

periode de tres mesos, realitzat per diferentsissesli en equips distints per a les
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mateixes concentracions. L'assaig de la precisivaeavaluar expressant la desviacio
estandardgtandard deviationSD) de les repliques com a percentatge del valga.
L’exactitud es va obtenir comparant la concentraigts analits calculada a partir de la
corba de calibratge amb la concentracié nominali¢ahada). Els resultats mostren una
bona precisio (expressada com a desviacio estandtativa, RSD, %) i exactitud
(expressada com a error relatiu, Er, %) del metodb valors inferiors al 6% i 9% per
als quatre analits en orina, respectivament (tdilp Per tant, el metode pot ser aplicat

en les analisis de rutina de les penicil-lines.

e) Robustesa

Els estudis de la robustesa del métode es vanzegahitjancant la injeccio en el
sistema cromatografic de sis repliques d’'una dissdlestandard de cada penicil-lina a
una concentracio de 5 pg/mL, en un conjunt de fag#sls a les quals se’ls va realitzar
xicotets canvis en els parametres segients: caaceént’SDS, percentatge de propanol,
flux, i pH. Els resultats mostrats en la taula 48jquen que les xicotetes variacions en
aquestos parametres no alteren significativamefatcébr de retencié o I'area dels pics
cromatografics dels compostos estudiats (RSD naitjaBPo). El flux de la fase mobil és
el parametre cromatografic que modifica en majaugls temps de retencio o les arees
dels pics (RSD mitjana 8.7%). Aix0 es deu al fet que les condicions dé&sju
parametre es van modificar en = 10%, | aquestaeidriés important per a alguns dels
compostos estudiats. Una variacié de + 5% en leslicions del flux podria ser meés

apropiada, i donaria lloc a uns valors de dispers§ xicotets.
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g) Recuperacions

Les recuperacions de les quatre penicil-lines es determinar addicionant els
compostos en mostres dorina (en un factor de idiluc50) amb una dissolucio
0.05 M SDS-pH 3 que contenia quantitats conegudels ¢thrmacs a quatre
concentracions diferents (0.5, 1, 5 10 pg/mL)s kecuperacions es van obtenir tambeé
en dissolucions micel-lars (SDS) per compararedsltats. Es van processar i analitzar
les mostres addicionades per mitja del procediméescrit anteriorment. Les
recuperacions es van calcular comparant la coramatrobtinguda en les mostres
d’orina addicionada respecte a les quantitats r@ddscionades. El valor mitja de les
recuperacions per a AMO va ser de 100.2% en SI8.6% en orina; en el cas d’AMP
es va obtenir un 100.2% en SDS i un 102% en opeaa CLO un 99.0% en SDS i un
99.2% en orina, i finalment per a DIC un 102.1%S8S i un 104.2 % en orina. Els
resultats obtinguts mostren unes recuperacionssfaetiries per a les quatre

penicil-lines.
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Taula 4.2.Precisi6 i exactitud intradia (n = 6) i interdian(en periode de 5 dies al

llarg de tres mesos) per a mostres d’orina addiciles amb les penicil- lines.

Intradia
Conc. Trobada
Analit Addic. (mitjana + SD) Er (%) RSD (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

AMO 0.5 0.522 +0.007 4.4 1.3
1 0.955+£0.021 4.5 2.2
5 4.89+0.19 2.2 3.9
10 10.36 + 0.06 3.6 0.6

AMP 0.5 0.525+0.018 5.0 34
1 0.926 £ 0.018 7.4 1.9
5 5.22£0.23 4.4 4.4
10 9.82 £ 0.06 1.8 0.6

CLO 0.5 0.519 £ 0.010 3.8 2.0
1 0.933+£0.016 6.7 1.7
5 4.62 +0.07 7.6 15
10 10.827 £ 0.012 8.3 0.1

DIC 0.5 0.518 £ 0.011 3.6 2.1
1 0.93+£0.03 7.0 3.2
5 5.28 £0.04 5.6 0.7
10 10.63+0.11 6.3 1.0
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Taula 4.2.(continuacio).

Interdia
Conc. Trobada
Analit Addic. (mitjana + SD) E (%) RSD (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

AMO 0.5 0.517 £ 0.008 3.4 15
1 0.94 +0.03 6.0 3.2
5 4,94 +0.08 1.2 1.6
10 10.6 £0.4 6.0 3.8

AMP 0.5 0.534 £0.013 6.8 3.6
1 0.918 + 0.011 8.2 1.2
5 5.3+0.3 6.0 5.7
10 10.2+0.6 2.0 5.9

CLO 0.5 0.533+£0.019 6.6 3.6
1 0.96 +0.03 4.0 3.1
5 4.84+0.23 3.2 4.8
10 10.4+0.5 4.0 4.8

DIC 0.5 0.541 £ 0.020 8.2 3.7
1 0.97 £0.03 3.0 3.1
5 53+£0.3 6.0 5.7
10 10.61+£0.14 6.1 1.3
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Taula 4.3 Avaluaci6 de la robustesa del metode.

AMO AMP
Er?)rgr;titgr]?aﬁc Nivell tg (MiN) Area & (min) Area
A: SDS (M)
0.105 -0.005 4.7 2.88 13.5 3.16
0.11 0 4.6 3.10 13.1 3.11
0.115 +0.005 4.5 2.88 13.1 3.30
Mitjana + SD 463+0.11 2.99+0.06 13.23+0.23 3.15+0.04
RSD (%) 2.4 2.0 1.7 1.3
B: Propanol
(%, vIV)
5.9 -0.1 4.4 3.09 13.0 3.16
6 0 4.6 3.10 13.1 3.11
6.1 +0.1 4.5 2.96 13.1 3.22
Mitjana + SD 451+0.12 299+0.06 13.07+0.063.14 +0.03
RSD (%) 2.7 2.0 0.5 1.0
C:.pH
2.9 -0.1 5.2 3.08 13.6 3.07
3 0 4.6 3.10 13.1 3.11
3.1 +0.1 4.2 3.04 11.4 3.02
Mitjana + SD 47+05 3.07+0.03 127%1.2 3#00.04
RSD (%) 10.6 1.0 9.4 1.3
D: Flux
(mL/min)
0.9 -0.1 5.2 3.02 14.6 3.11
1 0 4.6 3.10 13.1 3.11
1.1 +0.1 4.6 2.94 11.9 3.11
Mitjana + SD 48+03 3.02+0.08 13.2+14 3.0.0
RSD (%) 6.3 2.6 10.6 0.0
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Taula 4.3.(continuacio).

CLO DIC
Parametre . . N _ R
cromatografic Nivell  tr(min) Area £ (min) Area
A: SDS (M)
0.105 —0.005 8.7 1.82 11.2 1.6
0.11 0 7.5 1.92 10.1 1.5
0.115 +0.005 7.3 1.67 9.5 1.6
Mitjana + SD 78+07 181+0.12 103+09 1.37+0.03
RSD (%) 9.0 6.6 8.7 2.2
B: Propanol
(%, vIv)
5.9 -0.1 7.6 1.98 10.0 1.56
6 0 7.5 1.92 10.1 1.55
6.1 +0.1 7.2 1.93 9.5 1.63
Mitjana + SD 743+0.21 195+0.06 9903 71#30.03
RSD (%) 2.8 3.1 3.0 2.2
C:. pH
2.9 -0.1 7.1 1.99 10.0 1.54
3 0 75 1.92 10.1 1.55
3.1 +0.1 7.3 1.96 8.6 1.48
Mitjana + SD 73+x0.2 185%+0.12 9.6+0.8 143a.07
RSD (%) 2.7 6.5 8.3 5.2
D: Flux
(mL/min)
0.9 -0.1 8.4 1.96 111 1.3
1 0 7.5 1.92 10.1 15
11 +0.1 7.3 2.13 9.2 14
Mitjana + SD 7.7+06 2.00+0.11 101+1.0 1#@12
RSD (%) 7.8 55 9.9 8.5
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4.4.6.Andlisi de medicaments i mostres d’orina
a) Preparacions farmaceutiques comercials

Es van construir corbes de calibratge utilitzastdessolucions dels antibiotics, en
vuit concentracions creixents en linterval 0.052%mL tal com s’indica en I'apartat
4.4.5. Es van analitzar deu medicaments comemasditen forma de comprimits o
capsules que contenen AMO, AMP, CLO i DIC, la majalaquests prescrits a Espanya
(taula 4.4). Per a cada medicament, es van amatimamostres que es van injectar per
sextuplicat. Aquestes es van pesar, triturar i lgeneitzar. Posteriorment es van pesar
sis porcions i cadascuna es va sonicar en unaexicguantitat d’etanol en un bany
d’ultrasons. Es va utilitzar 0.05 M SDS—pH 3 pevafir I'extraccio de les penicil-lines
de nou amb ajuda del bany d'ultrasons, i finalmesitva diluir amb la mateixa. Els
excipients van ser insolubles en el medi micel-fen, tant, les dissolucions de les
mostres es van filtrar abans de la seua injecci@lesistema cromatografic, evitant
d'aquesta manera que interferiren en I'analisi. thala 4.4 proporciona els valors
declarats pels fabricants, aixi com I'exactitudeqisio aconseguides. Els valors trobats
van estar al voltant del 102.2% del contingut datlaEs va obtenir una excel-lent
exactitud (0.4-5.2%) i precisio (0.1-2.4%) en toes preparacions farmaceutiques,

mentre que els resultats van estar d’acord ambrgingut declarat pels fabricants.
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b) Mostres reals d’orina

Es van dur a terme estudis farmacocinetics per ggarda utilitat del procediment
desenvolupat per mitja del seguiment de I'excrecidaria de diversos voluntaris sans a
qui es van administrar una dosi oral Unica deldisets antibiotics: 875 mg d’AMO
(comprimit), 500 mg d’AMP (capsula), i 500 mg de @lcapsula). Es va recollir una
mostra just abans de I'administracio dels antibgper ser utilitzada com a blanc. A
més, es van recollir altres mostres d’orina a walsrde temps apropiats postdosi durant
14 hores (10 vegades al llarg del dia), mesuraet-selum i conservant-se a 4 °C fins a
la seua analisi. Aquestes es van diluir en un fak&0, i es van injectar directament en
el sistema cromatografic sense cap tractament,@roepte la filtracié. En la figura 4.5
s’han representat les quantitats mesurades duexatrdcio urinaria d’AMO, AMP, i
CLO, trobant-se la seua concentraci6 maxima a lés @ h i 0.5 h, respectivament,
després de la seua administraci6 oral. La quamditat d’AMO, AMP i CLO excretada
al cap de 6 hores de la seua ingestié va ser den§p@94 mg i 202 mg, respectivament,
és a dir, un 57%, 39% i 40% de la dosi administradsultats que concorden amb la
informacio trobada en la bibliografia [3]. Les frgg 4.6 i 4.7 mostren els
cromatogrames d’AMP i CLO, respectivament, excresaeh orina 2 h i 12 h després de
la seua administracio oral. En cap cas es van @uspics que pogueren assignar-se a
metabolits dels antibiotics. Aquestos resultatstreasque els estudis d’excrecio urinaria

poden dur-se a terme en les condicions cromatogeedi proposades.

Encara que l'administraci6 d’'una mescla dantilmetino és usual, pot ser
avantatjosa I'ls de les mateixes condicions exparials per determinar diversos
antibiotics. Aix0 permetria efectuar I'analisi deslmostres d’individus que hagueren
ingerit diferents antibiotics, sense necessitatateiar la composicio de la fase mobil.
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Figura 4.5. Estudi de I'excrecio6 urinaria d’algunes peniailels després de

la seua administraci6 oral a voluntaris sans: AMQ,(AMP (¢) i CLO (m).
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Figura 4.6. Cromatogrames d’'una mostra d’orina recollida: @elsprés de la
ingestié d’'una dosi oral de 500 mg d’ampicil- likeMP) (a), i 12 h després de
la seua administracié (b). Totes les mostres varmlitgides en un factor 1:50

amb 0.05 M SDSpH 3. Fase mobil: 0.11 M SB8% propanchpH 3.
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Figura 4.7. Cromatogrames d’una mostra d’orina recollida: @elsprés de la

ingestié d’'una dosi oral de 500 mg de cloxacil- [i6a0) (a), i 12 h després de

la seua administracié (b). Totes les mostres vamiagides en un factor 1:50
amb 0.05 M SD$pH 3. Fase mobil: 0.11 M SB8% propanchH 3.
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4.5. Conclusions

Els resultats indiqguen que el procediment d’MLCatiésen aquest capitol pot ser
utilitzat per a la determinacié d’'una mescla d’armiina, ampicil-lina, cloxacil-lina i
dicloxacil-lina, amb un temps d’analisi inferiod& minuts. El metode és prou sensible
per al control rutinari de les penicil-lines alsatis urinaris terapéutics habituals. Els
limits de detecci6 van ser semblants als indicat& dibliografia, tenint en compte que
la mostra d’orina s’injecta directament en el sistecromatografic sense cap tractament
previ per separar o preconcentrar els analitsaeiviixi les tedioses extraccions i les
possibles pérdues de mostres. La validacié esaldzer de forma eficient seguint la
guiaFood and Drug Administratigrobtenint-se resultats satisfactoris per als patds
seglents: selectivitat, linealitat, exactitud, [Bi&¢ recuperacidé i robustesa. Aquest

procediment pot utilitzar-se també en estudis plgstfarmacocinetic.

D’altra banda, també es van analitzar medicameués apntenien alguna de les
penicil-lines obtenint-se valors proxims al 100%atmtingut declarat pel fabricant. Els
resultats mostren que el metode desenvolupat és g@osible per ser aplicat en les
analisis rutinaries d’aguestos antibiotics tant mewstres fisiologigues com en

preparacions farmaceutiques.
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Capitol 5

Validacié d'un metode de cromatografia liquida micé lar
per a la determinacio de quinolones en mostres dioa

mitjancant injeccio directa i deteccio fluorimetrica

5.1. Resum

Es mostra l'aplicacié d’'un metode cromatograficnpiccio directa amb deteccid
fluorimetrica per a la identificacié i quantificécirutinaria de cinc quinolones
(ciprofloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, mti@kacina i ofloxacina) sense
realitzar cap etapa de pretractament de la mdsirael procediment proposat s'utilitza
una columna C18 i fases mobils micel-lars de dtsidfat sodic (SDS), 1-propanol,
trietilamina (TEA) i tampo fosfat a pH 3. En aquestudi, no va ser possible la
separacié simultania dels cinc compostos amb uiza fase mobil, per la qual cosa
aguestos es van dividir en dos grups que van gés @n dues fases mobils: amb una
fase mobil (a) 0.15 M SDS-12.5% propanol-0.5% TEA/&n separar ciprofloxacina i
levofloxacina Lexc = 285 nm ikem = 465 nm), i amb la fase mobil (b) 0.05 M SDS-
12.5% propanol-0.5% TEA es van separar lomefloxaaniloxacina i moxifloxacina
(Aexc = 295 nm ikem = 485 Nm). El métode desenvolupat va ser validguisit la guia
Food and Drug AdministratiarEl limit de quantificacié va se d'1 ng/mL peraes les
quinolones, mentre que I'exactitud (Er, %) i lagis@® (RSD, %) dels assajos interdia
van ser inferiors a 2.4 % i 6.0%, respectivamel#.gstudis farmacocinétics d’excrecio
urinaria realitzats a quatre de les quinolonesinditar que és possible la seua deteccio
almenys fins a 24 h després de la seua ingestipas va observar cap interferéncia
dels metabolits. Aquest procediment permet la n@esipida i reproductible de nivells

baixos de les quinolones en mostres d’orina.
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5.2. Introducci6

Les quinolones es troben entre els agents antifmtéemés importants utilitzats en
medicina. Son actives enfront d’'un gran nombre élengns, entre els que es troben els
bacteris grampositius i gramnegatius, mitjancamhgbicio de la seua ADN-girasa [1].
S'utilitzen principalment en el tractament de mt&al humanes i veterinaries, i son
també molt Gtils en la prevencié de malalties deisnals [2, 3]. Hi ha una preocupacio
a causa de la possibilitat d’exposicid a baixolisvd’aquests compostos que poden

donar lloc al desenvolupament de resisténcia @gfggpns humans als antibiotics [4, 5].

S’han desenvolupat diversos procediments cromdtograer a la determinacio
d’aquests compostos. La cromatografia liquida a@’edsolucio liigh-performance liquid
chromatographyHPLC) s’ha convertit en una eina important péaalisi de rutina de
les quinolones [6]. Recentment s’han publicat diwsrtreballs en que es determinen
diferents quinolones mitjancant HPLC i detecci6 &/ fluorescent en fluids biologics
[7-11], aliments [12-14] i medi ambient [15, 16].aribé s’han analitzat
fluoroquinolones d’dltima generacio, com la moxifi@ina [17]. La cromatografia
liguida acoblada a I'espectrometria de masses @atzacio d’electroesprailiquid
chromatography-electrospray ionization-mass speuety, LC-ESI-MS) s’ha utilitzat
per a l'analisi de quinolones en orina [18] i alitee [19, 20]. Generalment, és una
tecnica rapida, pero requereix un equip complegonémicament costés, aixi com un
procediment laboriés de preparacid de la mostraceRenent, s’han desenvolupat
meétodes que fan Us de la tecnica delectroforegil-tar zonal ¢apillary zone
electrophoresis CZE) per a l'analisi de quinolones en mostreslogigues i
mediambientals [21, 22].
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Els medis micel-lars han de considerar-se com Uleanativa real als métodes
convencionals d’'HPLC, que utilitzen mescles aquganiques per a la separacio de
compostos en un ampli interval de polaritats. Erciamatografia liquida micel-lar
(micellar liquid chromatographyMLC), a més de la formaci6é de micel-les en la fas
mobil, la fase estacionaria queda recoberta pecapa de monomers de tensioactiu que
protegeix a la silice alquilenllacada subjacentdificant les seues propietats. La varietat
d’interaccions que s’estableixen entre els solatgase aquosa, les micel-les i la fase
estacionaria confereix una gran versatilitat a sguéécnica. D’altra banda, I'MLC
proporciona una solucio simple al problema de jectio directa de fluids fisiologics,
gracies a I'habilitat solubilitzant de les micet lgue permet la determinacié d’analits en
aquest tipus de matrius, sense necessitat dezegalita extraccio prévia [23, 24], la qual
cosa simplifica i accelera els procediments acalities proteines se solubilitzen en el
medi micel-lar i elueixen amb el front del dissolven compte de precipitar en la
columna. A més, 'MLC ha demostrat ser una tecnideen I'analisi de mostres d’orina
[25-28].

En aquest capitol s’aplica un procediment cromafagrapid, sensible i selectiu que
fa Us de fases mobils micel-lars, per determinarcifaofloxacina, levofloxacina,
lomefloxacina, ofloxacina, i moxifloxacina (figura.l) en orina mitjancant injeccio
directa utilitzant dues condicions analitiquesmdifiés. El métode ha sigut validat seguint
la guiaFood and Drug Administratiof29]. El procediment desenvolupat també pot ser
d’utilitat en I'area de control de qualitat, anadie rutina i estudis farmacocinetics.
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Figura 5.1. Estructures de les quinolones estudiades.
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5.3. Part experimental
5.3.1.Reactius

Es va examinar el comportament cromatografic de deguients quinolones:
ciprofloxacina (CIP), levofloxacina (LEV), lomeflagina (LOM), ofloxacina (OFL)
(Sigma, St. Louis, MO, EUA), i moxifloxacina (MOXBayer, Leverkusen, Alemanya).
Les fases mobils es van preparar amb dodecilssifdic (SDS) (Merck, Darmstadt,
Alemanya), 1l-propanol o 1l-butanol (Scharlab, Bamca) i trietilamina (TEA) (J.T.
Baker, Deventer, Paisos Baixos). El pH es va ta@par3.0 amb dihidrogenfosfat de
sodi 0.01 M (Scharlab) i addicié d’HCI (J.T. BakeBEn totes les dissolucions es va
utilitzar aigua destil-lada desionitzada (Millip®8€A.S., Molsheim, Franca).

5.3.2.Instrumentacié i condicions cromatografiques

Es va utilitzar el mateix cromatograf d’Agilent Tewmlogies descrit en els capitols
anteriors. També van coincidir els parametres unstntals (flux, volum d’injeccio i
temperatura). La separacié analitica es va durmaeten una columna de fase inversa
Kromasil C18 (150 mm x 4.6 mm de diametre intebnpim de grandaria de particula)
(Scharlab). Es van emprar dues fases mobils petitzama les quinolones:
(@ 0.15 M SDS-12.5% propanol-0.5% TEA per sepa@P i LEV, i
(b) 0.05 SDS M-12.5% propanol-0.5% TEA per sepa@v, OFL i MOX. Els temps

de retencio van ser inferiors a 10 min i 22 mispextivament.

Es va realitzar la monitoritzacié de la separacidnatografica amb un detector
fluorimetric (model G1321A, Agilent Tecnologies,|®&lto, CA, EUA) a una longitud
d’'ona d’excitacié (nm) i d’emissio (nm): 285/485rpd primer grup de quinolones i
295/485 per al segon, respectivament. La frequesheitir del llum de xené va ser de
220 Hz, i el temps de resposta, 4000 ms. El guahytub fotomultiplicador va ser
aproximadament de'? Les dimensions de les escletxes van ser de 2 rArmpa abans
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de la cel-la de flux, 4 mm x 4 mm després de ldael 4 mm x 4 mm abans del tub
fotomultiplicador. Els senyals analitics es vanuadig mitjancant un PC connectat al
cromatograf a través d’'una estacio de dades d’AgilRev. B.03.01). El programari
Michrom [30] es va emprar per al tractament de les dadawatografiques i en els

estudis d’optimitzacio.

Es va usar un potenciometre GLP 22 (Crison, Baneglequipat amb un eléctrode
combinat d’Ag/AgCl/vidre per a les mesures de pHmés d'una balanca analitica
Mettler-Toledo AX105 delta-range (Greifensee, Sajiss

5.3.3.Preparacié de dissolucions estandard, mostressefamobils

Es van preparar dissolucions patré de 10 pg/mlages cinc quinolones, dissolent
cada patr6 en uns pocs mil-lilitres d’etanol anajputia d’'un bany d’ultrasons i llavors,
es va aforar amb una dissolucié 0.05 M SDS—pH B8.aPkanalisi de quinolones en
orina, aquestes es van dividir en dos grups: AIEV d'una banda, i LOM, MOX, i
OFL d’'una altra. Les dissolucions patr6 en orina pecada grup de quinolones, que
també contenien 10 pg/mL, van ser preparades ghanta partir d'l mL de mostra
d’orina, que es va diluir en un factor d’1:25 am®30M SDS—pH 3. Les mostres d’orina
es van recollir en dispositius de recol-leccio ida(BD Vacutainer Systems, Plymouth,
Regne Unit). L'estudi farmacocinétic de les mostds®ina es van realitzar diluint
aguestes amb 0.05 M SDS—pH 3 en diferents faceodildcio. Totes les dissolucions es
van filtrar a través de membranes de nil6 0.45 Minaron Separations, Westboro, MA,

EUA) abans de I'analisi.

Les fases mobils micel-lars es van preparar diss@BS en aigua. A continuacio,
es va afegir una xicoteta quantitat (0.5%) de TEk millorar I'eficacia dels pics
cromatografics i es va tamponar a pH 3 amb diheméasfat sodic 0.01 M i addicié
d’acid clorhidric 0.1 M. Finalment, es va afegiropanol fins aconseguir la seua

concentraci6 desitjada, i es va aforar amb aigua.
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5.4. Resultats i discussio
5.4.1.Fluorescéncia de les quinolones

Es van obtenir els espectres d’excitacio i d’emis& les quinolones en dissolucions
d’SDS tamponades a pH 3, trobant-se els maximsiaxo i emissié a 287 £ 10 nm i
470 £ 30 nm, respectivament. Les longituds d’orexcitacio (nm) i d’emissié (nm) per
a cada quinolona van ser: 277/440 per a CIP, 20749 a LEV, 290/449 per a LOM,
295/492 per a OFL i 297/493 per a MOX. Finalmésd,longituds d’ona seleccionades
per a la deteccid van sks: = 285 nm em = 465 nm per a CIP i LEV, digxc = 295 nm i
hem = 485 nm per a LOM, OFL i MOX.

5.4.2.Estratégia d’'optimitzacié i seleccio de la fase loilo

Es important conéixer les constants de dissociadles quinolones ja que
defineixen el seu grau d’ionitzacié a qualsevolovalle pH. La preséncia del grup
carboxilic en la posicié 3 determina que les quinek tinguen caracter acid, mentre que
la introducci6 de grups piperazinil en la posicjGncorpora grups amino, els quals son
basics. Com a consequiéncia, en dissolucié aquexsddarmes acid-base, les quinolones
amb grups 7-piperazinil presenten espécies catiesigzwiterioniques i anioniques,
mentre que la resta de quinolones només poderea&en 0 anioniques. Les quinolones
estudiades en aquest capitol posseeixen un grupefapinil en la seua estructura
(figura 5.1), i per tant existiran en la seua forrationica en medi acid, en la seua forma
anionica en medi basic i en la seua forma zwitec@®®en medi neutre. Els equilibris
acid-base per a aquest tipus de quinolones eenVat fisiologic de pH es mostren en la
figura 5.2. Els valors referenciats de les constalet dissociacio oscil-len entr p~
5.5-6.6, i Koo~ 7.2-8.9 [31].
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O (0] O
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Figura 5.2. Equilibri acid-base de les quinolones.

En els medis micel-lars, els valors de les corstdat dissociacid es modifiquen
respecte als obtinguts en aigua pura. Diversogslisshan mostrat com aquests valors
canvien per a alguns compostos en presencia demiledds tensioactius cationics,
anionics i no ionics [32]. La variacio del pH dddae mobil contribueix a la capacitat de
separacié d’aquells compostos que presenten umessacds de dissociacido amb valors
intermedis. Les micel-les del tensioactiu anionazrementen I'estabilitat de les formes

protonades dels compostos i, conseqguentment,ues senstants de protonacio.

Malgrat que les constants de dissociacio per a desolones estudiades
s'incrementen en dissolucié micel-lar, en medi et de predominar la seua forma
zwiterionica. Per tant, en aquest medi, la seusnogh ha de disminuir a causa de la
repulsié amb els caps carregats negativament dgiogctiu monomeéric adsorbit sobre
la fase estacionaria i els grups silanol lliurea.retencié en una fase mobil acida sera
major a causa, probablement, de que les espediesigaes predominants sén atretes
preferentment cap a la fase estacionaria modifipatitensioactiu anionic, i no cap a les
micel-les. Aix0 es va constatar experimentalmees ajue la retencié de les cinc
quinolones va disminuir quan es va augmentar elipth fase mobil, eluint en el temps
mort a pH 7. La millor resolucid, juntament amb @dequats temps de retencid, per a
les cinc quinolones es va obtenir a pH 3, per k& gosa aquest es va seleccionar per
realitzar les seglients experiéncies. D’aguesta raaseva obtenir un millor control de

la forca eluent.
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D’altra banda, es van dur a terme diversos estoglisseleccionar els parametres
optims d’analisi. Els temps de retenci6é de les gjoimes van ser massa elevats en fases
mobils que només contenien SDS, i per aix0, esfegiraun dissolvent organic per
incrementar la for¢a d’elucié. Es va comparar btedeque produien sobre la retencio de
les quinolones els alcohols 1-propanol i 1-butahadls de propanol va millorar les
eficacies dels pics cromatografics respecte ad&ldutanol, pero els temps de retencid
van ser meés elevats. Tanmateix, quan es va injemiaa addicionada amb les
guinolones en fases mobils que contenien butat®keris pics no es van separar de la
banda de proteines, i per tant, es va preferird&ipropanol en I'etapa d’optimitzacio de

la separacio dels antibiotics.

Frequentment, s’afegeix trieltlamina (TEA) a lemsds mobils aquo-organiques
convencionals tamponades a valors baixos de pH42% per reduir les cues dels pics
cromatografics de compostos basics i millorar ¢&fia. No obstant aixo, en preséncia
d’'una amina, els temps de retencié es modifiquaradtiest cas, la retencio va disminuir
per a tots els antibiotics. Aixi, es va considelarndoneitat de I'addicio de TEA en el
procés d'optimitzacid, afegint un 0.5% de l'amina ks fases mobils. Aquesta
concentracié va proporcionar tant eficacies adeggiadm temps de retencié adequats

per a I'analisi dels antibiotics en mostres d’orina

Es van estudiar dues estrategies distintes peniolidée condicions cromatografiques
més adequades. En primer lloc, es va investigpossibilitat d’utilitzar una Gnica fase
mobil per analitzar mescles de les cinc quinoloi@amateix, I'elucié simultania dels
cinc antibiotics amb la mateixa fase mobil no vasessible a causa d'un solapament
entre CIP, LOM i MOX, d’'una banda, i LEV i OFL d’'araltra. En segon lloc, es va
estudiar I'is de dues fases mobils optimes dividiatantibiotics en dos grups (CIP i
LEV, per una banda i LOM, MOX i OFL, d’'una altrég,qual cosa pot ser util en alguns

casos per aconseguir menors temps de retenciéleaacles analisis.
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El desenvolupament d’'ambdues estratégies es va Yatilitat gracies a la capacitat
de I'MLC de predir la retencié mitjangant I'is digggions senzilles. El model utilitzat
per a aquestes prediccions va ser el mateix déiotamterior (veure equacio 4.1), igual
gue la funcio descriptora de la resolucié (veungae® 4.2). L’equacio de retencio es va
ajustar de forma no lineal segons el model de Roj88], fent Us de les dades de
retencio obtingudes a partir d’injeccions dels l@atics en cinc fases mobils que
contenien SDS (M) / propanol (%/v): 0.05/2.5, 0.05/12.5, 0.1/7.5, 0.15/2.5i 0.15812
(totes elles tamponades amb fosfat 0.01 M a pHEIB)errors d’ajust per a la prediccio

dels factors de retencio amb 'equacio 4.1 vanrderiors al 3%.

Es va observar el comportament habitual en MLGtzait SDS com a tensioactiu:
la retencid dels antibiotics va disminuir en augtaefa concentracio d’'SDS o propanol.
D’altra banda, les eficacies dels pics cromatogsafan disminuir quan va augmentar la
concentracié de tensioactiu, mentre que van augmentoncentracions més elevades

del dissolvent organic.

L'optimitzacié de la resoluci6 de mescles dels laatics, basat en la variacio
sequencial de la composicié de la fase mobil, noséwilla. No obstant aixo, la
prediccié exacta de la retenci6 amb ajuda de l'eiqud.l va permetre aplicar un
procediment interpretatiu per predir la resolucjgtimma. Aquesta estrategia pot ser
aplicada mitjancant simulacié per ordinador, quétanma metodologia seguida pels
cromatografistes experimentats perd6 amb un menmpdei esforg. Aixi, es va
seleccionar la fase mobil més adequada amb ajudaralgramariMichrom, tenint en
compte que ha d’obtenir-se una maxima resoluciélenenor temps d’analisi possible
[30]. Aquest programari permet I'observacié grafaels canvis en els cromatogrames
guan l'usuari varia progressivament les concerdracide tensioactiu i dissolvent

organic.
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Com s’ha indicat, les quinolones es van dividirdas grups (CIP i LEV, d’'una
banda, i LOM, MOX i OFL, d’'una altra), que es vamabtizar en dues fases mobils
diferents. A més, aquestes no presenten ni el xa@xim d’excitacié ni d’emissio. Les
fases mobils i les condicions de detecci6 utilisadan ser: (a) 0.15 M SDS-12.5%
propanol-0.5% TEA—pH 3.0 = 285 nmAen = 465 nm, per a I'analisi de CIP i LEV,
i (b) 0.05 M SDS-12.5% propanol-0.5% TEA—pH 3.Q¢ = 295 nmAem = 485 nm, per
a la determinaci6 de LOM, OFL i MOX. Les figures3b.i 5.4b mostren els

cromatogrames obtinguts per a ambdos grups d’atitibi

Els parametres cromatografics (factor de retergiéficacia,N; i factor d’asimetria,
B/A) per als compostos del primer grup (CIP i LEV) gan: 4.6, 19501 1.1;i 3.5, 1800 i
1.1, respectivament, i per als del segon grup (LOM@X i OFL) van ser: 13.8, 2400 i
1.2;15.0,1650i 1.4;i11.0, 2400 1.2, respectient.
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Figura 5.3. Cromatogrames del blanc d’'orina (a), i orina aiddiada amb LEV
i CIP (100 ng/mL) (b). Fase mobil: 0.15 M SEI.5% propanel0.5% TEA-
pH 3. Condicions de deteccifi,. = 285 nm ikey, = 465 nm. Totes les mostres

d’orina es van diluir en un factor 1:25 amb unaaliscié 0.05 M SDS.
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Figura 5.4. Cromatogrames del blanc d’orina (a), i orina aiddiada amb OFL,
LOM i MOX (500 ng/mL) (b). Fase mobil: 0.05 M SBR2.5% propanel0.5%
TEA—pH 3. Condicions de deteccCifizy: = 295 nm iAem = 485 nm. Totes les

mostres d’'orina es van diluir en un factor 1:25 améb dissolucié 0.05 M SDS.
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5.4.3.Validaci6 del métode

La guia de validacio seguida va ser la mateixajue utilitzat en els capitols 3 i 4,
Food and Drug Administratio(FDA) [29]. Els parametres avaluats van ser: sieiéat,

linealitat, limits de deteccid i quantificacio, pig0 i exactitud, recuperacié i robustesa.

a) Selectivitat

A causa de la senzillesa en el tractament de lestresp l'orina s'utilitza
preferentment a altres fluids fisiologics en el tcoin de la ingesti6 de farmacs.
Tanmateix, quan es realitza la injeccio directd@hna en el sistema cromatografic, la
banda ampla que apareix en el front d’elucié6 detsnatogrames, i els pics dels
compostos endogens que s’obtenen a diversos tempsetdncio, poden afectar
seriosament la deteccio dels farmacs més hidefils el nivell de concentracié del
farmac analitzat no és excessivament xicotet, éwvesvent diluir la mostra d’orina

abans de la seua injeccio, per reduir 'amplada t@nda de les proteines.

D’altra banda, la injeccio d’'un nombre elevat destres d’orina pot acurtar la vida
de la columna, o forcar una freqient regeneracitadase estacionaria per evitar una
variacio significativa en els temps de retenciéaasa de la matriu adsorbida. Per aquest
motiu, es va decidir dur a terme les analisis d=spie la diluci6 de les mostres. La
sensibilitat aconseguida va resultar adequada éesfuna dilucié en un factor 1:25, per

a la seua deteccio en orina almenys fins a 24 prégsle la ingestio dels farmacs.

Per determinar el grau en que els compostos endqeten interferir en la retencio
dels farmacs, es van injectar directament en & cromatografic sis mostres d’orina
gue no contenien cap dels antibiotics. No es vhatr@ap interferéncia a causa dels
endogens en les matrius fisiologiques estudiadm®s, €observa en les figures 5.3a i
5.4a.
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b) Linealitat

Per a cada antibiotic, es van construir corbesatlbratge a partir de les arees dels
pics cromatografics en vuit concentracions dissin{sis repliques). L'interval de
concentracid va ser el mateix per a tots els fasmael000 ng/mL. Les corbes de
calibratge es van obtenir per a dissolucions agudsks analits i per a mostres d’orina
addicionades diluides en un factor 1:25, mitjanggnmétode de regressio lineal de
minims quadrats. Els pendents de les corbes em@hsepresencia d’orina van ser
semblants i els coeficients de determinadi®) (ran ser sempre superiors a 0.99996.
Amb l'objectiu d’estudiar la variabilitat dels cagénts d’ajust del calibratge, es van
obtenir les corbes durant 5 dies en un perioderdesds, preparades a partir de diferents
series de patrons. En la taula 5.1 es mostreratesteristiques analitiques significatives

obtingudes per als cinc antibiotics.

c) Limits de deteccio i de quantificacid

Els limits de deteccio (LOD) i de quantificacio (@Pen presencia d’orina es van
obtenir d’acord amb la guia de validacio FDA [2B].LOD per a les cinc quinolones es
va determinar aplicant el crite3s a partir d’'una série de 10 dissolucions que coateni
una concentracio baixa de cada compost (0.5 ng/BEd_ka seleccionar el LOQ com la
concentracié més baixa utilitzada en la corba dibretdge (1 ng/mL). Els valors dels
LODs per als antibiotics es mostren en la taula baht els LODs com els LOQs van

concordar amb els nivells terapeutics que es trebesrina per a aquests antibiotics.
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Taula 5.1. Caracteristiques analitiques significatives obtitegu en la

determinacio dels cinc antibiotics.

b+ SD

Compost at SD
(ng/mLy
CIP 0.0101 £0.0004  —0.0226 £0.0021 0.99997 0.3
LEV 0.0073 £0.0005  —0.0055 £0.0021 0.99997 0.2
LOM 0.0117 £0.0005 —-0.0022 +0.0022  0.99998 0.4
MOX 0.0060 £+ 0.0004 —0.006 + 0.004 0.99996 0.5
OFL 0.0158 + 0.0003 —0.006 + 0.008 0.99998 0.4

2 parametres de calibratge en orina: Ar@aG=(ng/mL) +b ; SD = desviacio

estandard R? = coeficient de determinacio.
P Limit de detecci6 en orina obtingut a partir derdpliques dels antibiotics

a una concentracio de 0.5 ng/mL (crites).
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d) Precisi6 i exactitud

Es va determinar I'exactitud i precisio intra ierdia del metode mitjancant I'analisi
de les cinc quinolones addicionades en orina (1eR5res concentracions diferents (5,
50 i 500 ng/mL). L’analisi intradia es van dur ante injectant les tres dissolucions sis
vegades durant el mateix dia. Les analisis intezdi@an calcular com la mitjana de sis
mesures dels valors intradia obtinguts al llarghddies en un periode de 3 mesos
realitzats per diferents analistes i equips. Edsiltats, expressats com a error relatiu per
a I'exactitud (Er, %) i desviacio estandard relatper a la precisiar€sidual standard
deviation RSD, %) corresponent a les analisis intra i digeres mostren en la taula 5.2.
S’observa com totes les quinolones poden deterrsimdacilment als tres nivells de
concentracié estudiats, i com les recuperacionagiides van ser quantificades en tots
els casos amb valors d'RSD inferiors a 6.0%. Aguesiultats demostren que el métode
proposat és adequat per a I'analisi dels antilsic@gtudiats en mostres d’orina. Aixi, el
procediment desenvolupat pot ser utilitzat en ttelse control de qualitat, analisi de

rutina i estudis farmacocinetics.

e) Robustesa

Es van injectar per sextuplicat dissolucions deasedn dels antibiotics a una
concentracié de 500 ng/mL en fases mobils a gue Bavia realitzat xicotets canvis en
els parametres cromatografics (concentracio deoketsu, percentatge de propanol, pH,
flux, i percentatge de TEA). Les diferencies obades en les arees dels pics o en els
temps de retencioé van ser insignificants en la rmajdels casos. Els resultats, que es
mostren en la taula 5.3, indiquen que els factelscsionats no es veuen practicament
afectats per lleugeres variacions en aquestos paesn Com calia esperar, la variacio
sobre el flux és la que exerceix una major infligreobre I'area i la retencio dels
compostos estudiats, a diferéncia dels altres pgtramm Com es va comentar en el

capitol 4, aix0 és a causa de I'excessiva varideiquest parametre respecte al seu valor
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nominal (10%), donada la gran influéncia de tipuetic (velocitat amb qué es mou el
solut en el sistema cromatografic) del mateix s@brmomportament cromatografic dels
compostos. Variacions del mateix orde en altreamatres (TEA, SDS) tenen un menor

efecte sobre la retencio o I'area del pic.

f) Recuperacions

Es van determinar les recuperacions de les quiaslastilitzant mostres d’orina
addicionades en un factor de diluci6é 1:25 amb ussotliciéo 0.05 M SDS—pH 3. Per a
aixo, s'addiciona l'orina amb quantitats coneguddels antibiotics en cinc
concentracions diferents (5 a 1000 ng/mL) incloses I'interval de calibratge, i
cadascuna delles es va injectar per sextuplicas mostres addicionades es van
processar i analitzar amb el procediment desenabl@om en els capitols anteriors, les
recuperacions es van calcular comparant la coram@atrobtinguda en les mostres
d’orina addicionada respecte a les quantitats @eddiscionades, les quals van ser molt
satisfactories per a les cinc quinolones (96—103%s.figures 5.3b i 5.4b mostren els
cromatogrames obtinguts de dues mostres d'orinaciadddes amb els dos grups

d’antibiotics.
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Taula 5.2. Exactitud i precisio intra i interdia per a mosttégrina addicionades amb

els antibiotics.

Intradia Interdia
. Conp. Trobadd Exactitud Precisio Trobadd Exactitud Precisio
Analit Addic. (ng/mL) (ET. %) RSD (ng/mL) (ET, %) RSD
(ng/m) "9 ) 9 Y ()
CIP 5 5.02 +£0.20 0.4 4.0 4.99 +0.06 0.2 1.2
50 50.3+1.6 0.6 3.2 50.1+0.5 0.2 1.0
500 498 +7 0.4 1.4 509.3+2.1 1.9 0.4
LEV 5 5.01 £0.07 0.2 1.4 5.00 £0.05 0.0 1.0
50 504+1.1 0.8 2.2 49.8+0.4 0.4 0.8
500 500 +5 0.0 1.0 499 +3 0.2 0.6
LOM 5 5.0+0.3 0.0 6.0 5.01 +£0.04 0.2 0.8
50 49.3+0.7 1.4 1.4 49.4+0.3 1.2 0.6
500 496.89 + 0.13 0.03 0.06 4995+24 0.1 0.5
MOX 5 491 +0.16 1.8 33 5.00+0.12 0.0 2.4
50 50.1+1.7 0.2 3.4 50.0+0.6 0.0 1.2
500 497 +£5 0.6 1.0 497 + 4 0.6 0.8
OFL 5 5.1+0.3 2.0 5.9 5.04 £ 0.03 0.8 0.6
50 51.2+0.3 2.4 0.6 50.8+0.4 1.6 0.8
500 496 +5 0.8 1.0 4978 +2.1 0.4 0.4

#Els valors intradia corresponen a sis injeccianted mostres.

® Els valors interdia corresponen a cinc injeccideges mostres.
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Taula 5.3 Avaluaci6 de la robustesa del métode.

CIP LEV
Eracl)rr?lr:titg:(raaﬁc Nivell tg (Min) Area k (min) Area
A: SDS (M)
0.145 —0.005 7.61 4.66 6.02 3.65
0.15 0 6.61 4.10 5.40 3.66
0.155 +0.005 6.28 4.66 5.23 3.12
Mitjana = SD 6.8+0.7 4.5+0.3 5.620.4 3.5+0.3
RSD (%) 10.3 6.7 7.1 8.6
B: Propanol (%v/v)
12.4 -0.1 6.74 4.06 5.04 3.32
12.5 0 6.61 4.10 5.40 3.66
12.6 +0.1 6.68 3.57 5.25 3.23
Mitjana = SD 6.68+0.07 3.9+0.3 5.23+0.18 3.40+0.23
RSD (%) 1.0 7.7 3.4 6.8
C:.pH
2.9 0.1 6.72 3.58 541 3.98
3 0 6.61 4.10 5.40 3.66
3.1 +0.1 7.05 3.39 5.65 3.23
Mitjana = SD 6.79+0.23 3.7£0.4 5.49+0.14 3.620.4
RSD (%) 3.4 10.8 2.6 11.1
D: Flux (mL/min)
0.9 0.1 7.50 3.58 6.04 3.79
1 0 6.61 4.10 5.40 3.66
11 +0.1 5.99 3.39 4.83 3.10
Mitjana = SD 6.7+0.8 3.7£0.4 5.4+0.6 3.5+0.4
RSD (%) 11.9 10.8 11.1 11.4
E: TEA (%,Vv/V)
0.45 —0.05 6.66 4.54 5.35 3.45
0.5 0 6.61 4.10 5.40 3.66
0.55 +0.05 6.73 4.20 5.38 3.38
Mitjana = SD 6.67+0.06 4.28+0.23 5.377+0.025 3.50%0.15
RSD (%) 0.9 5.4 0.5 4.3
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Taula 5.3 (continuacig.

LOM MOX OFL
Er?)rrigig?aﬁc Nivell tg (Min) Area k(min) Area & (min) Area
A: SDS (M)
0.045 —0.005 18.16 6.17 20.91 2.90 15.20 8.19
0.05 0 16.80 5.51 18.48 2.75 13.70 7.61
0.055 +0.005 16.70 5.84 17.94 2.64 13.40 7.57
Mitjana + SD 17.240.8 5.840.3 19.141.6  2.76+0.13 14.1+1.0 7.810.3
RSD (%) 47 5.2 8.4 47 7.1 3.8
B: Propanol
(%, vIv)
124 -0.1 17.90 5.44 18.72 2.71 16.18 7.34
125 0 16.80 551 18.48 2.75 13.70 7.61
12.6 +0.1 16.47 5.76 17.53 2.87 13.53 8.32
Mitjana + SD 17.1+0.7 5.57+0.17 18.2+0.6 2.78+0.08 14.5+1.5 7.8+0.5
RSD (%) 4.1 3.1 3.3 2.9 10.3 6.4
C:pH
2.9 -0.1 17.93 5.44 19.18 2.76 14.18 7.48
3 0 16.80 551 18.48 2.75 13.66 7.61
3.1 +0.1 17.54 5.64 18.71 2.96 13.53 7.84
Media + SD 17.44¢0.6 5.54+0.14  18.8+0.4 2.82+0.12 13.840.3 7.64+0.18
RSD (%) 3.4 2.5 2.1 4.3 2.2 2.4
D: Flux
(mL/min)
0.9 -0.1 19.48 6.66 21.08 2.83 15.71 6.85
1 0 16.80 551 18.48 2.75 13.70 7.61
1.1 +0.1 15.70 571 17.03 2.51 12.67 6.36
Mitjana + SD 17.3+1.9 6.0+0.6 18.9+2.1 2.70£0.17 14.0+£1.5 6.9+0.6
RSD (%) 11.0 10.0 11.1 6.3 10.7 8.7
E: TEA
(%, vIV)
0.45 -0.05 18.60 5. 88 18.62 2.79 14.60 7.75
0.5 0 16.80 551 18.48 2.75 13.70 7.61
0.55 +0.05 16.10 5.79 18.20 2.71 13.60 7.73
Mitjana + SD 17.2+1.3 5.73x0.19 18.43+0.21 2.75x0.04 14.0+0.6 7.70%0.08
RSD (%) 7.6 3.3 1.1 15 4.3 1.0
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g) Aplicaci6 del procediment a I'estudi de I'excreaidinaria dels antibiotics

Es va investigar I'excrecio urinaria de quatre wbduis sans, a qui es va administrar
una dosi oral unica en forma de comprimit dels satgiantibiotics: CIP (500 mg), LEV
(500 mg), MOX (400 mg), i OFL (200 mg). Es va rdicalna mostra d’orina just abans
de la ingesti6 dels farmacs, que es va utilitzan eoblanc. Les mostres d’orina es van
prendre durant 24 h, a diferents intervals de tefopda hora durant les tres primeres
hores, i després en intervals més espaiats), iaemasurar el volum excretat. Les
mostres es van protegir de la llum i es van refagen 4 °C fins ser analitzades.
Aquestes es van diluir en diferents factors amitb 00OSDS—pH 3, i es van injectar
directament en el sistema cromatografic sensereafament previ, excepte la filtracio.
Els factors de dilucié van ser: 0.0125:25 per a, OlB25:25 per a LEV, 0.25:25 per a
MOX, i 0.025:25 per a OFL.

En la figura 5.5 s’han representat les quantitasurades durant I'excrecio urinaria
de CIP, LEV, MOX i OFL, aixi com les acumuladesZhh. La concentraci6 maxima
excretada per a cada antibiotic es va trobar ggesgs temps: 2 h per a CIP, 6 h per a
LEV, 1 h per a MOX, i 1 h per a OFL. Les quantitatgercentatges de les dosis
excretades de forma inalterada per a cada farmacea 290 mg (58%) per a CIP,
448 mg (89%) per a LEV, 92 mg (23%) per a MOX, Blg (82%) per a OFL.
Aquests resultats concorden amb la informacié ttaban la bibliografia [34], on
s’indica que les quinolones estudiades s’excreteffodma inalterada en orina en els
seguents percentatges: 40-60% per a CIP, 80-85%ldeY, 20% per a MOX, i 80 %
per a OFL. La figura 5.6 mostra els cromatogranee€kP i LEV, d’una banda, i MOX
i OFL, d’'una altra, excretats 3 h després de la ssdministracié oral. Els pics que
podrien ser assignats als metabolits dels antilsiaials seus productes de degradacio
no van interferir en I'analisi. Tots els composes van poder encara detectar 12 h
després de la seua ingestio. Aquests resultatquedique els estudis farmacocinétics
per als antibiotics estudiats poden realitzar-sele=n condicions cromatografiques

proposades.
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Figura 5.5. Estudi d'excrecid urinaria de CIPe¢)( LEV (A),
MOX (m), i OFL (x) després de la seua administracio @ralin
voluntari sa (a), i quantitat acumulada (mg) deflesroquinolones

excretades de forma inalterada en orina (b).
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Figura 5.6. Cromatogrames de mostres d'orina de diversos tenisn a qui es va
administrar diferents antibiotics. El temps tramesgut després de la seua ingesti6 i la
composicié de la fase mobil va ser: (a) CIP i LE3/h, 0.15 M SDS12.5% propanel
0.5%TEA-pH 3), i (b) MOX i OFL (3 h, 0.05 M SDS.2.5% propanol-0.5%TEAH 3).
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5.5. Conclusions

El métode desenvolupat, que ha sigut dissenyatapalitzar un gran nombre de
mostres en poc de temps, pot ser utilitzat en pemsede monitoritzacio per confirmar i
guantificar els antibiotics estudiats en mostresida. Aquest procediment ofereix bons
resultats per a la determinacié de quinolones e@ra@n termes de linealitat, precisio,
recuperacié i robustesa. No es va observar capfargecia d'altres farmacs
comunament administrats. El limit de deteccié s#una en nivells de ng/mL, la qual
cosa significa que el procediment proposat és quéatiment Gtil en estudis

farmacocinetics utilitzant volums xicotets de mestd’orina.

Aquest méetode presenta una major sensibilitat empacacié amb altres publicats
previament [10, 18, 21], i el temps d’analisi ésuprapid per ser aplicat en analisis de
rutina [9, 10, 21,22]. A més, aquest procedimentm&s senzill que la majoria dels
descrits previament, que requereixen una extrago@dia de la mostra i/o I'Gs d’'un
estandard intern [9, 18, 21]. A més, el presenbd&es prou sensible per aplicar-se en
analisi de rutina de control de qualitat i estddirsnacocinétics d’aquests compostos, si
es té en compte que les mostres d'orina es vaotémjeense cap tractament previ per

separar o preconcentrar els farmacs.
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Capitol 6

Separacio i determinacié simultania de quinolones

en medicaments mitjancant cromatografia liquida mtel- lar

6.1. Resum

En aquest sisé capitol, es descriu un procedinmrenmatografic rapid i simple que
utilitza fases mobils micel-lars per a la separaaiéterminacié de quatre quinolones
(acid pipemidic, levofloxacina, moxifloxacina i floxacina) en medicaments. No va ser
necessaria cap etapa prévia de pretractament a®dtra. La resolucié de la mescla
d’antibiotics es va aconseguir mitjancant I'apliéad’un metode quimiometric, en quée
en una primera etapa es modelitza la retenciota pets factors de retencié obtinguts
en tan sols cinc fases mobils. A continuacio, eaplecar un criteri d’optimitzacié que té
en compte la posicio i la forma dels pics cromatbgs. La separacié cromatografica es
va dur a terme amb una columna C18 utilitzant wse fmobil micel-lar de 0.15 M
dodecilsulfat sodic, 2.5% propanol, i 0.5% trietilaa a pH 3, amb un temps d’analisi
inferior a 12 min, fent Us d’'un detector de filadiedes UV-vis a una longitud d’ona de
276 nm. Els limits de deteccio i quantificacié \e@star en els intervals 8-56 i 28-171
ng/mL, respectivament. El métode aci descrit hautsigalidat seguint la guia
International Conference on Harmonisatiean termes d’exactitud i precisié intra i
interdia, i robustesa. Els calibratges van seralme?? > 0.9997) en linterval de
concentracions entre 0.1-50 pg/mL. Els valors toban l'analisi de diferents
medicaments van estar en linterval 96-106% deticguat declarat pel fabricant. Els
resultats mostren que aquest procediment és aprppiaa I'analisi rutinaria de les

quinolones estudiades en preparacions farmacesatique
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6.2. Introducci6

Les quinolones i fluoroquinolones sén antibioticgetics I'accié dels quals es basa
en la seua activitat antiADN. Des del descobrinsentacid nalidixic [1], s’han realitzat
una serie de modificacions estructurals en el ndeliles quinolones per augmentar
I'activitat antimicrobiana i millorar el rendimeféarmacocinetic d’aquests farmacs. Les
quinolones representen una classe d’antibioticsogema des del punt de vista quimic.
Encara que no tenen una estructura quimica baddgdica, si que comparteixen un
esquelet tipus que és l'anell 4-oxo-1,4-dihidroglona. Les diferencies estructurals
entre les distintes quinolones radiquen tant eroribre i posicio dels atoms de nitrogen
com en les cadenes laterals i la preséncia d’atenfkior en la seua molécula. Segons
es pot observar en la figura 6.1 totes les quiredotenen una estructura comuna
composta d’'un anell de piridina (amb un grup aeiboxilic lliure en la posicié 3 i un
nitrogen en la posicio 1 que ha d’estar unit a cadena lineal o ciclica (Rperque la

substancia presente activitat), unit a un anethata.

Figura 6.1. Estructura basica de les quinolones. X =N, H; N,#H; Z= N, H.

178



Capitol 6

Les fluoroquinolones, que pertanyen a la segonargeid de quinolones, incorporen
un atom de fluor en la posicio 6 i un grup pipezdmn la posicio 7. Es caracteritzen per
la seua gran eficacia contra l'activitat bacterig@$ i s'utilitzen en medicina i
veterinaria. En els éssers humans, s’'usen peatraca amplia gamma de malalties,

com les infeccions del tracte urinari, respiratgastrointestinal [3].

L’analisi de quinolones s’ha realitzat tradicionalmh mitjancant metodes
microbiologics. No obstant, aquesta tecnica €s tadibsa pel temps que requereix i a
més, ofereix una precisio i especificitat roineambé s’han aplicat altres tecniques no
rutinaries com la luminescéncia sensibilitzadaetbit(lll) [4], I'electroforesi capil-lar

[5-7], o la cromatografia d'immunoafinitat [8].

També s’han utilitzat equips d’Ultima generaciécdematografia liquida adaptada a
espectrofotometria de masses en tandequid chromatography-coupled tandem mass
spectrometry LC-MS/MS) [9-11], encara que aquesta instrumédtés molt cara i
només uns pocs laboratoris poden fer Us de la xaatea cromatografia liquida d’'alta
resolucio figh performance liquid chromatographPLC) s’ha convertit en una eina
important per a I'analisi individual o de diversgsmbinacions de quinolones en fluids
biologics, aliments, mostres ambientals, i preparacfarmaceutiques utilitzant métodes

de deteccio en la regi6 ultraviolada o de fluoras@e[12—-27].

Els métodes de cromatografia liquida micel-laicéllar liquid chromatography,
MLC) tenen els avantatges de permetre la injecicerth de mostres sense necessitat de
realitzar cap tractament previ excepte la filtra@i@i com la baixa toxicitat de les seues
fases mobils [28]. L'MLC ha demostrat ser una téanitil en la determinacio de
diversos grups de farmacs, com els dilrétics dep gie les tiazides [29, 30], la

furosemida [31], i la trazodona [32] en medicaments

En aquest capitol, es demostra que les fases nmioés- lars hibrides que contenen
dodecilsulfat sodic i propanol sén apropiades péa determinacié simultania d’acid

pipemidic, levofloxacina, norfloxacina, i moxiflosiaa (figura 6.2). El procediment
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desenvolupat s’ha aplicat al control de diversespawmacions farmaceutiques que es
comercialitzen en diferents presentacions, i haitsiplidat d’acord amb la guia
International Conference on Harmonisati@iCH) [33]. Malgrat que agquests compostos
no s’administren conjuntament, el metode proposatmpt la determinacid i
quantificacié de les quatre quinolones estudiagesirea Unica analisi cromatografica
sense la necessitat de realitzar modificacionscamfdils per a cada compost per separat,

gue fan que el métode proposat siga més econaagid.

COOH

logP =0.18; )K;; =5.5 logP = 1.26; K4 = 6.05, K, = 8.22
Acid pipemidic (PIP) Levofloxacina (LEV)
o [¢]
F COOH F COOH
H H
N
| |
N N hN N
H Hac/O % HN\) \\
logP =2.04; Ky =6.4, K;=9.5 logP = 1.64; K, = 6.3, K, = 8.8
Moxifloxacina (MOX) Norfloxacina (NOR)

Figura 6.2. Estructures, coeficients de repartiment octarglai(logP) i

constants de dissociacio acid-base de les quinelesteidiades [34—36].
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6.3. Part experimental
6.3.1.Reactius

Els estandards d’'acid pipemidic (PIP) i norfloxacifiNOR) van ser adquirits a
Sigma (St. Louis, MO, EUA), moxifloxacina (MOX) veer de Bayer (Leverkusen,
Alemanya) i levofloxacina (LEV) de Fluka (Mila, lid). Altres reactius emprats van ser:
dodecilsulfat sodic (SDS), dihidrogenfosfat sodic,metanol (Merck, Darmstadt,
Alemanya), propanol (Scharlab, Barcelona), acidhéttiic i trietilamina (J.T. Baker,
Deventer, Paisos Baixos). Es va utilitzar aigudildiesla desionitzada (Millipore S.A.S.,

Molsheim, Franga) per a la preparacio de toteditsolucions.

6.3.2.Instrumentaci6

Es va utilitzar el mateix sistema cromatografic gildnt Technologies (equipat amb
una bomba quaternaria, un mostrejador automaticdetiector UV-visible), aixi com les
mateixes condicions d'operacio (flux i volum d’iog@d) descrites en el capitol 3. La
balanca analitica, pH-metre, agitador vortex, utatat d’'ultrasons també van ser els

mateixos que els descrits en el capitol 3.

6.3.3.Condicions cromatografiques

La separacio cromatografica es va realitzar amb cwlamna Kromasil C18
(150 mm x 4.6 mm de diametre intern i 5 um de ghaeiadde particula) (Scharlab)
termostatitzada a 25 °C, utilitzant una fase maeiD.15 M SDS-2.5%v(v) propanol—
0.5% trietilamina tamponada a pH 3, mentre queeleatio es va realitzar a 276 nm.
D’altra banda, el senyal analitic es va adquiribaim PC connectat al cromatograf a

través d’'una estacio de dades d’Agilent (Rev. B.0B.
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6.3.4.Preparacio de dissolucions estandard i fases n®bil

La preparaci6 de les fases mobils micel-lars eduva terme de la mateixa manera
descrita en el capitol 5. Resumint, es va dissdIB®@S en aigua i a continuacio es va
afeqgir trietilamina (TEA) (0.5%). Tot seguit, es vamponar a pH 3 amb
dihidrogenfosfat sodic 0.01 M, i per ultim, es d@ionar propanol fins a aconseguir la

seua concentracio desitjada, i es va aforar amlaaig

Es van preparar dissolucions patro de 50 pg/mlLad@ @ntibiotic. Aquestes es van
dissoldre en uns pocs mil-lilitres d’etanol amiuid® d’'un bany d’ultrasons i finalment
es van aforar amb una dissolucié 0.1 M SDS tampmoraadb fosfat a pH 3. Es van
preparar diverses dissolucions patré en l'intedeaconcentracions d’1-25 pg/mL per a
I'analisi dels antibiotics en medicaments. Les alissions es van preparar de forma

periodica.

6.3.5.Preparaci6 de les mostres de medicaments

Els farmacs analitzats van ser comprimits i cagsier a les analisis, es van pesar,
triturar i homogeneitzar deu comprimits. A conticidaes van pesar diverses porcions i
cadascuna es va sonicar en una xicoteta quanetaindl (5%,v/v del volum final) en
un bany d’ultrasons. Llavors es va afegir una diigs6 0.1 M SDS a pH 3 per afavorir
I'extraccié dels compostos, i es va usar novamehary d’ultrasons. Finalment, es va
diluir amb la mateixa dissolucio micel-lar. Perskua banda, les capsules es van pesar
abans i després de buidar-les amb cura, per ohienies exacte del seu contingut. A
continuacio es va seguir el mateix procedimenteidper als comprimits. Els excipients
no van ser solubles en el medi micel-lar, per & qasa les dissolucions de les mostres
es van filtrar abans de la seua injeccié en el atograf, directament en els vials
col-locats en el mostrejador automatic, a travésnéenbranes de nil6 de 0.45 pm

(Micron separacions, MA, EUA).
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6.4. Resultats i discussio
6.4.1.Selecci6 de la fase mobil

Es van realitzar una serie d’estudis preliminard ainproposit d’obtenir un métode
eficient per a la separacié de les quatre quinslawnsiderades. Es van estudiar de
forma exhaustiva els seglents parametres: longitoda de deteccié, components i

composicio de la fase mobil, i pH.

Es van provar diverses fases mobils utilitzant rdifiés composicions de dos
alcohols: propanol i butanol. El propanol va prodmiillors eficacies en els pics
cromatografics, pero aquestos van presentar umadgleetencio respecte al butanol. No
obstant, els antibiotics no es van separar ammbltacausa de diversos solapaments
entre ells. Per tant, es va preferir I'Gs de propasn l'etapa d’optimitzacié de la

separacio.

Les quinolones presenten dos grups funcionals zapiés: acid carboxilic i un
nitrogen quaternari en I'anell de piperazina. Ripycarboxilic té un caracter acid més
fort que el grup amoni, la constant de dissociacid del qual (K,) varia entre 5.51 9.5
en medi aquos. Els valors di els coeficients de repartiment octanol-aigua @pgle
les quinolones es mostren en la figura 6.2 [34-B6ire els diferents valors de pH que
es van estudiar, es va triar pH 3 ates que es bt@mio temps de retencié adequats amb
pics estrets i ben separats. D’altra banda, caleotem que l'eficacia dels pics es

deteriorava quan s’incrementava el pH de la fasailmo

Les fases estacionaries de silice son problematigies del punt de vista de
I'estabilitat del pH i I'activitat quimica residudkls grups silanol lliures, la qual cosa pot
originar pics amb cua i temps de retencio variaplrsa compostos amb caracter basic.
L’addicié d’'una amina en la fase mobil, com la TE#s una practica comuna per
protegir als grups silanol de la fase estacionaizggmentar d’aquesta manera I'eficacia

de compostos basics que posseeixen grups aminel Bostre cas, I'Us de TEA va
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millorar I'eficacia de les quatre quinolones. Natamt, aguesta amina es comporta com
un nou modificador i provoca una disminucio enfatsors de retencio dels compostos.

Per aquestes raons, la concentracio de TEA emiardia 0.5%.

6.4.2. Estrategia d’optimitzacio

Es va realitzar un estudi d’optimitzacié de la nteeste les quatre quinolones (PIP,
LEV, MOX i NOR). Un adequat control de les concanions de tensioactiu i dissolvent
organic pot donar lloc a cromatogrames amb una besalucié i una apropiada forca
d’elucio.

Es va aconseguir la composicié adequada de lanfi@kd que permet la completa
resolucié dels antibiotics, mitjan¢ant I'estratediaptimitzacio interpretativa descrita en
els capitols 3-5. L’equacié 4.1 del capitol 4 esutiitzar per descriure la retencio,
utilitzant les dades cromatografiques (factor deen@o, k; eficacia, N; i factor
d’asimetria,B/A) obtingudes després d’injectar els compostos enambre reduit de
fases mobils (cinc, quatre d’elles situades ervétexs d’'un rectangle i la cinquena en
el seu centre). Les concentracions de tensioadissolvent organic estudiades van estar
en els intervals seguents: 0.05 M—0.15 M per a $2%%—-12.5% per a propanol. Els
errors d’ajust en els factors de retenci6 prediib dequacié 4.1 van ser inferiors al 2%
per a tots els compostos. Els parametres cromditsy(®, N, i B/A) dels antibiotics es
van mesurar amb el program&fichrom [37, 38], que permet a més modelitzar la seua
retencio, considerant un criteri de maxima resoluieninim temps d’analisi per part del

cromatografista.

En la figura 6.3 es mostra el diagrama de resolgicbal. S’observa que la maxima
resolucié (valors proxims a la unitat) només sS’@asgueix en una zona estreta en
I'interval de concentracions d’'SDS (0.12 M—0.15iNdyopanol (2.5%—3.5%/v).
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Finalment, es va seleccionar la fase mobil amb #lomvalor de resolucio
(Rs = 0.868): 0.15 M SDS-2.5% propanol-0.5% TEA-0.0INEH,PO,—pH 3, on el
temps d’'analisi total va ser inferior a 12 minUEn aquest cas no és necessaria una
separacié completa dels antibiotics ja que mai rebaten junts en el mateix
medicament, pero si han d’estar prou resolts pgoggéen identificar-se en les distintes
preparacions farmaceutiques de forma individualsld’una Unica fase mobil permet un
estalvi a nivell de temps i economic. La figura fhdstra els cromatogrames simulat i
experimental per a la mescla de les quatre quiesl@m la fase mobil optima, sent la
concordanca entre ambdds excel-lent. Els parametmsatografics K, N i B/A)
obtinguts per als antibiotics en aquesta fase matnilser: 6.6, 1900, i 1.1; 5.7, 1500, i
1.1;9.1,1700,i1.0;i 8.1, 1100, i 1.2 per a,RIBV, NOR i MOX, respectivament.
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Figura. 6.3.Diagrama de resoluci6 global.
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(a)
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Figura 6.4. Cromatogrames predit (a), i experimental (b) d'omescla de:
(1) PIP (1.2519/mL), (2) LEV (5ug/mL), (3) NOR (2.5ug/mL) i (4) MOX
(10 ug/mL). Fase mobil: 0.15 SDS M-2.5% propanol-0.5%\FaH 3.
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6.4.3.Validaci6 del métode

En aquest capitol s’ha utilitzat la guia de validamternational Conference on
Harmonisation(ICH) [33].

a) Linealitat

Es va estudiar l'interval lineal de resposta deacawdmpost en el rang de
0.1-50 pg/mL per a les condicions cromatografiquescselaades, a partir de set
dissolucions a concentracions creixents (0.1, @,55, 15, 25, 50 pg/mL). Cada
dissolucio es va injectar en el sistema cromatagpar sextuplicat, i es van mesurar les
arees dels pics cromatografics. Les corbes derati es van construir mitjancant la
representacié de les dites arees enfront delsataspevalors de concentracio, i es van

ajustar utilitzant el metode de regressio lineahdrims quadrats. Totes les corbes van

ser lineals IRZ > 0.9997) en linterval de concentracions estufdaila 6.1).

Taula 6.1.Caracteristiques analitiques significatives obtifgguen la determinacio
dels antibiotics.

) LOD LOQ
Analit at SD b+ SD
(ng/mL) (ng/mL)
LEV 0.83£0.03 —0.149 £0.021  0.9997 56 171
MOX 0.405+£0.024 -0.020+0.016 0.9999 14 43
NOR 2.47+0.14 —-0.09 £ 0.07 0.9999 33 100
PIP 2.67 £0.19 -0.27 £ 0.16 0.9998 8 28

2 parametres de calibratge: Areaa=< (ug/mL) +b; SD = desviacio estandard;

R? = coeficient de determinacio.
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b) Limits de deteccio i de quantificacio

Els limits de deteccio (LOD) i quantificacio (LO@g LEV, MOX, NOR, i PIP es
van calcular d’acord amb la guia ICH [33], utiliteaels criteris3si 105 respectivament,
per mitja de la injeccio d’'una serie de 10 dissolog que contenien una concentracio
baixa dels compostos. La taula 6.1 resumeix elersadlels LODs i LOQs per als
antibiotics. El metode és prou sensible perque @m@ar-se en assajos de rutina de

preparacions farmaceutiques.

c) Precisio i exactitud

La precisi6 i exactitud intradia (dins d’'un matelia) es van determinar per mitja de
la injeccio per sextuplicat de quatre concentrazioonegudes (0.5, 5, 25 i 50 pg/mL)
dels antibiotics. Per la seua banda, la precisi¥actitud interdia (en diferents dies) es
van avaluar realitzant sis injeccions en el matix de les dissolucions indicades
anteriorment durant cinc dies consecutius (tau®). @.a gran exactitud i excel-lent

precisio dels resultats obtinguts indica la utildal métode.

d) Robustesa

La robustesa del métode es va avaluar realitzanbtetes variacions en les
condicions optimes dels parametres segients: SDS INpropanol (%,v/v), pH,
TEA (%, V/V), i flux de la fase mobil. Per a aix0 es van itgecsis repliques d’'una
dissolucio estandard de 5 pg/mL de cada composlidpersié en els temps de retencio
(RSD, % < 11) dels compostos a causa d’aquestdscasvmostra en la taula 6.3. La
variacio del flux va tenir una major influéncia knretencio que la resta de parametres.
No obstant, les variacions de tots els parametragn tenir cap efecte significatiu sobre

la resolucio, I'area dels pics i la seua forma.
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Taula 6.3.Avaluacio de la robustesa del metode.

LEV MOX NOR PIP
Eﬁ‘)rr?]r;‘titgrfaﬁc Nivell  tg(min) = (min) = (min) = (min)
A: SDS (M)
0.145 ~0.005 6.8 9.2 10.3 7.7
0.15 0 6.7 9.1 10.1 7.6
0.155 +0.005 6.7 9.1 10.1 7.6
Mitjana + SD 6.73+0.06 9.13+0.06 10.17 +0.12 7.63% 0.06
RSD (%) 0.9 0.7 1.2 0.8
B: Propanol (%v/v)
2.4 0.1 7.3 9.9 11.2 8.3
2.5 0 6.7 9.1 10.1 7.6
2.6 +0.1 6.7 9.3 10.0 7.6
Mitjana + SD 6.9+ 0.3 9.4+ 0.4 10.4 0.7 7.8.4
RSD (%) 4.3 4.3 6.4 5.12
C:. pH
2.9 0.1 6.7 9.1 10.2 7.7
3 0 6.7 9.1 10.1 7.6
3.1 +0.1 6.7 9.1 10.2 7.7
Mitjana + SD 67+00 91+00  10.17+0.06 77460.06
RSD (%) 0.0 0.0 0.6 0.8
D: Flux (mL/min)
0.9 0.1 7.4 10.2 11.3 7.7
1 0 6.7 9.1 10.1 7.6
11 +0.1 6.1 8.2 9.2 6.7
Mitjana + SD 6.7+0.7 92410 102+1.1 7.8.6
RSD (%) 10.4 10.9 10.8 8.2
E: TEA (%,vV)
0.45 ~0.05 6.7 9.1 10.2 7.7
0.5 0 6.7 9.1 10.1 7.6
0.55 +0.05 6.7 9.0 10.1 7.6
Mitjana + SD 6.7+00 9.07+006 10.13+0.06 637+0.06
RSD (%) 0.0 0.7 0.6 0.8
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e) Analisi de medicaments

Es va determinar el contingut de 19 preparaciomsdaeutiques comercialitzades a
Espanya com comprimits i capsules (taula 6.4). d&saoonstruir rectes de calibratge, a
partir de la mesura de les arees dels pics cromédicgy en l'interval 1-25 pg/mL per a
cada antibiotic (LEV, MOX, NOR, i PIP), realitzamtjeccions per duplicat de cinc
dissolucions de concentracio creixent. D’altra lzands va realitzar I'analisi per
sextuplicat dels medicaments a una concentracidxapada de 10 pg/mL per a cada

compost.

En les figures 6.5 i 6.6 es mostren els cromatogsade quatre dels medicaments
analitzats que contenen els seglents antibioties: iLPIP (figura 6.5), i MOX i NOR
(figura 6.6). Els excipients van eluir en el tenmpsrt o no van absorbir a la longitud

d’ona de mesura.

En la taula 6.4 apareixen els valors declaratsfpblgcants i els trobats, junt amb els
percentatges dels valors declarats i la precistihglda (RSD, %). Els valors trobats
van estar en l'interval 96-106% del contingut deatlai les dispersions en linterval

0.2-1.9%. Els resultats van estar d’acord ambmirogut declarat pels fabricants.
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Taula 6.4.Analisi de medicaments que contenen els antibiéstsdiats (n = 6).

. . - Percentatge del
Medicament (fabricant) Composicié (mg) Trobat (mg) RSD (%)
valor declarat (%)

Urisan Per capsula:
(Tedec-Meiji Farma, PIP (400), 415+7 103.8 1.7
Madrid) excipients
Galusan Per capsula:
. PIP (400), 420+8 105.0 1.9
(Almirall, Barcelona) .
excipients
Nuril Per capsula:
(Almirall) PIP (400), 421 +4 105.3 1.0
excipients
i Per comprimit:
Levofloxacina Normon
LEV (500), 500.0+1.7 100.0 0.3
(Normon, Madrid) excipients
i Per comprimit:
Levofloxacina Stada
LEV (500), 485+ 3 97.0 0.6
(Stada, Barcelona) excipients
Tavanic Per comprimit;
(Sanofi Aventis, LEV (500), 483.7+1.0 96.7 0.2
Barcelona) excipients
Amicrobin Per capsula:
_ NOR (400), 4176 +1.3 104.4 0.3
(Quimifar, Barcelona) .
excipients
Norfloxacina Stada Per comprimit:
(Stada) NOR (400), 407.0+1.8 101.8 0.4
excipients
Nalion Per comprimit:
(Sandoz Farmacéutica, NOR (400), 423.7+1.9 105.9 0.4
Barcelona) excipients
Uroctal Per comprimit:
(Almirall) NOR (400), 422.2+1.3 105.6 0.3
excipients
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Taula 6.4.(continuacig.

Medicament (fabricant)

., Percentatge del
Composicié (mg)  Trobat (mg) RSD (%)
valor declarat (%)

Noroxin Per comprimit;

(Sharp & Dohme, NOR (400), 383.9+1.7 96.0 0.4
Madrid) excipients

Norflok Per comprimit:

(Belmac, Madrid)

NOR (400), 420.3+£0.7 105.1 0.2

excipients

Norfloxacina Normon

(Normon)

Per comprimit:
NOR (400), 393.5+0.6 98.4 0.2

excipients

Norfloxacina Sandoz

(Sandoz Farmacéutica)

Per comprimit:
NOR (400), 393+4 98.3 1.0

excipients

Norfloxacina Bexal

Per comprimit:

(Bexal Farmaceéutica, NOR (400), 421.0+15 105.3 0.4
Madrid) excipients
Esclebin Per comprimit:

(Alacan, Alacant)

NOR (400),  384.7+1.8 96.2 0.5
excipients

Octegra
(Quimica Farmacéutica

Bayer, Barcelona)

Per comprimit:
MOX (400), 394419 98.6 0.5

excipients

Proflox

(Esteve, Barcelona)

Per comprimit;
MOX (400), 406.8+ 1.6 101.7 0.4

excipients

Actira

(Bayer)

Per comprimit:
MOX (400), 413+6 103.3 15

excipients
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(@)
\ \ \ \
0.00 4.00 8.00 12.00 16.00
Temps (min)
(b)
\ \ \ \
0.00 4.00 8.00 12.00 16.00
Temps (min)

Figura 6.5. Cromatogrames de les preparacions farmaceutigapuril
(400 mg PIP), i (b) Stada (500 mg LEV) injectadesiaa concentracio de
10 ug/mL. Fase mobil: 0.15 M SDS-2.5% propanol-0.5% FfA 3.

194



Capitol 6

(a)
\ \ \ |
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Temps (min)
(b)
\ \ \ \
0.00 4.00 8.00 12.00 16.00
Temps (min)

Figura 6.6. Cromatogrames de les preparacions farmaceutigajestorfloxacina
Sandoz (400 mg NOR), i (b) Actira (400 mg MOX) itigdes en una concentracio
de 10ug/mL. Fase mobil: 0.15 M SDS-2.5% propanol-0.5% FA 3.

195



Determinaci6 de quinolones en medicaments

6.5. Conclusions

El procediment cromatografic aci proposat per addderminacio rutinaria, en
medicaments d’alguns antibiotics del grup de leswajanes amb una fase mobil
micel-lar hibrida d’SDS i propanol, és simple i idapEl metode d’optimitzacio
interpretativa aplicat va conduir a la fase molgtima per mitja de I'is de les dades
cromatografiqgues obtingudes en només cinc faseslsnatecessaries per ajustar les
equacions que descriuen el comportament d’eluciéada antibiotic. S’ha obtingut una
bona sensibilitat, linealitat, i robustesa. La piécintra i interdia va ser satisfactoria
(RSD inferior a 3.5% i 2.0%, respectivament). Esultats de les analisis van estar

d’acord amb el contingut declarat pels fabrica®6-106%).
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Capitol 7

Determinacio de sulfamides en llet mitjancant
cromatografia liquida micel-lar previa derivatitzado

i acoblament amb el reactiu de Bratton-Marshall

7.1. Resum

En aquest capitol es proposa un procediment crgmniio que fa Us de fases mobils
micel-lars que contenen dodecilsulfat sodic (SDEpropanol, a pH 3, per determinar
en llet sis sulfamides (sulfacetamida, sulfaguawaidisulfamerazina, sulfametizole,
sulfametoxazole i sulfatiazole). En aquest procedima determinacié dels analits, es
duu a terme mitjancant una derivatitzacio precokme les sulfamides, consistent en la
diazotacio amb nitrit sodic i acoblament arb(1-naftil)etilendiamina (reactiu de
Bratton-Marshall), per formar azocolorants. La fanid dels azocolorants va disminuir
la polaritat de les sulfamides, i consequentmergenta la seua retencié en ser
cromatografiades amb eluents micel-lars, alhorappssibilita la seua deteccié en la
regio visible £ = 490 nm) atés que elimina el senyal de fons ded&iu de llet. Tot
aixo va incrementar la selectivitat del procediméat separacio es va dur a terme amb
una fase mobil de 0.08 M SDS-8.5% propanol tamporagH 7, en qué el temps
d’analisi va ser inferior a 16 min. Per a la vatidadel métode es va estudiar el rang de
linealitat (% > 0.9999), i la precisio intra i interdia (inferioml 3.7%). Els limits de
deteccio i quantificacié van estar compresos erinédsvals 0.7-0.9 i 2.4-3.1 ng/mL,
respectivament. El limit de deteccio va ser infealblimit residual maxim que estableix
la Uni6 Europea. Les recuperacions en mostres eteallidicionades van estar en
I'interval 83.7-103.0%.
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7.2. Introducci6

Les sulfamides (SAs) sén ampliament utilitzades gewenir i controlar malalties
veterinaries, com infeccions gastrointestinalsspiatories, aixi com per promoure el
creixement, i fins profilactics [1-4]. Es caradeen per presentar una estructura

qguimica semblant a I'acigbaminobenzoicg-amino benzoic acid, PABA).

En el tractament de malalties de bestiar pot farrsés abusiu d’aquests antibiotics,
donant lloc a residus indesitjables tant en tetis en els biofluids d’animals, incloent
la llet. Aquests residus poden originar una cegtasténcia als medicaments en éssers
humans, la qual cosa condueix a una ineficaciafatehac quan s’administra en el
tractament terapeutic [5, 6]. En els Ultims angszdmunitat cientifica ha manifestat una
gran preocupacié per l'alarmant increment de last&scia a antibiotics a causa del
problema que aixo suposa en el tractament de |Edtims infeccioses. S’ha destacat una
possible relacié entre I'is d'antibiotics en anisnall'increment de la resisténcia a
aquests compostos en bacteris dimportancia enlgggdo humana i animal. La
resistencia a antibiotics en éssers humans podta associada al consum de carn
d’animals que han sigut tractats amb aquest tipusampostos. Aixi, per prevenir
problemes de salut, la Uni6 Europea hi ha estahlitimit maxim residualnfaximum
residue limit, MRL) per a les SAs de 100 pg/kg en productes ctbhes d’origen
animal [5]. Per tant, la determinacié de tals resi@n menjar i altres subproductes

animals utilitzats per a consum huma, s’ha conventiun objectiu important d’estudi.

S’han desenvolupat diversos metodes analitics peerdinar SAs en teixit i
biofluids d’origen animal utilitzant la cromatogiafliquida d’alta resolucio high
performance liquid chromatography, HPLC), amb deteccié UV, de fluorescéncia o
espectroscopia de masses [2, 7-11]. Altres métegsats han sigut la cromatografia
de gasos das chromatography, GC) [12, 13], electroforesi capil-lar [3, 14, 1%]
cromatografia micel-lar electrocineticami¢ellar electrokinetic chromatography,
MEKC) [16]. Les dificultats inherents en I'analdiuna mostra biologica es deuen a la
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presencia d’interferencies que son coextretesgmii els analits d’interes. Per aquesta
rao, els metodes anteriorment mencionats necessitéiactament previ de la mostra, la
qual cosa inclou diverses etapes, com una extramuid dissolvent organic [4, 13],
extraccio en fase solida [1, 7] o ultrafiltraciér mentrifugacio [9, 17]. El tractament de
la mostra pot donar lloc a recuperacions variabldmixes. A més, el procés pot ser
toxic a causa de I'is de clorur de metile, acetibnimhetanol emprats en I'extraccio o en

la propia fase mobil.

La cromatografia liquida micel-lam{cellar liquid chromatography, MLC) és una
alternativa a la cromatografia liquida convenciogaé fa Us de fases mobils aquo-
organiques [18-20]. En MLC, la fase mobil esta cost@ per un tensioactiu en una
concentracié superior a la concentracié micel-ldtica, i ben sovint també per un
dissolvent organic, generalment un alcohol de cadewmrta (propanol, butanol o
pentanol), 'addicié del qual disminueix la retehdels pics cromatografics i augmenta
la seua eficacia. Es possible predir la retenaih ¢olut eluit en fases mobils micel-lars
mitjangant I'is de models que a més també s'wiitper optimitzar la separacio de
mescles de soluts [21, 22]. Un dels principals tatges de I'MLC és que ofereix la
possibilitat de determinar farmacs en matrius cexgs (orina, plasma i aliments) sense
necessitat de realitzar una extraccio previa deleeines presents en dites mostres, ja
gue permet la seua injeccid directa mitjan¢antolalslitzacié dels seus components
proteics [19, 20]. Aixo simplifica i accelera eragrmesura el tractament de la mostra, la
qual cosa repercuteix en una major exactitud delsggliments analitics i en un menor
cost economic. A més, els monomers de tensioatdgaimicel-les desplacen els farmacs
associats a les proteines, alliberant-los perateggartiment amb la fase estacionaria. En
els ultims anys, 'MLC ha demostrat ser una técnilgper a I'analisi de diversos grups
de substancies en diferents matrius [23—-26]. Eéstatges de I'MLC resideixen en la
utilitzacié de fases mobils que son biodegradahtesnys toxiques i inflamables, i

relativament més economiques en comparacio andgsatietodes.
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En preséencia d'un tensioactiu es pot modificaruiklgri quimic, la cinética i les
propietats espectrals, la qual cosa pot ser agrqfér millorar les caracteristiques dels
procediments analitics. Els tensioactius indueadégracions favorables en les constants
d’equilibri i en les propietats espectrals, inhdegi reaccions no desitjades, com ara les
d’hidrolisi i fotolisi, estabilitzen intermedis deaccid, cosolubilitzen mostres polars i
apolars, reactius derivatitzants i productes, namen la velocitat de reaccioé per mitja

d’'una catalisi micel-lar.

Les SAs soOn arilamines i contenen una amina pramamomatica (figura 7.1). Per
aquesta ra0 poden ser derivatitzades i quantificadda regio del visible mitjancant la
formacié d’'un complex acolorit, que es genera coroasequencia de la reaccié de
diazotacié i acoblament. La derivatitzacié [27, 2B8tlou una primera reaccido de
diazotaciéo amb nitrit de sodi, seguida d’'un segas @g'eliminacié de I'excés de nitrit
amb acid sulfamic, i posterior acoblament amb ectia de Bratton-Marshall
(N-(1-naftil)etilendiamina o NED). L'Us d’'un medi neitlar de dodecilsulfat sodic
(SDS) ofereix diversos avantatges ja que no eseregen canvis de pH, es redueix el

temps de reaccié i augmenta I'absortivitat molds deocolorants [29-31].

En aquest capitol, es mostra un procediment d’Mb @ es fa Us d’una reaccio de
derivatitzacié precolumna amb el reactiu de Braltarshall per a la determinacié de
sis SAs (sulfacetamida, sulfaguanidina, sulfameezsulfametizole, sulfametoxazole i
sulfatiazole) en llet. La formacio de SAs cromogejumt amb I'Gs de I'MLC augmenta
la selectivitat en la determinacié d’aquests aotics en matrius biologiques i
d’aliments. A més, I'MLC permet la injecci6 direata mostres que contenen impureses.

El metode desenvolupat és rapid, selectiu, econondacontamina el medi ambient.
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_NH,
H,N SO,NHCOCH; H,N SON==C{_
NH,

Sulfacetamida Sulfaguanadina
N
e
N N—/N
Sulfamerazina Sulfametizole
HoN SONH
TN/ I J\ HZNAQ»SOZNFHW ]|
N
\O N
Sulfametoxazole Sulfatiazole

Figura 7.1.Estructures de les sulfamides.
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7.3. Reaccio6 de derivatitzacio

Els tensioactius poden ser utilitzats com a eimgsatils per millorar la selectivitat,
sensibilitat i fiabilitat de procediments espeattomeétrics en l'analisi de materials
organics, per ampliar I'aplicabilitat de les reaors organiques cromogeéeniques a una
major gamma de substrats i reactius, i tornar ctilvipa compostos ionics hidrofilics,
hidrofobics i les mostres. L'Us de tensioactiusgainicialment limitat a les mesures de
propietats d’equilibris, pero s’ha ampliat als mdienents cinetics analitics. L’amplia
varietat de reaccions organiques i les diferereiels reactivitat i propietats fisiques dels
reactius, substrats, intermedis de reaccio i preducsuggereix que nomes és una

xicoteta part de les possibilitats que es pot arréinvestigar.

Les arilamines reaccionen amb nitrit en excés edi ad per formar I'ié diazoni
corresponent en la reaccido anomenada de diazoEsanitrit que no ha reaccionat ha de
ser eliminat abans d’afegir el substrat amb el gaatle reaccionar. Una vegada aquest
ha sigut eliminat, es realitza I'acoblament entresubstrat i I'id diazoni per originar
'azocolorant. En el nostre cas el substrat vaeb&ED. Els compostos azo produits en
la reaccié d’acoblament absorbeixen en el visiaieb una longitud d’ona de maxima
absorcié i absortivitat molar, que depenen derlestira del producte format, del pH i
del dissolvent. L’absortivitat molar generalment#&st elevada i permet la determinacio

d’'una gran varietat d’analits, en concentracionatdre dels pg/mL.

La determinacio espectrofotomeétrica d’arilaminesaaia en la diazotacié amb nitrit i
acoblament amb el reactiu de Bratton-Marshisl(1-naftil)etilendiamina o NED) se
simplifica ampliament en un medi micel-lar d’'SD&,[33]. En aquest medi, s’acceleren
les reaccions de diazotacié i acoblament, alhoea lga constants de protonacio dels
grups amino secundaris dels azocolorants es desplawalors de pH majors, amb la
qual cosa la carrega positiva es manté en un ragg ampli de pH, afavorint la

interaccié amb les carregues negatives de I'SD8esig fets sén la base que explica el
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desenvolupament d’'un procediment espectrofotomstmple aplicat a la determinacio

d’arilamines [31].

En una solucié no micel-lar, els ions diazoni esnén a pH < 1, mentre que es
necessari un pH > 4 per a I'acoblament, particudatnsi els ions diazoni no tenen un
substituent activador fort. Finalment, es duu angeuna altra modificacié del pH per
mesurar I'absorbancia dels azocolorants en la &#u@a diprotonada. En una solucié
micel-lar d’'SDS s’estableix el rang optim de pH mkanera que l'acoblament es
produisca amb una velocitat suficient, alhora guiot la protonacié de I'azocolorant
[31].

L'estrategia de formacio de complexos acoloritdedeSAs augmenta la selectivitat
en la seua determinacié en matrius biologiquegjua aquests complexos acolorits
nomeés es formaran en aquells compostos que pradestearacteristiques d’una sal de
diazoni capacg de reaccionar amb NED. El procedirderBratton-Marshall en un medi
micel-lar d’'SDS va ser aplicat per a la determimade SAs en preparacions
farmaceutiques [32, 33], i anilina en olis veget§Bl]. Més recentment s’ha
desenvolupat un procediment cromatografic per adéderminaci6 de SAs en
preparacions farmaceutiques [29], i orina [30]. d&uest procediment els azocolorants
formats, en un medi micel-lar d’'SDS, son separats ana fase mobil micel-lar. També
es va desenvolupar un altre métode cromatografi@pa determinacié de dilrétics en
orina, en el qual aquests eren hidrolitzats a éeesponents arilamines en un medi acid
amb una dissolucioé 0.15 M HCI a 100 °C, previangela formacio dels azocolorants, i
posteriorment es van analitzar amb fases mobilslnfées [35, 36]. La figura 7.2 mostra
les reaccions generals de diazotacio de les SAsnénithi el posterior acoblament dels
ions diazoni de les SAs amb NED.

El desplagament a la regio visible de la longitidnd de maxima absorcio
(480-560 nm) a causa del procediment de derivatiizaillora de manera important la
selectivitat, la qual cosa permet una adequadéasadaldiversos tipus de mostres.
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Etapa 1. Reaccio de diazotaci6

HsO"
H2N4©—SOZNH—R—> NENLQSOZNH—R
NaNO,

HaNO5S

16 diazoni

Etapa 2. Reacci6 d’acoblament

NH—CH,-CH,-NH, NH—CH,-CHy NH,

N
[l

ok
N@—SOZNH—R

NED Azocolorant

Figura 7.2. Reaccidé de diazotacio de les sulfamides amb riitrit

acoblament amb el reactiu de Bratton-Marshall (NED)
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7.4. Part experimental
7.4.1.Reactius

Les SAs estudiades van ser: sulfacetamida, sulfédjna, sulfamerazina,
sulfametizole, sulfametoxazole i sulfatiazole (Sagyr8t. Louis, EUA). A més s’ha fet Us
dels seglents reactius: nitrit sodic, acid sulfamlorhidrat deN-(1-natftil)etilendiamina,
dodecilsulfat sodic, 1-propanol, 1-butanol, 1-peotadihidrogenfosfat dissodic, acid
clorhidric i hidroxid sodic (Merck, Darmstadt, Alamya). En totes les dissolucions es
va utilitzar aigua destil-lada desionitzada (Mikip S.A.S, Mosheim, Franca). Les
dissolucions de les SAs i les fases mobils es WMaarfa través de membranes de nil6 de
0.45 um (Micron Separations, Westboro, MA, EUA).

7.4.2.Instrumentacio

Es va utilitzar el cromatograf descrit en capitafgeriors (model 1100, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA), proveit d'unantioa quaternaria i un mostrejador
automatic. La separaci6 analitica es va realiteamptja d’una columna Kromasil C18
(250 mm x 4.6 mm de diametre intern, i 5 um de dgaia de particula) (Scharlab,
Barcelona) col-locada en un compartiment termdzsgata 25 °C. El volum d’injeccio i
el flux de la fase mobil van ser 20 pL i 1 mL/miaspectivament. El temps mort es va
determinar com la primera desviacié significative ld linia base obtinguda en cada
cromatograma, després d'injectar les dissolucionselntars dels azocolorants. Per
analitzar les mostres que contenien les SAs, egleacionar una fase mobil de 0.08 M
SDS—-8.5% propanol-pH 7.

Els senyals analitics es van monitoritzar mitjah¢emdetector UV-visible de fila de
diodes a una longitud d’ona de 490 nm, i es vawiadger mitja d’'un PC connectat al
cromatograf a través d’'una estacio de dades d’Apilees dades cromatografiques es

van tractar amb el programavichrom [21, 22]. La balanga analitica, el pHmetre,
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I'agitador vortex, i la unitat d’ultrasons tambéser els mateixos que els descrits en els

capitols anteriors.

7.4.3.Preparaci6 de dissolucions, mostres i fases mobils

Es van preparar dissolucions patr6 de 100 pg/méadea SA, dissolent-les en aigua,
gue van ser utilitzades en els estudis d’optimigamentre que les mostres de llet es
van adquirir en un supermercat. Aquestes es vair,ddddicionar amb les SAs, i
injectar en el sistema cromatografic sense captatrent previ excepte la seua
derivatitzacio i posterior filtracié. Les dissolans patro i les mostres de llet es van
conservar a 4 °C fins ser analitzades. La fase Ingsbiva preparar utilitzant SDS
tamponat amb dihidrogenfosfat dissodic 0.01 M a7pH posteriorment es va afegir la
guantitat adequada d’un dels tres alcohols estufligpropanol, 1-butanol, o 1-pentanol)

per aconseguir la concentracio desitjada.

7.4.4.Formacio6 dels azocolorants de les sulfamides

Per a la derivatitzacio, es van prendre aliquotesdderents volums de les
dissolucions de SAs (preparades en aigua o addémen llet), i es van introduir en un
aforat de 25 mL, junt amb 10 mL d’'una dissoluci@50M SDS—0.15 M HCI, i 1 mL de
nitrit sodic 0.1 M. Després de 5 min, es va destiexkcés de nitrit per reaccié amb 1 mL
d’acid sulfamic 0.3 M. Transcorreguts 10 min mésyan acoblar els ions diazoni amb
0.5 mL de NED 0.03 M per formar els azocolorantsydlment, es va aforar amb aigua.
Els azocolorants es van formar immediatament iserestables almenys durant 1 mes,
a excepcio de la sulfacetamida. La degradacié dstqewompost es va observar
mitjancant la disminucié de 'area del seu pic catmgrafic i I'aparicié d’un segon pic.
Per aquesta rad, I'azocolorant de la sulfacetamsdea injectar sempre com a maxim 1

hora després de la seua preparaci6. En aguestdisioos només es va observar un pic.
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7.5. Resultats i discussio
7.5.1.Estratégia d’optimitzacié i seleccio de la faseloilo

Els temps de retencio dels azocolorants van sesanaevats en fases mobils que
contenien nomeés SDS. Per aix0, es va afegir uroldesst organic per incrementar la
forca d’elucio. Es va comparar I'efecte que produgebre la retencio dels azocolorants
els alcohols 1-propanol, 1-butanol, i 1-pentanbkevvant-se que el pentanol i, en menor
extensid el butanol, disminuien excessivament esisps de retencid. El propanol es
gueda en la fase aquosa, mentre que el butangarganol modifiquen I'estructura de
les micel-les. Finalment, es va seleccionar el gmopja que va permetre un millor
control de la forca d’eluci6. A més quan es vaditedir pentanol i butanol, es va
observar un solapament de diversos antibiotics trmeque el propanol va permetre la
completa resolucié de les sis SAs. Tradicionalmstiita utilitzat aquest alcohol per

augmentar la forca d’elucio de les fases mobilsemiars pures.

La fase mobil optima per a la separacié dels apoants es va obtenir aplicant un
procediment interpretatiu, que fa Us dels tempsetiencio i dels parametres de forma
dels pics cromatografics obtinguts en diverses sfag®bils, a concentracions de
tensioactiu i dissolvent organic adequadament iblisttes en I'espai dels factors
(constituit per les concentracions de tensioactissolvent organic). En aquest estudi,
es van injectar en el sistema cromatografic ele@acants de les sis SAs, i s’eluiren
amb les seguents fases mobils a pH 7 que cont&Sh (M) / propanol (%y/v):
0.05/2.5, 0.05/12.5, 0.1/2.5, 0.1/7.5, 0.125/5,5@25, 0.15/7.5, 0.15/12.5. Es van
mesurar els factors de retencl), (eficacies cromatografiquebl)(i factors d’asimetria
(B/A, sentB i A les distancies entre el centre i la cua, o elreent’inici del pic
cromatografic, respectivament, mesurats al 10%adigatla del pic). Aquestes dades es
van utilitzar posteriorment en un model matemaéc modelitzar la retencié (equacié
7.1), i un procediment d’optimitzacio interpretatiger predir la resolucié per a les sis
SAs [19].
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1

KAS
+
K = 1+ Ky & (7.1)
1+ KMD ¢
1+ Ky [M]
1+ I<AD ¢

ong i [M] sén la fraccié volumetrica del dissolventganic i la concentracio molar del
tensioactiu que es troba en forma de micel-lepemwamentKas i Kay descriuen el
repartiment del solut entre la fase aquosa i lee fastacionaria o la micel-la,
respectivamentKap i Kyp tenen en compte el desplacament dels equilibris de
repartiment produit per I'addicié del dissolvengamic. Aquesta equacio també s’ha

utilitzat en els capitols 4-6.

Considerant el criteri de maxima resolucio i mirtemps d’analisi, la fase mobil
optima seleccionada va ser 0.08 M SDS-8.5%¢) (propanol-pH 7. Els valors dels

parametres cromatografics per a aquesta fase g®hibstren en la taula 7.1.

Taula 7.1. Parametres cromatografics per als azocolorantssdsis SAs

eluits amb la fase mobil optima.

Compost & (min) k N B/A
Sulfacetamida 4.5 1.7 2300 1.2
Sulfaguanidina 7.0 3.4 1600 1.1
Sulfamerazina 9.9 5.2 1700 11
Sulfametizole 5.0 2.1 1800 11
Sulfametoxazole 13.2 7.3 1700 1.3
Sulfatiazole 11.6 6.5 1000 1.0
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7.5.2.Comportament de la senyal de fons de la llet

Si s'injecta una mostra de llet que no conté capeBAa fase mobil optima (0.08 M
SDS-8.5% propanol-pH 7), i es monitoritza a 260 (fwngitud d’ona de maxima
absorcio de les SAs sense derivatitzar), el crognatoa obtingut mostra diversos pics
per davall de 4 minuts corresponents als principataponents de la llet, incloent les
proteines (figura 7.3a) [37]. D’altra banda, elnatograma de la mateixa mostra de llet
derivatitzada, si es monitoritza a 490 nm mosta kicotets pics a 1.5, 2.0 i 3.6 minuts
(figura 7.3b). Cal ressenyar que s’ha realitzatamvi d’escala en la figura 7.3b respecte
a la figura 7.3a perque els pics pogueren obsee/aAquests corresponen a diversos
compostos endogens de la llet que experimenteaalecid de derivatitzacié, pero allo
important €s que no interfereixen en la determindeiles SAs. La figura 7.3c mostra un
cromatograma de llet derivatitzada addicionada kslsis SAs en una concentracié de
25 ng/mL.

7.5.3.Validaci6 del métode

Es va seguir la guia de validadidternational Conference on Harmonisation (ICH)
[38]. Es van construir rectes de calibratge peesa3As en els seguents intervals de
concentracié: 0.2-20 pg/mL per a sulfacetamidafasdrazina, sulfametizole, i
sulfametoxazole, i 0.2-10 pg/mL per a sulfaguamidisulfatiazole, a partir d’'injeccions
per triplicat de 9 i 8 dissolucions, respectivameat concentracions creixents
(R?>0.9999) i es van mesurar les arees dels picsatagrafics.

Es van calcular els limits de deteccié (LODs) igdantificacio (LOQs) aplicant els
criteris 3s i 10s, respectivament, a partir de la desviacio esta@hdkinjeccions per
decuplicat de mostres de llet que contenien unatiagamolt xicoteta de cada SA. En la
taula 7.2 es mostren les caracteristiques anagigignificatives obtingudes per a les

SAs estudiades. Els LODs van estar en l'intervat0.9 ng/mL, valors que son inferiors
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als limits maxims residuals establits per la Cotatirituropea [5], i sbn comparables o

fins i tot millors que els obtinguts en altres nu&te [4, 17, 37].

Les precisions intra i interdia, expressades catesaiacio estandard relativa (RSD,
%), es mostren en la taula 7.3. Aquestes es varndieiar a tres concentracions (una
baixa, una altra intermedia, i una altra alta)cdid amb el rang establit en les rectes de
calibratge de cadascuna de les SAs. La precigidiat es va calcular mesurant les arees
dels pics cromatografics obtinguts després de Jjdrdions consecutives de les tres
dissolucions indicades anteriorment en el mateax dientre que els valors interdia es
van prendre durant 10 dies en un periode de 3 mades tres mateixes concentracions.
Els valors de precisio intradia van oscil-lar er@ré—2.7%, i els corresponents a la
precisié interdia entre 0.3-3.7%. Aquests valodiguen que la variabilitat entre les

dades és molt xicoteta a les tres concentracidodiades.

Taula 7.2 Caracteristiqgues analitiques significatives ajutiies en la determinacio de

les sis SAs.

LOD  LOQ

(ng/mLY (ng/mLp

0.9999 0.8 T 2
0.9999 7 0. 2.4

Compost a+SD b+ SD n

Sulfacetamida 109.8 +0.3 -33+24
Sulfaguanidina 124.54+0.11 -5.3+0.6
Sulfamerazina  96.10 + 0.18 12+15 0.9999 0.9 1 3
Sulfametizole  109.93+0.07 -4.9+0.6 0.9999 08 27
Sulfametoxazole 113.03 £ 0.15 08+1.2 9 0.9999 0.8 2.7
Sulfatiazole 121.83+0.12 -4.1+0.6 8 0.9999 0.7 25

© © o ©

2 parametres de calibratge: Areaa=C (ng/mL) +b ; SD = desviacio
estandard R? = coeficient de determinacio.
®Limits de deteccié i quantificacio en llet obtingjat partir de 10 répliques a

una concentracio baixa de SAs
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Figura 7.3. Cromatogrames de: (a) blanc de llet sense ddadaat. = 260 nm), (b) blanc de
llet sotmes a derivatitzaci@ & 490 nm), i (c) llet addicionada amb 25 ng/mLcdelascuna
de les SAs i sotmesa a derivatitzacié. Les SAs sels temps de retencig, (min) sén: (1)
sulfacetamida, 4.5; (2) sulfametizole, 5.0; (3¥agianidina, 7.0; (4) sulfamerazina, 9.9; (5)

sulfatiazole, 11.6; i (6) sulfametoxazole, 13.2.
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Taula 7.3.Precisi6 intra i interdia per a les sis SAs (R34,

Compost Intradia Interdia
C1 C2 C3 C1 C2 C3

Sulfacetamida 2.3 1.6 11 1.6 0.5 0.3
Sulfaguanidina 1.9 0.9 0.8 2.5 1.1 0.4
Sulfamerazina 1.9 0.4 1.0 3.1 1.0 0.3
Sulfametizole 15 0.7 0.8 3.7 0.6 0.3
Sulfametoxazole 1.7 0.7 0.5 2.1 0.8 0.6
Sulfatiazole 2.7 0.9 0.5 2.7 0.8 14

C1, G i C3sOn 0.4, 61 17.5 pug/mL, respectivament, per tasetamida, sulfamerazina,
sulfametizole, i sulfametoxazole; i 0.4, 6 i 10 mb/ respectivament, per a

sulfaguanidina i sulfatiazole.
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7.5.4.Determinacio en mostres de llet addicionades

S’addicionaren mostres de llet amb SAs a tres curaaons diferents per avaluar la
recuperacié del metode. En la taula 7.4 es mo##serecuperacions obtingudes a partir
de triplicats de deu mostres que contenien lesesggitoncentracions d’antibiotics: 0.4,
6, i 17.5 pg/mL per a sulfacetamida, sulfamerazswdfametizole, i sulfametoxazole,
respectivament, i 0.4, 6 i 10 pg/mL per a sulfagiiaa i sulfatiazole, respectivament.
Les recuperacions van ser bones (83.7-103.0%)dbapsa indica que el procediment

de preparaci6 de les mostres és adequat per édiat@SAs en llet.

Taula 7.4.Recuperacié de SAs en mostres de llet addicionades

(n=10) a tres concentracions diferents.

Compost Recuperacio (%)

C1 C2 C3
Sulfacetamida 99.6+1.9 97.3+0.7 949+1.0
Sulfaguanidina 95+6 90+3 83.7+1.6

Sulfamerazina 99.5+0.8 985+14 103.0+0.7
Sulfametizole 101.4+£0.7 91.7+15 97.7+1.2
Sulfametoxazole 93.0 +1.7 955+14 95+4
Sulfatiazole 95+4 93.76 £0.18 100.6+£1.6

a

mitjana + SD (n = 3).,¢c i c3son 0.4, 61 17.5 pg/mL per
a sulfacetamida, sulfamerazina, sulfametizole, i
sulfametoxazole, respectivament, i 0.4, 6 i 10 |[Lgper a

sulfaguanidina i sulfatiazole, respectivament.
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7.6. Conclusions

El metode proposat en aquest capitol ofereix dbgermvantatges. La formacio
d’azocolorants elimina el soroll de fons que mokirmatriu de llet, la qual cosa millora
la selectivitat de les determinacions quan s’efedtuinjeccié directa d’aquestes en el
cromatograf. Malgrat que I'etapa de derivatitzacthsumeix temps, I'estabilitat dels
azocolorants permet el tractament simultani d’'\angrombre de mostres, que poden ser
analitzades al llarg d’una jornada de treball. Aqueétode no requereix un procediment
complex de tractament de la mostra, com per exeoeextraccid prévia, ni tampoc
grans volums de mostra ni de dissolvents orgariids. resultats indiquen que el
procediment descrit €s Util per al seguiment i tjtiaacio de les sis SAs estudiades en
llet. El temps total d’analisi és inferior a 16 mamb LODs i LOQs que sén menors o
semblants als valors descrits en la literaturaalRient, es pot concloure que el metode
d’'MLC desenvolupat és simple, té un baix nivell tixicitat i un baix risc de

contaminacio per al medi ambient pel reduit Usissoti/ents organics.
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Capitol 8

Control de quinolones en mostres de llet i ou
mitjancant cromatografia liquida utilitzant

fases mobils que contenen un tensioactiu

8.1. Resum

En aquest capitol es presenta un procediment cognédic senzill que fa Us d’'una
fase mobil micel-lar per a la determinacio en nasstie llet i ou de quatre quinolones
(danofloxacina, difloxacina, flumequina, i marbofiwina). En el metode que es
proposa, No va ser necessaria cap extraccio pepjpae les proteines de les matrius, ja
gue aquestes son solubilitzades per les micel-k=s.Uniques etapes de pretractament
requerides abans de la injeccié de les mostres| efistema cromatografic van ser:
homogeneitzacio, dilucié i filtracio. Es va obtenina resoluci6 adequada de les
qguinolones mitjangcant un procediment quimiomeétric gué en un primer pas es
modelitza la retencié utilitzant els factors deeneié dels compostos obtinguts en només
cinc fases mobils. Després, es va aplicar un crit@ptimitzacio que considera la
posicié i forma dels pics cromatografics. La sepi@ranalitica es va dur a terme amb
una columna C18, una fase mobil micel-lar hibridd®5 M dodecilsulfat sodic—10%
(v/v) butanol i 0.5% \{/v) trietilamina tamponada a pH 3 i detecci6 fluorinoa. Les
guinolones van ser eluides en menys de 15 minagesebservar-se cap interferéncia
per part de les proteines o altres compostos endddg les matrius d’aliments. Es van
calcular una serie de parametres rellevants per \alidacio, per exemple, limit de
decisio (CG), capacitat de deteccio (g)Crepetibilitat, reproductibilitat, recuperacions
robustesa, seguint les directrius de la Decisidad€omissié Europea 2002/657/CE.
Finalment, el metode proposat es va aplicar emudantificacio de les quatre quinolones

estudiades en matrius de llet i ou.
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8.2. Introducci6

Els medicaments administrats a animals s’han ctihner una part integral de la
produccio ramadera i exerceixen un paper impogardl seu benestar, principalment en
la prevencio de malalties, cura d’infeccions, colntiel risc de transmissio de malalties
als éssers humans i 'augment de la capacitat ptvdudels animals. L'Us rutinari
d’aquest tipus de medicaments amb aquesta finglitabriginar la presencia de residus
en productes alimentaris d’origen animal si no especten els temps adequats en
I'eliminacié dels antibiotics, la qual cosa pot uidla resistencia dels patogens als
antibiotics utilitzats en humans [1, 2]. Els prages de control d’aliments tenen com a
objectiu fer complir la legislacio sobre residussdmedicaments en productes d’origen
animal i depenen en gran mesura de la disponibiléanetodes rapids i precisos per a la
deteccié analitica. Per tal de protegir els condormside I'exposicié a nivells residuals
que podrien resultar un risc per a la salut, labUfiropea ha introduit una legislacié
relativa a I'autoritzacio de medicaments vetersmaha establit nivells maxims residuals
(maximum residue limiMRL) d’aquests farmacs en diferents teixits djen animal de
consum huma [3, 4]. Per tant, hi ha una necessdatinua de desenvolupar nous
meétodes analitics fiables per determinar el congatinde les regulacions tant nacionals

com internacionals en totes les arees de quabtguretat alimentaria.

Les quinolones son un grup d’agents antibactegatrsicturalment relacionats i d’'Us
comu en medicina i veterinaria. Els derivats pipeib6-fluorats, les fluoroquinolones,
ofereixen una amplia gamma d’activitats antibaaters i han sigut cada vegada meés
utilitzades en veterinaria a causa de la seuaaidican el tractament d’infeccions
bacterianes [5]. Els antibiotics son essencialsapeontrol de mastitis i altres problemes
bacterians en els ramats [6, 7], i el seu pas ketigpot causar grans problemes en
productes lactis. Aquesta intolerancia dels resitlastibiotics es deu al fet que hi ha
persones adultes que tenen hipersensibilitat alsiatics, reaccions al-lergiques, i fins i
tot la ingestié d’aquests residus pot ocasionatdasort [6]. A més, I'is de quinolones

en gallines s’ha prohibit en la Unié Europea [4jaausa de la possibilitat que els seus
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residus antimicrobians es transferisquen i es degposn els ous destinats al consum

huma.

La determinacié de les quinolones en mostres daiim requereix una etapa
d’extraccio de l'analit de la matriu, seguit deedénts etapes de neteja com ara
I'extraccio liquid-liquid (quid-liquid extraction LLE) [8, 9], extraccidé en fase solida
(solid-phase extractiqrSPE) [10, 11], la dialisi [12] i I'extraccio anfloids supercritics
(supercritical fluid extraction SFE) [13]. Recentment, Kinselé al. van realitzar una
revisié exhaustiva sobre les tendéencies actualk gareparacié de mostres per aillar
medicaments veterinaris i promotors del creixenuehs aliments. La cromatografia de
flux turbulent acoblada a un tandem d’espectrometté massesturbulent flow
chromatography coupled with tandem mass spectrgmd@tFC-LC-MS/MS) és una
técnica que elimina les etapes de neteja que &aterdps consumeixen, incrementa la
productivitat i redueix el consum de dissolventssgemperjudicar-ne la sensibilitat o
productivitat [14]. En aquest sentit, Stolketr al. han desenvolupat un metode que
automatitza el procediment d’extraccio [15]. Enacéh amb la técnica de separacio,
I'electroforesi capil-lardapillary electrophoresisCE) i la cromatografia liquida d'alta
resolucié high performance liquid chromatographyiPLC) sén les tecniques més
utilitzades. La CE [16, 17] s’ha convertit en uganica de separacio de gran potencial
atées que els temps d’analisi s6n menors que aguedls’obtenen en 'HPLC, i a més a
meés son necessaris menors volums dels reactiudeasdmostres. No obstant aixo, a
causa del baix volum de mostra requerit per ajécand, la sensibilitat obtinguda no és
tan bona, per la qual cosa 'HPLC continua semédaica més usada. Recentment s’han
publicat molts estudis sobre I'analisi multi-reside quinolones en llet [18-24] i ous
[24-30]. La majoria dels metodes de 'HPLC utilnzdetecci6 UV [18, 21, 24, 25],
fluorescéncia [18, 20, 26], 0 espectroscopia desewf 8, 19, 22—-24, 27-30].

La cromatografia liquida micel-lam(cellar liquid chromatographyMLC), que fa
us d’'una dissolucio de tensioactiu com a fase mahiha concentracié superior a la

micel-lar critica, €s una alternativa a 'HPLC cemeional. L'MLC permet analitzar
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mostres biologiques o d’aliments sense haver dieimes proteines i altres substancies
que interfereixen i, per tant, redueix el cost itenps d’'analisi considerablement.
Aquesta teécnica permet I'elucio simultania d’amsahtdrofobics i hidrofilics [31] sense
ser necessari un gradient d’elucid. El comportanesieable i reproduible de les fases
mobils micel-lars permet la prediccié exacta deetancié dels soluts fent as d’'un model
gue també pot ser utilitzat per optimitzar la sap#r de mescles de soluts [29]. A més,
una de les principals aplicacions de I'MLC és lagibilitat de la injeccié directa de la
mostra gracies a la capacitat que tenen els agraege¢l-lars per dissoldre les proteines

i altres compostos de la matriu.

En aquest capitol es presenta un metode sentdttisei sensible de cromatografia
liguida amb detecci6 fluorescent per a la deteronnasimultania de quatre
fluorquinolones: danofloxacina, difloxacina, flunu&og i marbofloxacina (figura 8.1) en
mostres d’aliments (llet i ou), utilitzant una fasébil que conté un tensioactiu. D’acord
amb el Regulacio de la Unio Europea [4], els MRUeakequinolones estudiades en llet
bovina, ovina i caprina son de 30 pg/kg per a daratina, 50 pg/kg per a flumequina,
i 75 pug/kg per a marbofloxacina. Ates que aquestalacié de la Uni6 Europea no
estableix I'MRL per a difloxacina, aquest va seteseionat com 100 pg/kg. Les
quinolones estan prohibides en els ous d’aus dalcarper tant no s’ha establit cap
valor d’MRL. En aquest cas, es va decidir mantelimateixos valors d’MRL establits
en la llet. Les mostres van ser injectades diregtdi@n el sistema cromatografic després
de la corresponent dilucio i filtraci6. El métodeoposat es va aplicar per a la
determinaciéo d’'aguestos antibiotics en un gran memtbe mostres de llet i ous

adquirides en diferents supermercats.
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Figura 8.1. Estructures de les quatre quinolones estudiades.
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8.3. Part experimental
8.3.1.Reactius

Els antibiotics flumequina (FLU) i marbofloxacinflAR) es van comprar a Sigma
(St. Louis, MO, EUA). Difloxacina (DIF) i danofloxtma (DAN) van ser adquirits de
Fluka (Buchs SG, Suissa). Dodecilsulfat sodic (SD'®)droxid de sodi es van adquirir
de Merck (Darmstadt, Alemanya). Dihidrogenfosfatsaeli, 1-propanol i 1-butanol es
van obtenir de Scharlab (Barcelona). Acid clorttidmetanol, etanol i trietilamina es
van obtenir de J.T. Deventer Baker (Paisos Baixgs)va utilitzar aigua destil-lada
desionitzada en la preparacio de totes les digsaolsic(Millipore SAS, Molsheim,
Franca). Els filtres de nilé es van obtenir d'urzadia de Sartorius-Stedim (Goettinge,
Alemanya) i d'una altra de Micron separacions (\Wesi, MA, EUA). La majoria de les
mostres de llet bovina i caprina, aixi com les masstd’ous van ser comprades en

diferents supermercats.

8.3.2.Instrumentacié i condicions cromatografiques

Es va utilitzar el mateix cromatograf descrit ercapitol 5 (model 1100, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA), proveit d’'unantioa quaternaria, un mostrejador
automatic, un compartiment termostatitzat per actdumna, i un detector de
fluorescéncia. El control instrumental i 'adquidicels senyals analitics es van realitzar
mitjangant un PC connectat al cromatograf a tral’/dea estaci6 de dades d’Agilent
(Rev. B.03.01). Les dades cromatografiques van tismtades amb el programari
Michrom [32], incloent la mesura dels pics i I'obtencidldeomposicio de la fase mobil
optima.

La balanca analitica, el pH-metre, I'agitador vierida unitat d’'ultrasons també van

ser els mateixos que els descrits en els capittésiars.
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Es va utilitzar una columna analitica Kromasil G180 mmx 4.6 mm de diametre
intern, i 5 um de grandaria de particula) (Schantedy a la separacié de les quinolones
estudiades. La detecci6 per fluorescéncia es Vigzezaaplicant el segiient programa als
temps i longituds d’ona d’excitacio/emissio indgaf-9.30 min, 260/366 nm per a
FLU, i 9.30-20 min: 280/450 nm per a DAN, DIF i MAR. El flux d& fase mobil va ser
d’l mL/min, el volum d’injeccio 20 pL i la tempetat de la columna es va mantenir a
25 °C. La fase mobil utilitzada va ser 0.05 M SD@®% butanot0.5% trietilamina
tamponada a pH 3 amb 0.01 M N&y. La fase mobil es va filtrar a través d’'una

membrana de nil6 0.45 pm (Sartorius-Stedim).

8.3.3.Preparacié de dissolucions estandard i fases nm®bil

Les fases mobils micel-lars es van preparar péssutuantitats apropiades d’'SDS i
dihidrogenfosfat sodic. Aquests reactius es vansoftise en aigua destil-lada
desionitzada i es va afegir un 0.50/ de trietilamina, ajustant tot seguit el pH aloral
desitjat. Després es va afegir butanol per acomsdguconcentracié desitjada de

dissolvent organic i finalment es va aforar amiuaig

Es van preparar dissolucions patré de les quinsl¢paN, DIF, FLU i MAR) en
una concentracié de 10 pg/mL, dissolent les substsupures en un 5% d’etanol amb
l'ajuda dun bany dultrasons, i finalment afordes amb una dissolucié
0.05 M SDSpH 3. Aquestes dissolucions van ser emmagatzenaadl€€ fins el seu Us.
Les dissolucions patré de treball es van prepadiam a partir de dilucions adequades
de les dissolucions patré concentrades. Totesis¢ssldcions es van filtrar directament

en els vials a través de filtres de nil6 0.45 pnc(bh separacions) abans de 'analisi.
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8.3.4.Preparaci6 de mostres de lletiou

Les mostres de llet i ou es van homogeneitzar prdsses van prendre aliquotes
(5 mL de llet liquida i 10 mL d’ou) que es vanrafoa 25 mL amb una dissoluci6 0.05
M SDS-pH 3. La dissolucio final va ser agitada continuaimdurant 2 min. A
continuacio, el sobrenadant es va filtrar a trad@diltres de xeringa de nil6 0.45 um
(Micron separacions) per a les mostres de llet,traeque es va utilitzar una bomba de
buit amb filtres de nil6 de 0.45 um per a les nesstd’'ou (Sartorius-Stedim). Les

dissolucions filtrades es van col-locar directaneentls vials de I'automostrejador.

8.3.5. Validacio del metode

El métode va ser validat per complir els critegpexificats per la Decisio de la
Comissio Europea 2002/657/CE [33]. En els estueigalidacio es van emprar mostres
de llet i ou addicionades. Es van determinar elliesiets parametres: selectivitat,
linealitat, limit de decisio (C{}, capacitat de deteccio (GC limits de deteccio i
guantificacid, recuperacions, exactitud i precidi@ambé es va incloure I'estudi de la
robustesa. Cal puntualitzar que els valors delametres estudiats no depenen de la

matriu analitzada, la qual cosa es va comprovditzenat diferents mostres de llet i ou.

8.4. Resultats i discussio
8.4.1. Fluorescéncia de les quinolones

Es van obtenir els espectres d’excitacio i d’emis les quinolones en dissolucions
d’SDS tamponades a pH 3. Es va trobar un maximcdanié adequat per a totes les
quinolones a 280 nm, mentre que el maxim d’emissida situar a 445 + 60 nm. Les
longituds d’ona d’excitacié (nm) i d’emissio (nmgrpa cada quinolona van ser: 280/450
per a DAN, 280/450 per a DIF, 280/366 per a FLRB0/514 per a MAR. Finalment, les
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longituds d’ona seleccionades per a la deteccidseakiy. = 260 Nnm ke = 366 NM per
a FLU i,Xexc = 280 nm ey = 450 nm per a DAN, DIF i MAR.

8.4.2.0ptimitzacio de les condicions cromatografiques
a) Seleccio del pH

En els medis micel-lars, els valors de les constdat dissociacié poden canviar
respecte als corresponents valors en aigua pwardds estudis han demostrat el canvi
que experimenten aquests valors d’alguns compostosdeterminats tensioactius
cationics, anionics i no ionics [34]. La variaciél ggH de la fase mobil contribueix a la
capacitat de separacié dels compostos que tenemsvaitermedis de constants de
dissociacié. Les diferencies entre aquests valtransatribuit a les propietats del
dissolvent en les fases i interfases (entenentaamerfase la separacio que hi ha entre
la pseudofase aquosa i la pseudofase micel- lag)inglou una contribucié del potencial
de la superficie micel-lar en el cas de les meglehrregades. Els tensioactius anionics
en dissolucions micel-lars incrementen l'estabilif@ les espécies protonades dels

compostos i, en consequiéncia, les seues constaptstnacio.

L’estructura de les quinolones estudiades possgeps acids i basics (figura 8.1)
amb valors de constants de dissociadiQ:px 5.56.6 i Ky = 7.2-8.9 [35]. Les
guinolones existeixen en la seua forma cationipél aécid, en la seua forma anionica a
pH basic, i en la forma zwitterionica a pH neutt& retencid de les quinolones
disminueix quan augmenta el pH de la fase mollyéixen en el volum mort a pH 7.
Es va obtenir la millor resolucié, aixi com temgsrdtencions adequats per a les quatre
qguinolones a pH 3, per la qual cosa aquest varsdnfent seleccionat per a I'analisi de

les quatre quinolones.
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b) Comportament cromatografic de les quinolones

La retencié de les quinolones en una columna C1B fawes mobils que sols
contenen SDS (sense dissolvent organic) va setiveeleent elevada i va estar en
consistencia amb els valors dels seus coeficieatsegartiment octanol-aigua, que
oscil-len entre 0.89 i 1.6 [36, 37]. Per tant, ea secessaria I'addicié d’'un dissolvent
organic per reduir els temps de retencio. L'Us age$ mobils micel-lars hibrides a
concentracions variables de tensioactiu i disstélggganic generalment comporta canvis
en els factors de retencik)( les eficacies N) i les asimetries B/A) dels pics
cromatografics. Un control adequat de les conceioima d’ambdds additius és necessari
per aconseguir cromatogrames amb una bona resoluaidb una forca d’elucio
suficient. En aquest cas, es van considerar préphatanol i pentanol. Es important
tenir en compte que la seleccio de I'alcohol estcthment relacionada amb la polaritat
dels compostos en estudi, i per tant, es va prdfas de propanol o butanol perqué
presentaven una for¢a d’elucié6 moderada. En edgiglinolones amb aquests alcohols,
s’obté que el propanol déna millors eficacies paroetencié és major en comparacio
amb el butanol. D’altra banda, els pics dels corgsose separen satisfactoriament amb
temps de retencié adequats quan s’empra butapet,dquesta rad, es van utilitzar fases
mobils d’'SDS-butanol a pH 3 per a I'optimitzaciGathtualment, s’afegeix trietilamina
(TEA) a les fases mobils aquo-organiques conveatsoper reduir la cua dels pics de
compostos basics a valors de pH acids 2®, aixi com millorar-ne I'eficacia.
Tanmateix, els temps de retencié també canvienregépcia de I'amina, els quals
disminuiren per a tots els compostos. Tenint aix@@mpte, es va considerar adequat
afegir TEA per a la determinacio de les quinolori&s.abséncia de TEA, els factors
d’asimetria B/A) dels compostos va ser superior a 2.5, és aldipies cromatografics
eren molt asimetrics, mentre que en afegir TEA, mts resultaren practicament
simétrics. El procés d’optimitzacio es va dur areeramb un 0.5% de TEA en les fases

mobils. Aquesta quantitat tan menuda, sols modifieagerament la retencié de les
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quinolones. La concentracio de TEA seleccionadpgriona unes asimetries, eficacies

I retencions adequades.

c) Seleccié de la fase mobil

En cromatografia liquida, les estrategies d’optiattd d’interpretativa poden ser
més eficaces i fiables que els métodes seqiendajgestes estratégies poden ser
assistides mitjancant una simulacié per ordinader gpt imitar la metodologia seguida
pels cromatografistes experimentats, pero en menygs i esforg. La fase mobil optima
per a I'analisi es va seleccionar fent us del @omriMichrom [32]. Aquest programari
permet I'observacié grafica dels canvis en els atogrames quan l'usuari varia
progressivament tant la concentracié de dissoleegdnic com la del tensioactiu. El
model matematic utilitzat per descriure el compuogat de retencidé dels compostos
eluits va ser el mateix descrit en els capitols(égidacio 7.1) [31]. La determinacio dels
parametres de I'equacié 7.1 requereix les dadeset@®cido obtingudes a partir d’'un
disseny experimental que ha d’incloure com a miaint fases mobils. Els errors de

prediccié que es van obtenir van ser menors del 5%.

La descripcio de la forma del pic (necessari p&a simulacié de cromatogrames
amb pics asimétrics) es va realitzar amb un modesgja modificat. En aquest model,

una equacio lineal substitueix la desviacié estahda la corba de Gauss [38]:

_ (-1/2)(|t—tr| /sy +s; (t-tR)|)?
h(t) = He |t=tr|/so +s: (t-tg)| ©.1)

onH és l'alcada del pidg el temps de retencié; 8Bna mesura de I'amplada del pic en el
maxim, i § un factor que quantifica la distorsio de pic. Eteficients d’si s es van
calcular mitjancant la interpolacié de les eficadiels factors d’asimetria obtinguts en

les fases mobils del disseny experimental delgsolu
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El disseny experimental utilitzat per a les quatraolones va consistir en cinc fases
mobils, quatre ubicades en els vertexs d’'un egigdoffial rectangular i la cinquena en el
centre. Els limits de les concentracions per a $D8tanol estan compresos en els
intervals de 0.050.15 M i 2-10%, respectivament. Aquestes concentracions es van
seleccionar considerant que s’han d’evitar tempetincio excessius o una elucio dels
compostos proxima al temps mort. La fase mobilndatper a I'analisi de les quinolones
s’ha d’obtenir considerant un criteri de separamtpleta (resolucié maxima), en un

temps d’analisi adequat.

La figura 8.2 mostra el diagrama de la resolucabagl. L’examen de la superficie de
resposta posa de manifest la complexitat de largeidade la mescla. La resolucio va ser
molt baixa en quasi tot I'espai de les variablessaterat, a causa del solapament
frequent entre dos o més dels compostos. A méssaaakassenyalar que es va produir
una inversio en l'ordre d'elucid6 dels compostos tat l'espai en variar les
concentracions de tots dos factors, tensioactissotl’ent organic, la qual cosa dificulta
I'obtencio de la composicié de la fase mobil opti(paex., FLU i MAR d’'una banda, i
DAN i DIF duna altra, van caviar el seu ordre d@b a altes concentracions de
tensioactiu i baixes concentracions de dissolvegérac). Aquests canvis en l'ordre
d’elucid va donar lloc a nombrosos solapamentsgits en tot I'espai de factors i, per
tant, a una roina resolucio. Sols es va aconsagairesolucié satisfactoria en una regio
estreta de concentracions d’'SDS entre 0.05-0.057 44-10% de butanol. La fase
mobil seleccionada va ser 0.05 M SDS-10% butana0TEA on les quinolones es
resolen en menys de 15 min. Els parametres cromédittgobtingutstg, k, N i B/A) en
aguesta fase mobil van ser: 10.7, 5.6, 2400 i érdapDAN, 13.0, 7.0, 1900 i 1.6 per a
DIF, 7.2, 3.4, 1300 1.6 per a FLU, i 9.4, 4.80Q6 1.3 per a MAR. Es va comprovar la
capacitat de prediccio de l'estrategia interpresdatmitjancant la comparacié dels
cromatogrames predit i experimental per a una raedelles quatre quinolones eluides

en la fase mobil optima, tot trobant-se uns resutatisfactoris (figura 8.3).
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Figura 8.2. Diagrama de resoluci6 global.
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(a)
FLU
MAR
DAN
DIF
\ \ \ \
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Temps (min)
(b) MAR DAN
FLU
DIF
I I I I
0 4 8 12 16
Temps (min)

Figura 8.3. Cromatogrames predit (a) i experimental (b) d’'orescla
de DAN (0.5pg/mL), DIF (0.05pg/mL), FLU (1 pg/mL) i MAR
(0.5pug/mL). Fase mobil: 0.05 M SDS-10% butanol-0.5% THA-3.
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8.4.3.Validaci6 del métode

Es va realitzar la validacio seguint les directriles la Decisio de la Comissio
Europea 2002/657/CE [33].

a) Selectivitat

La selectivitat es va determinar observant 'absede qualsevol interferéncia que
poguera apareixer als temps de retencié dels atitibiestudiats, com es pot veure en els
cromatogrames dels blancs de les figures 8.4 (muper8.5 (superior). Per validar la
selectivitat, es van analitzar 10 blancs de difisrdiets i ous sense addicionar. En
aguestes mostres, la corresponent banda de poteime@ gran nombre de pics
desconeguts van aparéixer abans dels temps deiéetiEnles quinolones, i a més a més
van estar suficientment separats dels mateixogy&r qualsevol solapament. També
es van addicionar agents estabilitzants (etanalltres quinolones utilitzades en els
tractaments d’especies bovina, ovina i caprinad(asiolinic i sarafloxacina) als seus
corresponents valors d’MRL (100 i 30 pg/kg, respaahent) en mostres de llet i ou per
avaluar la seua possible interferencia en el medp dels compostos va eluir al temps

de retencio de les quinolones estudiades.

b) Linealitat

La linealitat del metode d’'analisi va ser estudiatiaset concentracions diferents
(injectant cadascuna per sextuplicat): limit de ngifiaacio (LOQ), 0.5 x MRL,
1 x MRL, 1.5 x MRL, 2 x MRL, 4 x MRL, i 6 x MRL emostres de llet i ou (amb
factors de dilucié d’'1:5 i 1:10, respectivament®r gobrir tot el rang de treball. Els
parametres de calibratge (pendent i ordenada egdiy es van obtenir mitjancant la
representacié de l'area del corresponent pic deglesolones en funcié de la seua
concentracié fent Us de I'analisi de regressiddiper minims quadrats. Els parametres
ajustats es mostren en la taula 8.1. Els coefiidatdeterminacidRf) van ser sempre
superiors a 0.993.
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Figura 8.4. Cromatogrames del blanc (superior) i mostra de lle
addicionada (1.5 x MRL) (inferior). Fase mobil: .M SDS-10%
butanot-0.5% TEA-pH 3.
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FLU MAR DAN DIFE

\ \ \ \ \
0 4 8 12 16 20

Temps (min)

Figura 8.5. Cromatogrames del blanc (superior) i mostra d'ou
addicionada (MRL) (inferior). Fase mobil: 0.05 M SiE10%
butanot0.5% TEA-pH 3.
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c) Limits de deteccid i quantificacio

El limit de deteccio (LOD) per a les quatre quimas en mostres de llet i ou es va
calcular amb el criter8s mentre que el limit de quantificacio (LOQ) va seleccionat
com la concentracid més baixa utilitzada en la @atb calibratge. Si es té en compte
gue els MRL establits per a les quinolones erelghn compresos entre 30 pg/kg per a
DAN i 100 pg/kg per a DIF, el métode proposat éumsensible per a I'analisi dels
antibiotics estudiats en aquest tipus de mostres gie els valors dels LOD i LOQ
(taula 8.1) s6n més menuts que els MRLs estabitsapaquests compostos en la
Regulacio de la Unioé Europea 2377/90 [4].

d) Limit de decisi6 i capacitat de deteccio

La Decisio Europea 2002/657/CE [33] en relacié @intuncionament dels metodes
analitics i la interpretacid dels resultats, recoanaalcular dos limits estadistics, C
(Iimit de decisio) i C@ (capacitat de deteccio), que avaluen les conaeois critiques
per damunt d’aquelles que el metode és capacg tegiianés fiablement i quantificar
una substancia considerant la variabilitat del oetoel risc estadistic de prendre una
decisié equivocada. G@s el limit en el qual i per damunt del qual elsgomcloure que
una mostra no és compatible amb una probabilitah @rrora, mentre que CgLs’ha
definit com el minim contingut de la substancia qua# ser detectat, identificat o
quantificat en una mostra amb una probabilitatrdiep. Els valors de CCes van
determinar a partir de I'analisi de blancs addiatsramb les quinolones a les respectives
concentracions d’'MRL. Els valors de ¢®an ser calculats com la mitjana de les
concentracions trobades més 1.64 vegades la deswatandard (SD) corresponent
(p.ex., CG = Gyopadat 1.64-SD). Daltra banda, els valors deg@€ van obtenir com els
nivells CG més 1.64 vegades la desviacié estandard correspde® va realitzar un
analisi estadistic de G&€ CC; a un nivell de confianga del 95% analitzant unimide
20 blancs per matriu addicionada. La taula 8.1mesx els valors CCi CG; obtinguts

per a cada quinolona en les mostres de llet i oa s concentracions de LOQ i MRL.
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Taula 8.1.Dades de la regressio lineal, limits de detecc@).i quantificacio (LOQ),
limits de decisio (CQ i capacitats de deteccio (g)Qalculats per als LOQ i MRL de

les quinolones.

Analit DAN DIF FLU MAR
Rang lineal ig/kg) 0.5-180 1-600 6—-300 4-450
at SO 22.3+0.7 346+0.19 0.179+0.014 0.215+10.00
b+ SD -87+8 —56 + 17 -2.0+1.0 -0.5+0.3
R 0.9930 0.9936 0.9958 0.9968
LOD (ug/kg) 0.03 0.13 1.8 1.2
LOQ (ug/kg) 0.5 1 6 4
CC,(ng/kg) LOQ 0.514+0.014  1.07+0.07 6.6 + 0.6 46+0.6
CC,(ng/kg) MRL ~ 30.18 +0.18  100.7 £ 0.7 51.9+1.9 76.8.3
CG (ug/kg) LOQ  0.529 £0.016  1.20 +0.12 6.9+0.3 58.8
CG(ug/kg) MRL ~ 31.1£0.9 102.6 +1.9 54.1+2.2 79+3

2 parametres de calibratge: Areaa=C (ug/Kg) + b ; SD = desviacio

estandard R? = coeficient de determinacio.
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e) Precisio i exactitud

Per avaluar la precisio intradia, es van preparaanalitzar tres grups de
concentracions (0.5 x MRL, 1 x MRL, i 1.5 x MRL)ahalisi intradia es va determinar

a partir de la injeccié d’aquestes tres dissolucgia vegades en el mateix dia.

Per estudiar la reproductibilitat del metode (répéht entre dies), es va seguir el
mateix procediment experimental durant cinc diesseoutius utilitzant les mateixes
concentracions indicades anteriorment (mesuramhsgres per dia, i analitzant-les per
quintuplicat). La precisié (expressada com a peatge de la desviacio estandard
relativa, RSD) i I'exactitud (expressada com I'emelatiu, Er) es resumeixen en la taula
8.2. El métode va resultar ser precis i exacteqié<ls valors d’'RSD (%) i Er (%) van

ser inferiors al 8.2%.

Taula 8.2. Precisio i exactitud intra (n = 6) i interdia (en periode de cinc dies

consecutius) per a la determinacié de quinolones.

Intradia
Concentracio Trobada Exactitud Precisit
Analit addicionada (mitjana + SD) Er (%) RSD (%)
(ng/Kg) (ng/Kg)

DAN 15 15.90+0.10 6.0 0.6
30 27.59+0.11 8.0 0.4

45 46.7+1.1 3.8 2.4

DIF 50 51.5+0.4 3.0 0.8
100 1009+1.1 0.9 1.1

150 137.4+1.7 8.4 1.2

FLU 25 269+1.1 7.6 4.1
50 52.6+0.6 5.2 1.1

75 79.4+1.4 5.9 1.8

MAR 37.5 348+0.7 7.2 2.0
75 728+25 2.9 3.4

112.5 121.6+1.0 8.1 0.8
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Taula 8.2.(continuacig.

Interdia
Concentracié Trobada Exactitud Precisit
Analit addicionada (mitjana + SD) Er (%) RSD (%)
(ng/Kg) (ng/Kg)
DAN 15 16.15+0.21 7.7 1.3
30 27.9+0.8 7.0 2.9
45 47.0+0.6 4.4 1.3
DIF 50 49 + 4 2.0 8.2
100 99 +6 1.0 6.1
150 139.9+2.3 6.7 1.6
FLU 25 26.3+1.1 5.2 4.2
50 51.6+22 3.2 4.3
75 79.6+1.4 6.1 1.8
MAR 375 348+21 7.2 6.0
75 70+3 6.7 4.3
112.5 118 +6 4.9 5.1
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f) Robustesa

La robustesa d’'un métode analitic €és la mesuraadeelia capacitat per romandre
inalterat front a xicotetes, pero deliberades wawizs en els parametres del metode, i
indica la seua fiabilitat durant el seu Us quoti@iBprimer pas en una prova de robustesa
[39] és identificar els factors critics que s’espgue influisquen en el resultat del
metode. Normalment, en cromatografia liquida, e$ esperar que influisquen
aproximadament uns 50 factors en el métode. Naohst’espera que nomeés un xicotet
grup d’aquestos siga critic (per causar un efeigificatiu amb canvis xicotets). En
aguest cas, es van ser seleccionar cinc factorsepexaminats en la prova de robustesa:
a) concentracid d’SDS, b) percentatge de butahqiHcdel tampé usat en la fase mobil,
d) flux de la fase mobil, i e) percentatge de TE&fecte d’aquests factors s’interpreta,
en aquest cas, com la desviacié que duu a ternte esposta dels valors modificats
(-0.005 a +0.005 per a la concentracié d’'SB&Q5 a +0.05 per a TEA;-H0.1 a +0.1
per a la resta de parametres) en relaci6 amb ell nieminal (codificat com 0), i

s’estima mitjancant la desviacié estandard reldqtiaala 8.3).

Per estimar la robustesa del métode, es van injental sistema cromatografic sis
repliques de les dissolucions estandard de cadalguia a la concentracié del seu MRL
per als nivells nominals i els nivells modificats ks variables estudiades. Per obtenir
una visié més completa del métode, cal mesurasgqual parametre util. En HPLC, els
parametres meés rellevants sén l'algada i l'ares géts, el temps de retencid i la
resolucié [39]. En aquest cas, es va avaluar ltefdels factors seleccionats sobre I'area
del pic i el temps de retenci6 per a tots els emalbservant-se diferencies insignificants
en les arees dels pics i una menor variabilitagleiemps de retencio. Els resultats, que
es mostren en la taula 8.3, indiquen que els fadeleccionats romanen suficientment
inalterats per les xicotetes variacions d’aquestapetres (RSD < 6%). Com calia
esperatr, el flux de la fase mobil i la variaciolaeoncentracié d’SDS tenen una major
influéncia en la retencio dels compostos estudRE&D < 10%), a diferencia dels altres

parametres.
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g) Analisi de llet i ou

El metode desenvolupat es va aplicar a la detenidirge les quatre quinolones en
mostres addicionades de llet i ou, la majoria degleals es van obtenir en supermercats.

Els ous de gallina van ser donats per una persamiaar.

Les mostres s’addicionaren a tres concentracionkesleuinolones: 0.5 x MRL,
1 x MRL, i 1.5 x MRL, injectant-se sis repliques dada concentracid. Les
recuperacions es van calcular comparant els résu#tpalitics de les quinolones
addicionades en mostres de llet i ou, amb estaagmegarats a la mateixa concentracio.
Els resultats obtinguts (taula 8.4) mostren unesgperacions satisfactories per a tots els
compostos (94.3-113.7%). Les figures 8.4 (inferior8.5 (inferior) mostren dos
cromatogrames corresponents a diferents analissnatografigques de mostres
addicionades de llet i ou amb les quatre quinolomspectivament, i analitzades amb la
fase mobil optima. Aquests resultats indiquen quaéode cromatografic proposat pot
aplicar-se a un programa de control de residusaiglbiotics. No es van trobar proves

de la presencia de residus de les quinolones edeclgs mostres reals analitzades.
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Taula 8.3.Avaluaci6 de la robustesa del méetode.

DAN DIF
Eﬁ)ﬁg&g?&ﬁc Nivell tr (Min) Area k (min) Area
A: SDS (M)
0.045 —0.005 11.4 589.8 14.1 281.9
0.05 0 10.8 545.2 13.2 287.1
0.055 +0.005 9.9 616.7 119 253.1
Mitjana + SD 10.7+0.8 580 + 40 131+11 274+18
RSD (%) 7.5 6.9 8.4 6.6
B: butanol (%v/v)
9.9 0.1 10.8 591.2 13.2 263.1
10.0 0 10.8 545.2 13.2 287.1
10.1 +0.1 10.4 592.1 11.4 290.6
Mitjana = SD 10.6+0.3 580 + 30 126+1.1 280 £ 15
RSD (%) 2.8 5.2 8.7 5.4
C:. pH
2.9 0.1 10.8 576.8 13.6 288.4
3 0 10.8 545.2 13.2 287.1
3.1 +0.1 111 571.6 11.9 292.6
Mitjana = SD 10.6+£0.3 564 +17 129+0.9 2893
RSD (%) 2.8 3.0 7.0 1.0
D: Flux (mL/min)
0.9 0.1 10.9 533.8 13.2 267.4
1 0 10.8 545.21 13.2 287.1
1.1 +0.1 9.6 500.9 11.7 276.5
Mitjana + SD 10.4+0.7 527 + 23 12.7+0.8 277+10
RSD (%) 6.7 4.4 6.3 3.6
E: TEA (%,V/V)
0.45 -0.05 11.2 597.3 13.8 278.6
0.5 0 10.8 545.21 13.2 287.1
0.55 +0.05 10.5 607.4 12.9 3135
Mitjana = SD 108+0.4 580 + 30 13.3+0.5 293 +18
RSD (%) 3.7 5.2 3.8 6.1
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Taula 8.3.(continuacio)

FLU MAR
Er?)rgr:titgr]?aﬁc Nivell tr (Min) Area & (min) Area
A: SDS (M)
0.045 —0.005 7.1 11.0 10.6 15.9
0.05 0 7.1 11.7 9.5 14.5
0.055 +0.005 6.4 11.8 8.8 15.0
Mitjana + SD 6.9+0.4 11.5+04 9.6+0.9 15.1+0.7
RSD (%) 5.8 3.5 9.4 4.6
B: butanol (%v/v)
9.9 0.1 7.5 111 9.6 15.1
10.0 0 7.1 11.7 9.5 14.5
10.1 +0.1 6.5 11.6 9.3 15.2
Mitjana = SD 7.0+0.5 11.5+03 9.47 £ 0.15 149+04
RSD (%) 7.1 2.6 1.6 2.7
C:.pH
2.9 0.1 7.2 11.6 9.6 13.8
3 0 7.1 11.7 9.5 14.5
3.1 +0.1 6.3 12.1 9.0 15.0
Mitjana = SD 6.9+£04 11.8+0.3 9.4+0.3 144+ 0.6
RSD (%) 5.8 2.5 3.2 4.2
D: Flux (mL/min)
0.9 0.1 7.3 12.3 10.6 16.3
1 0 7.1 11.7 9.5 14.5
1.1 +0.1 6.1 11.7 8.7 16.0
Mitjana + SD 6.8 £0.6 11.9+04 9.6+09 15.6 +1.0
RSD (%) 8.8 3.4 9.4 6.4
E: TEA (%,VvIV)
0.45 -0.05 6.7 11.9 9.7 14.7
0.5 0 7.1 11.7 9.5 14.5
0.55 +0.05 6.6 12.0 9.19 13.2
Mitjana = SD 6.8+0.3 11.87+£0.17 9.5%0.3 14.1+0.8
RSD (%) 4.4 1.4 3.2 5.7
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Taula 8.4. Recuperacions (%) de diferents tipus de llets comms* i ous addicionats amb

les quatre quinolones a tres concentracions dife(ar- 6).

Conc. Addic.
Nom DAN (ng/K DIF (ug/K
(ug/Ka) (ng/Kg) (wg/Kg)
Proveidor 15 30 45 50 100 150
S.C.A.
Llet de cabra Ganadera del
Valle de los 108 100.7 100.8 108.8 107.3 108.3
Pedroches
(Cordova)
Lactiber
Llet Corporacion| 45 3 1087 1047 1062 99  110.4
semidesnatada| Alimentaria
S.L. (Piélagos
Llet desnatada Puleva Food 106.9 96.7 106.3 98.8 101 109.3
S.L.
Liet sencera | (Cranada) 110.8 1015 1056  103.8 1005 106.7
L'etfdesnatada 107 972 1075 1074 996 1073
resca
Llet Lactiber
semidesnatada] Corporacion| 101.2 102.4 1095 1006 98.8  103.9
fresca Alimentaria
S.L. (Piélagos
Llet sencera (Pielag 103.3 101.4 1107 1014 101.8 1025
fresca
Llet Omega 3 101.3 98.7  108.9 101 99 98.5
Grupo Leche
Llet desnatada Pascual 104 98.9 109.3 98.8 103.7 102
(Burgos)
Llet Peques 3 P”'es""';‘_FOOd 106 100.3 108  100.8 947 987
Nestlé Espafial.
Llet S.A.
Cre +1 (Barcelona) 103.3 104 1045 1028 97.2 1013
Llet condensadd £ Castillo 100 1107 1076 998 943 102
(Pontevedra)

* Tret que s’indique el contrari, totes les mostiedlet sén de llet bovina.
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Taula 8.4.(continuacio)

Conc. Addic.
Nom DAN (ug/K DIF (ug/K
(ug/Kg) (ng/Kg) (hg/Kg)
Proveidor 15 30 45 50 100 150
Codornices
Oude qualitat| GuillenS.L. |\ 3075 1067 1089 106 1019 1027
no. 1 (Quart de
Poblet)
Huevos
Oude qualitat| Guillen S.L. | 4085 987 1033 1016 1015 1005
no. 3 (Quart de
Poblet)
Ou ?;gf"'”a Regal 100.3 99 1089  99.4 1007 106
Ou de Codornices
Codormi Collen S L. 113.7 1017 107.3 100.2 1012 104.4
FLU (ug/Kg) MAR (ng/Kg)
25 50 75 37.5 75 1125
SCA.
Lletde cabra | Ganaderadel 4, , 106.4 109.6 96,5 1005 109.3
Valle de los
Pedroches
Lactiber
Llet | Corporacion| 44 ¢ 100 1093 971 973 1066
semidesnatadg Alimentaria
S.L.
Llet desnatada 08.8 101.6 1015 1003 99.2 107.6
Puleva Food
S.L.
Llet sencera 103.2 99 1069 1048 1056 99.7
L'etfdesnatada 99.2 96 1004 1005 106.8 107.4
resca
Llet
semidesnatada Lactiber 106.1 103 107.1 103.7 99.5 106.7
fresca Corporacion
Alimentaria
L'eftse”"era SL 1082 1082 107.1 1043 992  109.6
resca L.
Llet Omega 3 98.6 972 1004 984 1013 1066
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Taula 8.4.(continuacio)

Conc. Addic.
Nom FLU (ug/K MAR (ug/K
(ug/Kg) (hg/Kg) (ng/Kg)
Proveidor 25 50 75 37.5 75 112.5
Liet desnatadd  CrUPO Leche 1005 92 97.3 1032 103.7 104
Pascual
Llet Peques 3| b 1ova Food S.L| 984  97.1 983 975 981 995
Llet Nestlé Espaia.
SA. 98.8 107 104 1032 101.7  104.4
Cre +1
Llet El Castillo 1029 103 108.4 984 1023  108.4
condensada
Ou de qualitat| ~ Codornices | 145, 10g 106.4 979 993 104.9
no. 1 Guillén S.L.
Oude qualitat| Huevos Guillen| 155, 1060 1005 984 991 109
no. 3 S.L.
Ou ?rzsgf"'”a Regal 103.6 1044 1055 1011 100.7  105.1
Ou de Codornices
Codormiu cullensy. | 1029 1056 1057 973 1013 1022

248




Capitol 8

8.5. Conclusions

El procediment proposat pot ser aplicat en I'areaahtrol de qualitat d’aliments per
determinar el contingut de quinolones en mostredletei ou, atés que permet la
determinacié simultania dels residus de les qumedoestudiades en aquest tipus de
mostres amb una alta sensibilitat. Uns dels awgedat’aquest procediment és la
possibilitat d’'injectar mostres de llet i ou diretent en el sistema cromatografic sense
cap altre tractament previ tret de la filtracioitawt aixi les tedioses extraccions de les
matrius. La validacié d’acord amb el Regulacié ECZ290 ofereix resultats satisfactoris

en termes de sensibilitat, linealitat, precisiGuperacio i robustesa en el nivell de
Ha/kg.

Cal destacar que I'is de fases mobils micel-larangeix diversos avantatges del
procediment, com la baixa toxicitat, inflamabiljtit biodegradabilitat i 'abaratiment de
COstos.
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Capitol 9

Analisi d’antibiotics en peix amb fases mobils
micel-lars hibrides i detecci6 fluorimetrica.

Validacié del metode seguint la regulacié 2002/65C.

9.1. Resum

En aquest capitol es va optimitzar i validar unadetsimple i sensible per a I'analisi
simultania de cinc quinolones (acid oxolinic, difigina, enrofloxacina, flumequina,
i sarafloxacina) en set tipus diferents de mostiegeix (daurada, gambes, llobarro,
musclo, rémol, salmo, i truita). El tractament @enhostra va consistir en la seua
homogeneitzacio, extraccio i filtracid previ angeccié en el sistema cromatografic. Cal
destacar que es va obtenir un elevat rendimeriépé d’extracciod per a les quinolones
sense observar-se cap interferéncia de la matria @eterminacio cromatografica tenint
en compte que no es va fer Us de cap dissolveahmrgn aguesta etapa. La separacio
analitica es va realitzar en menys de 18 minutgzatit una columna C18, deteccio
fluorimetrica i una fase mobil micel-lar de 0.065dbUecilsulfat sodic—12.5% propanol—
0.5% trietlamina tamponada a pH 3. Se va utilitear programa de deteccidé per
fluorescéncia seguint els seglents temps i longitutbna d’excitacié/emissio
(0—10 min: 260/366 nm, i 10-20 min: 280/450 nm)ntetode va ser validat seguint les
directrius de la Decisi6é de la Uni6é Europea 2002/B&. Es van determinar els seglents
parametres: selectivitat, linealitat, limit de d&®i(CGC,), capacitat de deteccio (§C
limit de deteccié (LOD) i limit de quantificaciéo QQ), recuperacions, i robustesa. El
meétode es va aplicar amb bons resultats a la diei@eid de les quinolones estudiades
en mostres de peix addicionades, obtenint-se ueegperacions en linterval de
87-110%.
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9.2. Introducci6

Les quinolones son un dels agents antibacteriarssimgortants que s'utilitzen en
medicina, i actuen contra ambdds bacteris, els gpaitius i els gramnegatius, a traves
de la inhibicié de la seua ADN girasa [1]. El seingipal Us és en el tractament de les
malalties humanes i veterinaries, i han resultatnselt efectives en la prevencio de
malalties d’animals [2]. S’absorbeixen bé despréslal seua administracio oral i es
distribueixen ampliament en els teixits. Aquestesacteristigues fan que aquestos
farmacs siguen adequats per al seu Us en piscifcten el tractament d'un gran
nombre d’infeccions. Tanmateix, aquest Us pot nagi’aparicié de residus d’aguestos
farmacs en teixits derivats d’animals tractats, det qual, s’han establit uns nivells
maxims permesos per a la majoria d’ells. Aixi, @ahtrolar els seus residus causats per
la possibilitat d’exposicio a baixos nivells d’agteecompostos que poden donar lloc al

desenvolupament de resistencia dels patogens hiatsaastibiotics [3].

S’han publicat diferents metodes de cromatogrédjaida amb deteccio fluorescent
0 UV per a la determinacié de quinolones en fluxslogics [4], aliments [5-11] i
mostres medi ambientals [12, 13]. Els equips didtigeneracio de cromatografia
liqguida d’alta resolucié acoblats a un detectorspéetrometria de masses en tandem
(high performance liquid chromatography/tandem mggsctrometry HPLC-MS/MS)
permeten la determinacié de multiresidus de lesajones en diferents matrius [14-18].
Tanmateix, aquest equip és molt car i només uns fagoratoris poden disposar
d’aquesta instrumentacié. També s’han desenvolajfiaeés técniques, com ara els
meétodes per luminescéncia sensibilitzada de tdtp[19], electroforesi capil-lar [20] o

cromatografia d'inmunoafinitat [21].

Daltra banda, un dels principals problemes en #&mlisis de multiresidus
d’antibiotics en mostres reals és que els procatisned’extraccid, neteja |
preconcentracio dels analits de la matriu solen pgeu tediosos i complexos. La
cromatografia liquida micel-lamjcellar liquid chromatographyMLC) [22] que utilitza
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una dissolucio de tensioactiu en una concentrapérsor a la micel-lar criticacijtical
micellar concentrationCMC) en lloc de dissolvents aquo-organics corase$ mobils,
és una alternativa atractiva als metodes conveals@aiHPLC per a la determinacié de
compostos en una ampla varietat de matrius (fflaids fisiologics i aliments) fent Us
de la injecci6 directa de la mostra en el sisteroanatografic. L'MLC permet I'analisi
de matrius complexes, generalment sense necedsitaalitzar una extraccio, atés que
les micel-les tendeixen a unir-se competitivametdsaproteines, alliberant d’aquesta
forma als farmacs units a les mateixes, i aixi gesteines se solubilitzen al medi
micel-lar i elueixen en el front del dissolvent koc de precipitar en la columna.

D’aquesta forma es redueix considerablement eli¢estps d’analisi.

En aquest capitol s’aplica un procediment d’analfisitiresidual de cromatografia
liguida que utilitza fases mobils micel-lars, pelaadeterminacié simultania de cinc
qguinolones (acid oxolinic, difloxacina, enrofloxaaj flumequina, i sarafloxacina)
(figura 9.1) en mostres de peix. La Unié Europeastablit en la Regulacio del Consell
n® 2377/90, els limits maxims residuateaximum residue limitMRL) en mostres
d’origen animal [3]. D’acord amb aquesta Regulacéls valors d'MRL de les
quinolones estudiades en peixos so6n 100 pg/kg pecid oxolinic, 300 pug/kg per a
difloxacina, 100 pg/kg per a enrofloxacina, 600kggder a flumequina, i 30 pg/kg per a
sarafloxacina. Per tant, es necessiten metoddsdigbr analitzar les mostres d’aliments
abans de la seua venda. El metode va ser valigainsées directrius de la Decisi6 de la
Comissio 2002/657/CE [23] en termes de selectjvitatealitat, limit de decisio,
capacitat de deteccio, precisio i robustesa.
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Figura 9.1. Estructures de les quinolones estudiades.
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9.3. Part experimental
9.3.1.Reactius

L’acid oxolinic (OXO) i flumequina (FLU) van ser @uirits de Sigma (St. Louis,
MO, EUA). La difloxacina (DIF), enrofloxacina (ENR) sarafloxacina (SAR) es van
comprar a Fluka (Buchs SG, Suissa). El dodecilssifdic (SDS) i I'hidroxid de sodi es
van adquirir de Merck (Darmstadt, Alemanya). Elidibgenfosfat sodic i propanol es
van obtenir de Scharlab (Barcelona). L'acid clorigidmetanol, etanol i trietilamina es
van obtenir de J.T. Baker (Deventer, Paisos Baits)a utilitzar aigua ultrapura per a
la preparacié de dissolucions i fases mobils (phliie SAS, Molsheim, Franca). Els
filtres de nil6 es van obtenir de Sartorius-Sted@®oettinge, Alemanya) i de Micron
Separations (Westboro, MA, EUA).

9.3.2.Instrumentacio i condicions cromatografiques

Es va utilitzar el cromatograf descrit en el cdp®paixi com la velocitat de flux
(2 mL/min), el volum d'injeccio (2QiL), i la temperatura de la columna (25 °C). Es va

fer Us del programaMichrom[24] per al tractament de les dades cromatograsique

La separacid analitica es va dur a terme amb uoaoca Kromasil C1§Scharlab)
(150 mm x 4.6 mm, 5 pum de grandaria de particulapeteccio per fluorescéncia es va
realitzar aplicant el seguient programa als temipngituds d’ona d’excitacié/emissio
indicats: (0-10 min: 260/366 nm per a la deteccOX® i FLU, i 10-20 min:
280/450 nm per a la detecci6 de DIF, ENR, i SAR).

Les mesures de pH, pesades analitiques, agitd@sdlucié de les mostres també es

van realitzar amb els mateixos equips que ja hiat éstallats en capitols anteriors.
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9.3.3.Preparacio de dissolucions estandard i fases n®bil

Les fases mobils micel-lars es van preparar cordessriu en el capitol 8, pero

utilitzant propanol en lloc de butanol com a digeat organic.

Es van preparar dissolucions patr6 de cadascutes dgiinolones cada dos mesos, a
una concentracié de 20 pg/mL. Aquestes dissolucemyvan preparar dissolent les
substancies pures en un 5%V d’etanol mitjancant un bany d’ultrasons, i despeé
van aforar amb una dissolucié micel-lar 0.05 M Sa¥s-3. Les dissolucions patré van
ser emmagatzemades a 4 °C. Les dissolucions ddl teslvan preparar a diari diluint les
dissolucions patrd concentrades. Totes les dissnlsi@s van filtrar amb filtres de nild

de 0.45 um (Micron separations) abans de I'analisi.

9.3.4.Preparacié de mostres de peix

Les mostres de daurada (Grecia), gambes (Hondlas)rro (Santa Pola), musclo,

remol (Galicia), salmo6 (Noruega), i truita (La Ripjes van adquirir en un mercat.

Les condicions optimes d’extraccié de les mostepeix van ser les seguents: en
primer lloc, van ser moltes finament amb una picadonodel MZ10, Petra Electric,
Burgau, Alemanya) a 5000 rpm durant 5 min. A cardiid, es van pesar 5 g que van
ser homogeneitzats i mesclats amb 50 mL d’unaldis$o0.05 M SDS—pH 3, i després
es va agitar durant 1 h. A continuacio, el sobrangads va filtrar amb una bomba de buit
fent Us de filtres de nil6 (Sartorius-Stedim), sf@riorment es va col-locar directament

en els vials de 'automostrejador.
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9.3.5.Validaci6 del métode

La validacié del métode es va realitzar, a I'iggak en el capitol 8, fent Us dels
criteris descrits en el document de la DecisicGad@dmissio Europea 2002/657/CE [23].

La linealitat i la sensibilitat es van verificarjentant els analits a diferents
concentracions amb I'objectiu de cobrir tot el raegtreball. El limit de deteccié (LOD)
es va calcular amb el crite3s utilitzant una serie de 10 dissolucions que carieina
baixa concentracio de cada compost, mentre quenglde quantificacio (LOQ) va ser

seleccionat com la concentracido més baixa de lzece calibratge [25].

També es van calcular els nous criteris introdyies la Decisi6 Europea
2002/657/CE [23]: limit de decisi6 (GCi capacitat de deteccio (¢C CG, es va
obtenir a partir de la mesura d’'una serie de blalecées mostres addicionades a dos
concentracions: LOQ i MRL. Els GG CC; es van calcular de la forma descrita en el
capitol 8 (és a dir, GG Cyr. + 1.64 x SD, i C@= CG, + 1.64 x SD).

També es van estudiar I'exactitud i precisio a t@scentracions diferents injectades
per sextuplicat: 0.5 x MRL, MRL i 1.5 x MRL.

9.4. Resultats i discussio
9.4.1.Estratégia d’optimitzacié i seleccio de la fase loilo

Els compostos basics, com ara les quinolones, dloera pics amb cues i una
elevada retencié quan es realitza la seua sepacammatografica amb columnes de
silice. Per aquesta rad, s'utilitza una amina (gdment trietilamina, TEA) com a
additiu en la fase mobil per protegir els gruparsil de la fase estacionaria quan es
treballa a valors pH acid (2.5-4.0). Les quinoloresenten dos constants de
dissociacio (Ka1 = 3.4-5.7, i iKa2= 7.2-8.5) [26—29]. Per tant, existeixen principaiine

en forma cationica en medi acid, en forma anioreca medi basic, i en forma
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zwitterionica en medi neutre. Els valors de pH &dd adequats per a la seua separacio
atés que originen una retencié adequada. A mésetencia de TEA millora I'eficacia

dels pics.

La majoria dels procediments analitics en cromafagr liquida micel-lar
requereixen l'addicié d’'un dissolvent organic qumés incrementa l'eficacia dels pics.
Generalment s’utilitza un alcohol de cadena cutan propanol, butanol o pentanol, i
cal tenir en compte que la seua seleccido ha d'elitactament relacionada amb la

polaritat dels compostos en estudi.

Les quinolones estudiades tenen una hidrofobiamaiderada (coeficients de
repartiment octanol-aigua, |d@,.,, que oscil-len entre 0.7-1.6). Per tant, en aqueesst
es va preferir I's de propanol o butanol. El botatona lloc a millors eficacies, perd no
es poden resoldre les cinc quinolones de la baadarateines, i per aquesta rag, es va

utilitzar propanol per dur a terme el procedimeaptimitzacio.

L'aplicacié d'un criteri d’optimitzacié permet obitg una fase mobil que separe
completament els compostos (resolucié maxima) ereorps d’analisi adequat. Les
estratégies interpretatives d’optimitzacié podenassistides per ordinador fent Us del
programariMichrom [24], que pot simular graficament la metodologegsda pels
cromatografistes més experimentats amb una coasi@ereduccio de temps i esforg. El
comportament cromatografic dels cinc antibioticw@®xaminar mitjancant un disseny
experimental que consistia en cinc fases mobilat(qusituades en els vertexs d’'un
rectangle i la cinquena en el seu centre) tampenageH 3. Per tant, les quinolones es
van injectar en les seguents fases mobils, SDS /(Mjopanol (%,v/Vv): 0.05/2.5,
0.05/12.5, 0.1/7.5, 0.15/2.5, i 0.15/12.5, que eoien un 0.5% TEA. Els resultats
corroboren el comportament habitual en MLC, és ra @i temps de retencidg]
augmentava quan la concentracié de tensioactissbblient organic disminuia. A més a
més, la resoluciéo va augmentar en disminuir la eotracio del tensioactiu [30]. El

model utilitzat per a aquestes prediccions va $enaeix dels capitols 4-8 (veure
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equacio 7.1). Es van obtenir errors d’ajust pea riediccié dels factors de retencid

inferiors al 2.8%.

El diagrama de resolucio global (figura 9.2) mostean els valors de resolucié
propers a la unitat (valor maxim) s’obtenen ambegasnobils que contenen
concentracions de propanol superiors al 7.5%, D& $hferiors a 0.1 M. El millor valor
de resoluci6 es va obtenir per a una composicio.d® M SDS-12.5% propanol-0.5%
TEA (Rs = 0.99997) amb un temps d’analisi de 23 min. Légkip d’aquest métode és la
seua aplicacié en analisis rutinaries, i per tealtacurtar el temps d’analisi tant com es
puga sense perjudicar la resolucié cromatografiaagual cosa es va aconseguir
augmentant la concentraciéo d’'SDS de 0.05 a 0.06D'EQuesta forma, es va reduir el
temps d’analisi fins a 18 min mantenint una borsoleid Rs = 0.9998) amb la fase
mobil 0.065 M SDS-12.5% propanol-0.5% TEA. La resd a ambdues
concentracions d’SDS és practicament la mateixalgpgqual cosa, I'Gltima fase mobil
va ser seleccionada per dur a terme la validacib ndetode. Els parametres
cromatografics tg; k; N, eficacia; i B/A, factor d’'asimetrig obtinguts per a les
guinolones amb la fase mobil seleccionada van BEY:(14.4, 9.3, 2000, 1.3), ENR
(12.3, 7.8, 2000, 1.3), FLU (8.9, 5.4, 2400, 1@XO (4.1, 1.9, 1500, 1.5), i SAR (16.6,
10.9, 2200, 1.4). La figura 9.3 mostra els cromaoges predit i experimental per a la
mescla de les cinc quinolones en la fase mobicseleada. La concordancga entre tot
dos és altament satisfactoria, verificant aixi &idesa de l'estrategia interpretativa
utilitzada.
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Figura 9.3. Cromatogrames predit (a), i experimental (b) ahits.
Fase mobil: 0.065 M SDS-12.5% propanol-0.5% TEA3pH
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9.4.2.0ptimitzaci6 de I'etapa de preparacio de la mostra

L’optimitzacié de la preparacio de la mostra eseatrar en I'extraccio de les cinc
guinolones del peix sense fer Us de cap dissobrgg@inic. En un principi es va plantejar
una preparacio de la mostra on el muascul de pevadsturar, pesar, i diluir 10 voltes
amb una dissolucié micel-lar 0.05 M SDS—pH 3, pposteriorment ser agitada durant
15 min. Després es va centrifugar a 3000 rpm ddranin, i el sobrenadant obtingut es

va diluir novament amb la dissolucié micel-lar Q):fper facilitar la seua filtracio.

Finalment, es va millorar la sensibilitat quan trexcio de les quinolones es va
realitzar diluint una Unica vegada amb agitaciotioola durant 1 h. Tot seguit, el
sobrenadant es va filtrar fent Us de filtres dé niamb I'ajuda d’'una bomba de buit.

Amb aquest procediment s’evita la segona dilucio.

9.4.3.Validaci6 del metode

La validacié es va realitzar d'acord amb la Regdlade la Unié Europea
2002/657/CE [23]. Els parametres avaluats van selectivitat, linealitat, limits de
deteccio i quantificacid, limit de decisio, capacite deteccid, precisio, exactitud,

recuperacio i robustesa.

a) Selectivitat

En l'estudi de la selectivitat no es va observgp aaterferéncia de compostos
endogens en les mostres de peix analitzades (Bidu#ei 9.5). En la part inferior
d’aquestes figures es representen els cromatograintieguts amb la fase mobil optima
de dos mostres de daurada i musclo, respectivanagigicionades amb les cinc
guinolones. Els pics corresponents a compostosgenddde les mostres de peix no van

interferir amb els dels analits.
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0 4 8 12 16 20
Temps (min)

Figura 9.4. Cromatogrames del blanc (superior) i mostra deaitu
addicionada (inferior). Fase mobil: 0.065 M SDS5%2.propanol—
0.5% TEA—pH 3.
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Figura 9.5. Cromatogrames del blanc (superior) i mostra dectaus
addicionada (inferior). Fase mobil: 0.065 M SDS5%2.propanol—
0.5% TEA—pH 3.
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b) Linealitat i sensibilitat

Les corbes de calibratge es van construir a paltr les arees dels pics
cromatografics obtinguts per a dotze concentracmesxents (sis répliques) en les
diferents matrius de peix (factor de dilucio 1:18p els seglents intervals:
10-1000 pg/Kg per a DIF, 5-1000 pg/Kg per a ENR1B00 pg/Kg per a FLU i OXO,

i 15-1000 pg/Kg per a SAR. Per estudiar la preai&ls parametres de calibratge, es
van obtenir les corbes durant 5 dies en un peril@d@ mesos preparades a partir de
diferents dissolucions patré. El pendent i I'ord#man I'origen es van determinar pel

metode d’analisi de regressio lineal per minimsdeats. Els resultats obtinguts es

mostren en la taula 9.1. Els coeficients de deternid &) van ser sempre majors de

0.999.

El limit de deteccio (LOD) es va determinar utditz el criteri3sfent s d’'una séerie
de 10 dissolucions que contenien una baixa coramatde cada antibiotic, mentre que
el limit de quantificacio (LOQ) va ser seleccior@m la concentracid6 més baixa
utilitzada en la corba de calibratge, i es va datcamb el criteriLOs Els LODs i LOQs
es mostren en la taula 9.1. Els resultats s’ajustelimits establits en el Reglament EEC
2377/90 [3].

c) Limit de decisio i capacitat de deteccid

Es van calcular els parametres J@mit de decisio) i Cg (capacitat de deteccio)
seguint les directrius de la regulacio 2002/657[E8]. CG, és el limit en el qual i per
damunt del qual es pot concloure que una mostr@snmonforme amb una probabilitat
d'errora. CG; és el menor contingut d’'una substancia que potisctat, identificat o
quantificat en una mostra amb una probabilitatrdies. Per al calcul de GO CG;, es
van addicionar blancs de mostres de peix amb lesolgmes a dos nivells de
concentracié: LOQ (n = 20), i MRL (n = 20). La ka®.2 resumeix els valors de £IC
CG; obtinguts.
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Taula 9.1.Dadedde la regressio lineal, limits de deteccio (LOQuantificacié (LOQ).

_ LOD  LOQ
Analit a+SD b+ sSD
(ng/Kg)  (ng/Kg)
DIF 0.064 + 0.003 —0.014 + 0.012 0.99994 2 10
ENR 0.0837 £0.0015 -0.017 £0.024 0.99993 1 5
FLU 0.0127 £ 0.0010 -0.018 £0.020 0.99959 7 30
OXO 0.0060 + 0.0003 —-0.0020 +0.0011 0.99949 6 30
SAR 0.0243 + 0.0005 -0.011+0.016 0.99937 3 15

2 parametres de calibratge: Areaa=C (ug/Kg) + b ; SD = desviacio

estandard R? = coeficient de determinacio.
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d) Precisi6 i exactitud

La precisid i exactitud intra i interdia es vanetatinar mitjancant I'analisi de les
mostres de peix addicionades amb les quinolonesees doncentracions diferents:
0.5 x MRL, MRL i 1.5 x MRL, seguint la Regulaci6 EE2377/90 [3]. Les analisis
intradia es van calcular mitjancant la injeccioqiiastes tres dissolucions (sis repliques)
en el mateix dia, mentre que I'analisi interdiavasobtenir com la mitjana de les sis
mesures dels valors intradia obtinguts en 5 dieardwn periode de 3 mesos, realitzats
per diferents analistes i equips. Els resultatpressats com a desviacid estandard
relativa (RSD, precisio) i error relatiu (Er, exaad), es mostren en la taula 9.3. El
meétode va ser exacte i precis com indiquen elsval&r (%) i RSD (%), atés que son

inferiors al 7.4% i 6.4%, respectivament.

e) Robustesa

La robustesa del métode es va examinar injectanitaies (n = 6) una dissolucié
patr6 amb les cinc quinolones a la concentraciORLMi fent xicotets canvis en els
parametres cromatografics (concentracié de tensipguercentatge de propanol, pH,
flux, i percentatge de TEA). No es van observaeréificies significatives ni en l'area
dels pics ni en els seus temps de retencié quarpaiBmetres comentats es van
modificar. Els resultats indiquen que els factoeteccionats romanen practicament
inalterats quan es realitzen lleugeres variacidagugsts parametres (taula 9.4). La
variacio en el flux i en el percentatge de TEA ()en una major influéncia en la

retencio dels compostos estudiats a diferenciaalieés parametres.
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f) Analisi de mostres de peix

L’aplicabilitat del procediment desenvolupat s’lsaueiat en I'analisi de mostres de

peixos adquirides en supermercats (tots ells premate piscifactories).

Les quinolones es van addicionar a les mostrese(gaurada, gambes, llobarro,
musclo, remol, salmd, i truita) amb quantitats guaes a tres concentracions diferents
(0.5 x MRL, 1 x MRL, i 1.5 x MRL, sis repliques parcada nivell). Les mostres
addicionades van ser processades i analitzadesshpiocediment desenvolupat. Els
valors de les recuperacions es van calcular complEr@oncentracions obtingudes amb
les quantitats afegides. Les dades obtingudesa(t&fb) mostren recuperacions
satisfactories per a les cinc fluoroquinolonedsiresultats es van obtenir en el interval
87-110%. Les Figures 9.4 (superior) i 9.5 (supgrioostren els cromatogrames
obtinguts en l'analisi de daurada i musclo, respactent, addicionades amb les cinc
guinolones. Aquests resultats estan d’acord ametulacio EEC 2377/90 [3]. Els pics
gue podrien ser assignats a compostos endogers dektres de peix no interfereixen
amb els dels analits. Els resultats obtinguts ineligque el procediment desenvolupat es

pot aplicar en el control de residus de quinolones.

Finalment, es va aplicar el métode a la determindeiles quinolones estudiades en
mostres reals de peix (daurada, gambes, llobausclm remol, salmo, i truita). La seua

analisi no va revelar la presencia de cap quinolona
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Taula 9.3.Precisi6 i exactitud intra (n = 6) i interdia (rb¥dels antibiotics estudiats.

Intradia Interdia
Conc. Trobada Trobada
Analit  Addic. (mitjana  SD)  Er (%) F(%) (mitana + SD) Er (%) o0
(Lg/ka) (1grka) (1grka)
DIF 150 156.8 + 0.7 4.5 0.4 154.2+2.1 2.8 1.4
300 289.1+1.3 3.6 0.4 304 + 4 1.3 1.3
450 4455+ 0.8 1.0 0.2 452.1+0.8 0.5 0.2
ENR 50 46.3+0.9 7.4 1.9 47 +3 6.0 6.4
100 97.7+1.9 2.3 1.9 94 +3 6.0 3.2
150 152.6+1.9 1.7 1.2 150.8+2.0 0.5 1.3
FLU 300 300 +3 0.0 1.0 300.7 £ 1.5 0.2 0.5
600 603.8+2.4 0.6 0.4 599 + 3 0.2 0.5
900 907.7+2.1 0.9 0.2 905 + 4 0.6 0.4
OXO 50 53+3 6.0 5.7 50.1+1.7 0.2 3.4
100 104 £ 6 4.0 5.8 100 + 3 0.0 3.0
150 154 +3 2.7 1.9 155+ 3 3.3 1.9
SAR 15 159+ 0.6 6.0 3.8 15.6 + 0.4 4.0 2.6
30 29.1+1.4 3.0 4.8 29.0+1.0 3.3 3.4
45 42.1+05 6.4 1.2 432 +1.7 4.0 3.9
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Taula 9.4.Avaluacié de la robustesa del metode.

OXO0 DIF ENR
Parametre . . < . N . o
cromatografic Nivell tr (min) Area k(min) Area k(min) Area
A: SDS (M)
0.06 ~0.005 41 0.057 11.8 0.72 13.8 1.50
0.065 0 3.8 0.058 11.2 076 13.2 155
007 +0.005 37 0.055 10.9 0.70 115 1.48
ol
'\R"'S”S"(g; Sb 3.87+0.21 0.0567 +0.001511.3+0.5 0.73+0.03 12.80+1.2 151 +0.04
° 5.4 2.6 4.4 41 9.4 2.6
B: Propanol (%y/V)
12.4 ~01 38 0.058 11.0 0.72 13.1 1.50
125 0 3.8 0.058 11.2 076 13.2 155
126 +0.1 37 0.055 10.4 0.70 12.0 1.48
120
';"'S”S"(‘;; Sb 3.77+0.06 0.0570+0.0017 10.9+04 0.73+0.03 12.8+07 151 +0.04
° 1.6 3.0 37 4.1 55 2.6
C: pH
2.9 —0.1 4.0 0.058 11.4 071 135 1.60
3 0 3.8 0.058 11.2 076 13.2 1.55
3.1 +0.1 35 0.053 111 0.74 13.0 174
Mitjana + SD 3.80+020 0.056+0.003 11.23+0.15 0.737 +0.025 13.23+0.25 1.63 +0.10
RSD (%) 53 5.4 13 3.4 1.9 6.1
D: Flux (mL/min)
0.9 —01 43 0.062 12.8 0.77 14.8 171
1 0 3.8 0.058 11.2 076 13.2 155
1.1 +0.1 35 0.051 10.3 0.86 11.9 1.48
o
'\Rﬂgjgn(?/; Sb 39404 0057+0.006 11.4+13 080+0.06 133+15 1.58+0.12
0 103 105 11.4 75 113 7.6
E: TEA (%,VIV)
0.45 ~0.05 4.4 0.052 123 073 14.4 155
0.5 0 3.8 0.058 11.2 076 13.2 155
0.55 +0.05 3.8 0.056 11.0 0.74 12.8 154
09
Mitjana + SD 40+03  0055+0.003 11.5+07 0743+0.015 13.5+0.8 1.547 +0.006
RSD (%)

7.5 5.4 6.1 2.0 5.9 0.4
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Taula 9.4.(continuacio)

FLU SAR
Cpgr;r:g;aﬁc Nivell tr (min) Area &(min) Area
A: SDS (M)
0.06 -0.005 9.3 0.81 15.8 0.066
0.065 0 8.4 0.74 15.0 0.067
0.07 +0.005 8.5 0.82 14.3 0.068
'\R’“S”S"(";‘/(j Sb 87+05  0.79+0.04 150+0.8 0.0670 +0.00010
5.7 5.4 5.3 15
B: Propanol (%y/V)
12.4 01 8.4 074 14.8 0.063
125 0 8.4 0.74 15.0 0.067
12.6 +0.1 8.22 0.73 13.9 0.063
'\R’“S”S"(";‘/(j Sb 833+012 0737+0.006 14.6+0.6 0.0643 +0.0023
1.4 0.8 41 3.6
C: pH
2.9 01 8.9 0.78 15.2 0.063
3 0 8.4 0.74 15.0 0.067
31 +0.1 8.0 0.77 14.9 0.063
Mitjana + SD 84+05  0.763+0.021 15.03+0.15 0.0643 +0.0023
RSD (%) 6.0 5.3 1.0 3.6
D: Flux (mL/min)
0.9 01 9.5 0.76 17.1 0.065
1 0 8.4 0.74 15.02 0.067
11 +0.1 7.6 0.73 13.9 0.062
';’“S”Sr&;-' SD 85+1.0 07430015 153+16 0.0647 +0.0025
118 2.0 10.5 3.9
E: TEA (%,vIV)
0.45 ~0.05 9.7 0.73 16.8 0.060
05 0 8.4 0.74 15.0 0.067
0.55 +0.05 8.2 0.77 14.7 0.064
Mitjana + SD 88+0.8  0747+0021 155+11  0.064 +0.004
RS (30 8+0. 747 £ 0. 5+1. 064+ 0.
9.1 28 7.1 6.3
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Taula 9.5. Recuperacions (%) de diferents tipus de peixos cciale

addicionats amb les cinc quinolones a tres coraeintrs diferents (n = 6).

Recuperacions (%)

Conc.
Analit Addic. Daurada Gamba Llobarro
(ng/Kg)
DIF 15¢° 109.0+ 1.3 105.4+ 0.5 99.8+1.1
300 106.4 + 1.7 103.4+0.3 101.7+2.2
450 106.6 + 1.7 97.51 + 0.23 95+ 3
ENR 50 103.7 £ 0.9 90.5+0.5 94.9+0.4
10@ 105.1+ 1.0 100.6 + 0.5 109.7 + 0.6
15¢ 100.8 + 1.4 97.5+0.3 106.1+ 1.0
FLU 300 100.26 + 0.03  104.8+0.6 90.4+0.3
600 95.2+0.7 97.3+0.5 95.6 + 0.6
90¢f 96.1+0.5 86.7 +0.3 87.32+0.23
OXO 50 101.3+0.9 104.33+0.16 107.67 +0.19
10Q 97.67 + 0.06 925+0.6 92.6+0.6
15¢ 108.9+0.9 103.5+0.9 102.7 + 0.3
SAR 15 106.4 + 0.6 105.1+0.5 103.4+0.3
3¢ 104.6 + 0.6 99.97 + 0.17 99.9+0.3
45 104.8 + 0.3 98.6 +0.7 98.5+0.5

20.5x MRL, 1 x MRL, ©1.5x MRL.
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Taula 9.5.(continuacio).

Recuperacions (%)

Conc. X , .
Analit Addic. Musclo Remol Salmo Truita
(no/Kg)
DIF 150 93.8+1.1 88.4+0.6 105.8+ 1.5 99.2+1.4
300 95.8+0.5 92.7+23 925+0.9 105.9+0.8
450 106.8+1.9 98.6 + 0.7 101.2+2.1 101.1+1.1
ENR 56 106.23 + 0.23 98.6 + 0.5 96.2 +0.3 96.3+0.3
10@ 101.8+0.6 106.3+0.8 94.14 + 0.05 103.9+1.6
150 97.3+0.7 102.8+1.5 1059+1.2 101.8+1.7
FLU 300 89.4+1.0 89.4+1.0 103.1+0.6 108.9+0.8
600 101.9+2.3 92.1+2.3 97.44 +£0.18 106.6 £ 0.3
900 98 +3 88.4+0.6 102.23 £ 0.04 108.9+0.4
OXO 50 104.3+0.3 104 £ 4 105.57 £ 0.19 96.4+0.5
10@ 104.50 £ 0.15 97.7+0.5 104.05 + 0.18 1049+1.0
150° 99.4+0.8 101.9+0.6 106.37 £ 0.12 97.2+0.8
SAR 15 99.2+0.3 107.3+0.5 106.4 + 0.6 98.53 + 0.03
3¢ 100+ 0.5 100.59 + 0.17 104.6 £ 0.6 104.8 +0.5
45° 106.7 £ 0.9 109.4 £ 0.7 104.8 £+ 0.3 105.3+0.6
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9.5. Conclusions

En aquest capitol, I'optimitzacid de la preparad® la mostra s’ha centrat en
I'extraccio de les cinc quinolones estudiades erstrae de peix sense fer Us de cap
dissolvent organic, la qual cosa fa que el procedinsiga menys toxic i relativament

economic.

El procediment desenvolupat és rapid i permet leerdenacié simultania dels
residus de quinolones en diferents tipus de pelx @ana elevada sensibilitat, aixi com el
processament d’'un gran nombre d’analisis amb umpseourt de preparacio de les
mostres, per la qual cosa resulta util en el codeqqualitat d’aliments. El procediment
cromatografic proposat ofereix bons resultats péa determinacié de quinolones en
mostres de peix en termes de selectivitat, liredakxactitud, recuperacions i robustesa i

presenta una sensibilitat a nivell de pg/kg.
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Capitol 10

Analisi d'omeprazole i els seus principals metabdh
mitjancant cromatografia liquida

amb fases mobils micel-lars hibrides

10.1. Resum

L’'omeprazole, un dels farmacs més prescrits a Inintdrnacional, és un inhibidor
selectiu de la secreci6 de l'acid gastric. En afuwegitol s’ha desenvolupat un
procediment cromatografic que fa Us de fases matfiidel-lars de dodecilsulfat sodic i
propanol tamponades a pH 7, i una columna C18 perdaterminacié d’omeprazole i
els seus principals metabolits (omeprazole sulfoBehidroxiomeprazole) en mostres
d’'orina i serum. La deteccio es va realitzar erefio de 'UV (305 nm), i el temps total
d’analisi va ser d’11 min sense observar-se capferencia de la banda de proteines o
compostos endogens de les matrius fisiologiquesaEsbtenir una resoluciéo adequada
aplicant un procediment quimiometric que consiggractor de retencio i la forma dels
pics cromatografics. Els parametres analitics ésttuén la validacio del métode per als
tres compostos van ser: linealitRf¥ 0.9998), precisio intra i interdia (RSD, %: 0.73-8
i 0.1-4.9, respectivament), i la robustesa. Elstdime deteccid i quantificacié van ser
inferiors a 6 i 25 ng/mL, respectivament, mentre gs recuperacions es van obtenir en
I'interval 97.6—-101.9%, en el medi micel-lar, séruorina. Finalment, el métode es va
aplicar amb exit per a la determinacié6 d’'omepraZodds seus metabolits en mostres

fisiologiques. L'omeprazole també es va analitzamedicaments.

283



Analisi d’'omeprazole i els seus principals metabatiitiancant MLC

10.2. Introduccio

L’'omeprazole (OME) (figura 10.1), un benzimidazaobstituit, €s un inhibidor de la
bomba de protons gastrica, és a dir, 'TOME inhilskrectament i de forma dependent de
la dosi, 'enzim H/K*-ATPasa, el qual és el responsable de la secreitlé gastrica en
les cél-lules parietals gastriqgues. A causa d’dgomecanisme d’accio intracel-lular
selectiu i la baixa afinitat per a altres receptbumio a la membrana (com els receptors
H, histaminics, M muscarinics o gastrinérgics), 'OME s’ha assigaatina classe
independent d’agents inhibidors de l'acidesa, elalsybloquegen el pas final de la
produccio d’acid. S'utilitza en el tractament dedlapepsia, Ulcera péptica, malaltia de
reflux gastroesofagic i la sindrome de Zollingeigeh, tots ells causats per 'acid de

I'estdbmac.

Quimicament, 'TOME és un compost hidrofob (IBg, = 2.23), i és una base débil
amb unes constants de dissociadig p 4.2, 9.0 [2]. L'OME és un racemat, és a dir, pot
tenir quantitats iguals dels dos enantiomers SErRles condicions acides de I'estomac,
ambdos es converteixen en productes aquirals, epexionen amb el grup cisteina en

I'ATPasa, destruint aixi la capacitat de les cédyparietals per produir I'acid gastric.

L’'OME s’administra justament amb antibiotics entr@ctament d’eradicacio de la
infeccio per Helicobacter pylori de I'estbmac. BErplactica medica, 'OME s’administra
en forma de comprimits i capsules en dosis de 200amg diaries, i en forma de pols
(omeprazole sodic) per injeccié intravenosa. Laom@jdels medicaments orals de
'OME presenten un recobriment entéric a causaadapida degradacié del compost en

el medi acid de 'estbmac.

Després de I'administracio oral de TOME, aquestgsdament absorbit en l'intesti
prim, completant-se aquest procés normalment enh®+6s. La ingestio simultania
d’aliments no té influencia en la seua biodispditéti L'OME es metabolitzat quasi
completament pel sistema del citocrom P450, praioipnt en el fetge. Els metabolits
que s’han identificat fins a la data son I'omeplazosulfona (OMES)
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i 5-hidroxiomeprazole (HOME) (figura 10.1), que séis més importants, mentre que
sulfur d’'omeprazole, carboxiomeprazole, i almenyes tres compostos no identificats
no exerceixen cap efecte en la secrecid acida.xpealament un 80% d’una dosi oral
s’excreta en forma de metabolits en orina i laarest troba en els excrements. La

concentracié plasmatica toxica de 'OME s’assofexr a un valor de 1.01 mg/L [1].

@
\O
(b) S
o] O\S/
_— \(N
I~
O
_—N \
(c)
~~

Figura 10.1. Estructures de I'omeprazole (a) i els seus meitsbol

omeprazole sulfona (b), i 5-hidroxiomeprazole (c).
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S’han descrit diversos métodes per a la determindei 'OME en productes
farmaceutics i fluids biologics, incloent la crowgrtafia liquida d’alta resoluciigh
performance liquid chromatography, HPLC) amb deteccié electroquimica o
coulombimétrica [3,4], l'electroforesi capil-lar ][5 I'espectrofotometria [6], la

polarografia [7], i la voltametria [8].

La majoria dels metodes descrits en la literatara ds de sistemes I'HPLC-UV i
'HPLC-MS (high performance liquid chromatography mass spectrometry) per a la
determinacio de 'OME en fluids biologics [9—-14]'dllra banda, algunes publicacions
han descrit un metode senzill ’HPLC per a la deiesicidé simultania dHOME, OME,

i OMES en sérum huma [15-22], tot i que també s'tiditzat metodes d’HPLC amb
separacié enantioselectiva [23—-27]. Encara questsjumetodes son selectius, rapids i
pretractament llarg de les mostres, aixi com uripegconomicament costds que no esta
a l'abast de tots els laboratoris. Altres investigas s’han centrat en l'estudi de
I'estabilitat o la degradaci6 de 'OME [28-32]. tavisio publicada per Espinosa Bosch
et al. [33] remarca que la cromatografia liquida acoblada tandem d’espectrometria
mases d’ionitzacio per electroespraletrospray ionization liquid chromatography
mass spectrometry tandem, ESI LC/MS-MS) presenta els seglents avantatges en
comparacid6 amb els anteriors meétodes d’analisi: ometemps d’analisi, major

selectivitat, i uns limits de quantificacié meés mmsn

Els meétodes d’HPLC aplicats a l'analisi de mosttessérum i orina generalment
requereixen un elaborat pretractament de la mosticpent I'eliminacié de les
interferéncies i I'extraccio dels analits. La craomaafia liquida micel-lam(icellar iquid
chromatography, MLC) permet I'analisi de matrius complexes semszessitat de
realitzar cap etapa prévia d’extraccid, reduinyjdista forma el cost i el temps d’analisi,
aixi com les fonts d’error [34]. Les micel-les teix&n a unir-se competitivament a les
proteines, alliberant els farmacs units a les maseila qual cosa permet la seua

solubilitzacié i posterior elucio en el front dessblvent evitant aixi que precipiten en la
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columna. L’'MLC ha demostrat ser una tecnica utilaedeterminacié de diversos grups

de farmacs com la trazodona en sérum [35], i alippes de compostos [36].

Els mecanismes de retencié en MLC (com ara, legdations solut-fase mobil i
solut-fase estacionaria) s’han estudiat de fornteestiva, i s’han construit sobre una
base teorica raonable. L'MLC és un bon exemple befeficis d’'un equilibri secundari
en HPLC [34]. En I'equilibri principal té lloc ekepartiment del solut entre dissolvent
(aigua o la mescla aquo-organica) i la fase estadi®, mentre que I'equilibri secundari
s’estableix amb les micel-les en la fase mobil. Aédsbequilibris estan afectats per una
serie de factors, com ara el tipus i la concerdrdei tensioactiu i additius (p.ex., sals o

modificadors organics), temperatura, forca ionip#li

En aquest capitol s’ha desenvolupat i validat urode cromatografic per a la
determinacié simultania dOME i els seus dos ppats metabolits en fluids biologics
sense cap pretractament previ de les mostres. També dur a terme I'analisi d’OME
en medicaments. El metode ha sigut validat d’acmb la guiaFood and Drug
Administration [37].

10.3. Part experimental
10.3.1.Reactius

L’'omeprazole es va adquirir a Sigma (MO, EUA). Lepnazole sulfona
i 5-hidroxiomeprazole van ser donats per AstraZar{8uecia). Els reactius utilitzats per
preparar les fases mobils van ser: dodecilsulfdics¢SDS), hidroxid de sodi (Merck,
Alemanya), dihidrogenfosfat de sodi, propanol (Slette Barcelona), acid clorhidric,
metanol i etanol (J.T. Baker, Paisos Baixos). Tesitdissolucions dels analits com les
fases mobils es van preparar amb aigua destildesianitzada (Millipore SAS, Franca).
Els productes farmaceutics (OME Normon, OME Ratéwphi OME Pensa) es van

adquirir en una farmacia.
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10.3.2.Instrumentacio

Es va utilitzar el mateix cromatograf descrit emit@s anteriors, perdo amb un
detector de fila de diodes. La separacio analégcaa dur a terme amb una columna
Kromasil C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 um de grandarigpdeicula). Els parametres
cromatografics (flux, volum d’injeccid i la tempésea de la columna) van ser els
mateixos que es descriuen en el capitol 9.2. Latgimes de les mostres de sérum es van
precipitar fent Us d’'una centrifuga Centronic Blelg®ta, Barcelona). Les mesures de
pH, pesades analitiques, agitacio i dissolucitedeanostres també es van realitzar amb

els mateixos equips que ja han estat detallattserapitols anteriors.

10.3.3.Preparacié de fases mobils, dissolucions estandarwstres

Les fases mobils micel-lars es van preparar cordessriu en el capitol 8, pero

utilitzant propanol en lloc de butanol com a digsat organic.

Es van preparar dissolucions patré de 20 pg/mLad@ compost (HOME, OME, i
OMEYS), dissolent cadascun d’ells en uns pocs tiiek d’etanol mitjangant un bany

d’ultrasons, i finalment es van aforar amb unaaligs6 0.1 M SDS a pH 9.

Les mostres de sang van ser extretes a volungarssies van passar a tubs DB SST
gue contenien gel separador (BD Vacutainer Syst&agne Unit), sent posteriorment
centrifugades durant 5 min a 3000 rpm i a 4 °C.skguit, el liquid es va separar de les
proteines precipitades i emmagatzemat a —21 °Gafineoment del seu Us. Les mostres
d'orina van ser recollides en dispositius de rdeotio dorina (BD Vacutainer

Systems).

Es van preparar dissolucions patré en orina i sexddicionades a una concentracio
de 20 pg/mL d’HOME, OME, i OMES, i posteriormentudht I'orina en un factor 1:10 i
el serum en un factor 1:5, amb una dissolucié 0.3D&—pH 9. Les dissolucions es van

preparar diariament i van ser protegides de la tirecta.
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Les mostres biologiques dels pacients van sertages directament en el sistema
cromatografic després d’haver realitzat la diluardteriorment indicada amb 0.1 M
SDS-pH 9. Totes les dissolucions i mostres es Maarfa través de filtres de nil6 de
0.45 um (Micron separacions, MA, EUA).

10.3.4.Condicions cromatografiques

La separacié cromatografica es va dur a terme enamtumna Kromasil C18
termostatitzada a 25 °C. La composici6 de la fageilmptima va ser 0.08 M SDS-10%
(v/v) propanol, tamponada amb 0.01 M NBREy a pH 7. La velocitat de flux de la fase
mobil, el volum d’injeccio i la longitud d’'ona vaser 1 mL/min, 20 puL i 305 nm,
respectivament. En aquestes condicions, el tentalsd@analisi va ser inferior a 11 min.
Els senyals analitics es van adquirir mitjanganP@nconnectat al cromatograf a través
d’'una estaci6 de dades d’Agilent (Rev. A.10.01).pEdgramariMichrom [38] va ser

utilitzat per al tractament de les dades cromatfipgrés.

10.3.5.Determinacio d’'omeprazole en medicaments

Els medicaments analitzats (Normon, Pensa i Radiophvan ser capsules que
contenien 20 mg d’'OME i excipients. Aguestes espasar abans i després de buidar-
les amb cura, per obtenir un pes exacte del setingan (n = 10). Tot seguit, es van
pesar diverses porcions (equivalent a aproximadaemny d’OME) i cadascuna es va
sonicar en una xicoteta quantitat d’etanol (3¢ del volum final) en un bany
d’'ultrasons. A continuacio es va afegir una dissiéll0.1 M SDS—pH 9 per afavorir
I'extraccio dels compostos, i es va usar novamehary d’ultrasons. Finalment, es va
diluir amb la mateixa dissolucié micel-lar per aft@ina concentracio de 10 pg/mL. Els
excipients no van ser solubles en el medi micelilgrer tant les dissolucions de la

mostra es van filtrar abans de la seua injecci@ sistema cromatografic.
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10.4. Resultats i discussio
10.4.1.Seleccid de la fase mobil i optimitzacié cromatafica

En primer lloc, es va estudiar I'estabilitat deM@& a diferents valors de pH (3, 5, 7,
9 i 11) utilitzant una fase mobil micel-lar de 0.M6SDS-5% propanol. La maxima
estabilitat es va trobar a pH 11, mentre que arsale pH inferiors a 7, 'TOME es va
descomposar molt rapidament. No es van trobaratfitees significatives entre pH 9 i
11, per tant, es va ser seleccionar pH 9 per adpapacié de les dissolucions patro
perque 'OME i els seus metabolits eren també basttables. Cal assenyalar que el pH
de la fase mobil i el de les dissolucions d’'OME Hdarser semblants a fi d’evitar la seua
descomposicié. Una fase mobil amb un pH superidrpmt danyar una columna C18
qguan s'utilitza de forma frequent, mentre que pavatl d’aquest valor TOME es
descomposa rapidament. Finalment, les fases mebiléestudi d’optimitzacié es van
preparar a pH 7 considerant tant I'estabilitat detglits com la de la columna. Cal
assenyalar que l'objectiu d’aquest capitol no va igentificar els productes de
degradacio de 'OME, sin6 desenvolupar un procedirper a la separacio i analisi de

I'OME i els seus dos metabolits principals.

El seglent pas va ser la seleccio del dissolvagitnic, que en aquest cas va ser el
propanol, ja que permetia la completa resolucié dets compostos en un temps
d’analisi adequat. A més a més, amb propanol eli@itHOME i la banda de proteines
es resolien completament, mentre que si s'utiliizéanol o pentanol, s’espera un

solapament dels compostos amb els pics de lesusnatri

A continuacio, es va portar a terme la seleccidlede millors condicions per a
'analisi simultani de 'OME i els seus dos prinaip metabolits, per a la qual cosa es
van injectar els compostos objecte destudi en k=glents fases mobils
d’'SDS (M) / propanol (%): 0.05/2.5, 0.05/12.5, 078, 0.15/2.5 i 0.15/12.5. En
aquestes fases mobils es van mesurar els factarstetecio K), eficacies i) i factors
d’asimetria B/A) en els cromatogrames individuals de cada compes, van tractar
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amb el programamlichrom [38]. EI model utilitzat per a aquestes predicsioa ser el

mateix dels capitols 4-9 (veure equacié 7.1).

L’optimitzacié de la resolucio de la mescla delmpostos es va realitzar mitjancant
el criteri de les fraccions solapades de cadarpimatografic, el qual ja es va utilitzar en
el capitol 4, i també es va modelitzar la formasqets cromatografics per predir els

cromatogrames d’acord amb les equacions desenwvdaper Lapassi al. [39].

Els compostos es van resoldre sempre en tot I'elgdait per les cinc fases mobils
del disseny experimental. La composicio de la fas&bil optima es va obtenir
considerant un criteri de maxima resoluciéo en umeonéemps d’analisi: 0.08 M SDS—
10% de propanol-0.01 NaPIO, tamponada a pH 7. Els parametres cromatogradids (

i B/A) obtinguts en aquesta fase mobil per als compasttgliats van ser: 3.5, 2400 i
1.1; 7.6, 30001 1.1;i 8.9, 3100 i 1.0 per a HOMBVES i OME, respectivament. El
temps d’analisi va ser inferior a 11 min i no esobservar cap interferencia de la banda
proteica 0 dels compostos endogens, encara quevs produir un xicotet solapament
de 'THOME amb un metabolit o un producte de desamsigid de 'OME en la matriu

d’'orina.

10.4.2.Comportament de les mostres de sérum i orina

Amb la finalitat d'avaluar el senyal de fons de lemtrius, es van injectar
directament diversos blancs de serum i orina ecrahatograf després de la dilucio
adequada. Es van obtenir uns perfils corresponants banda de proteines i als
compostos endogens molt similars en totes les sw@tigures 10.2a i 10.3a). No es van
trobar pics addicionals en les analisis posterfpes la qual cosa aquests resultats

acompleixen els requisits d’analisis rutinaries.
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Figura 10.2. Cromatogrames del blanc d'orina (a), omeprazoteetat en orina després
de 3 h (b),i10 h (c) de la seua ingestid. Faseilm®08 M SDS-10% propancipH 7.
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Figura 10.3. Cromatogrames del blanc de serum (a), omepranct&reim després de
2 h (b), i 6 h (c) de la seua ingestid. Fase mOuiI8 M SDS10% propanceipH 7.
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10.4.2.Validacio del metode

La guia de validaci6 seguida va ser la mateixagjoe utilitzat en els capitols 3-5,
Food and Drug Administration (FDA) [37]. Els parametres avaluats van ser: sieiéat,

linealitat, limits de deteccié i quantificacio, pig0 i exactitud, recuperacié i robustesa.

a) Selectivitat

Per estudiar la selectivitat es van seleccionamgistres de sérum i orina que no
contenien OME com a mostres control, que es vaettaj directament en el sistema
cromatografic. D’aquesta forma es determina el gfaterferéncia dels endogens en
I'analisi dels compostos estudiats. No es va trabarinterferéncia dels endogens en les
matrius fisiologiques estudiades (Figures 10.2&0.34), a excepcido d’'una xicoteta

superposicio de 'THOME amb un metabolit o un pdssisoducte de descomposicio.

b) Linealitat, limits de deteccid i quantificacio

Les corbes de calibratge es van obtenir mesurarariges dels pics cromatografics
obtingudes a partir de dissolucions preparades etnc@ncentracions diferents (sis
repliques), en linterval 10—-2000 ng/mL per a HOMER5-2000 ng/mL per a OME i
OMES, en tres matrius diferents: medi micel-laryse(amb un factor de dilucioé d'1:5)

i orina (amb un factor de dilucié d’1:10). Per elsan la variabilitat dels parametres de
calibratge, les corbes es van obtenir durant 5etiesn periode de 2 mesos preparant-se
a partir de diferents patrons. Els resultats entdes matrius van ser semblants. Els
pendents, determinats pel métode de l'analisi deessio lineal per minims quadrats,
van ser: (5.35 = 0.13) x TO(RSD = 2.4%), (4.00 + 0.08) x TO(RSD = 2.0%),

i (5.50 + 0.08) x 10 (RSD = 1.5%) per a 'THOME, OME, i OMES, respectient.
L'ordenada en l'origen també va ser semblant eestdés matrius, —0.0022, i els

coeficients de determinacié van §r> 0.9998.
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Es van calcular els limits de deteccio (LOD) p&gH®ME, OME, i OMES en medi
micel-lar, serum i orina amb el crite8s (tres voltes la desviacid estandard de la
dissolucio de menor concentracié inclosa en labcatije dividida pel pendent de la
corba de calibratge) injectant 10 voltes la dissiélde menor concentracio. Els limits de
guantificacié (LOQ) en les tres matrius van seegbnats com la concentracié més
baixa utilitzada en la corba de calibratge. El®rsatels LODs i LOQs es resumeixen en
la taula 10.1.

Taula 10.1.Limits de deteccié i quantificacio per a 'OME, OMEHOME.

Analit LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL) Matriu
OME 4.62 25 SDS
5.44 25 Orina
5.79 25 Sérum
HOME 1.77 10 SDS
3.18 10 Orina
3.34 10 Sérum
OMES 4.24 25 SDS
5.40 25 Orina
5.45 25 Sérum

295



Analisi d’'omeprazole i els seus principals metabatiitiancant MLC

c) Precisio i exactitud

Es va determinar la precisio intra i interdia entérval de 10-2000 ng/mL per a
HOME i 25-2000 ng/mL per a OME i OMES, en medi rhiee, serum (1:5) i orina
(1:10) en set nivells de concentracio diferentdemint-se resultats semblants en totes
tres matrius. L'analisi intradia es va determinaitjancant la injecci6 d’aquestes
dissolucions sis voltes durant el mateix dia, meeqgtre les analisis interdia corresponen
a la mitjana de cinc mesures dels valors intradtanguts en 5 dies durant un periode de
tres mesos realitzats per diferents analistesipeqtaula 10.2). Les dades mostren una
bona precisié (expressada com a RSD, %), i exdcfgnpressada com a error relatiu,
Er %) amb valors inferiors al 8% i 3%, respectivatels quals son acceptables per a la

realitzacié d’analisis rutinaries.

d) Robustesa

La robustesa del métode va ser examinada en egaliugers canvis sobre els
principals parametres cromatografics (concentrd@®S, percentatge de propanol, pH,
i flux) respecte a les condicions Optimes d’analski, es va injectar sis voltes una
dissolucié patr6 que contenia els tres compostasa concentracié d’'l pg/mL en
diverses condicions (taula 10.3) i es va calcwdasdua influencia sobre la retencié dels
compostos. Els resultats indiquen que la variaealitzada sobre aquests parametres no
altera significativament la retencio dels composstidiats (RSD < 11.5%). El flux és
el parametre que modifica en major grau el tempsetcio. Cal indicar que es poden
realitzar al voltant de 200 injeccions de mostréslogiques diluides de forma

consecutiva sense danyar la columna i, per tamsesafectar el funcionament analitic.
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Taula 10.3.Avaluaci6 de la robustesa del métode.

HOME OME OMES
Parametre cromatografic Nivell tr (Min) t: (Min) t: (Min)
A: SDS (M)
0.075 —0.005 451 9.98 8.66
0.08 0 4.37 9.53 8.32
0.085 +0.005 4.31 9.29 7.93
Mitjana = SD 4.39+£0.10 9604 8.3x04
RSD (%) 2.3 4.2 4.8
B: Propanol (%v/v)
6.9 -0.1 4.37 9.58 8.66
7 0 4.37 9.53 8.32
7.1 +0.1 4.28 9.34 7.87
Mitjana = SD 4.34 +£0.04 9.48 £0.13 8.3x04
RSD (%) 0.9 1.4 4.8
C:.pH
6.9 0.1 4.38 9.56 8.36
7 0 4.37 9.53 8.32
7.1 +0.1 4.34 9.52 7.87
Mitjana = SD 4.363 + 0.021 9.54 £ 0.06 8.2+0.3
RSD (%) 0.5 0.6 3.7
D: Flux (mL/min)
0.9 0.1 4.88 10.65 9.24
1 0 4.37 9.53 8.32
1.1 +0.1 3.95 8.60 7.52
Mitjana = SD 4.4+£05 9.6+£1.0 8.4+£0.9
RSD (%) 11.4 10.4 10.7
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Capitol 10

e) Estabilitat

Es va dur a terme un estudi d’estabilitat dels¢mspostos en 'interval de pH entre
3 i 11, observant-se una rapida descomposicioatedtits per davall de pH 7. D’altra
banda, no es va observar cap diferencia en I'dstaben I'interval entre pH 9 i 11.
Tanmateix, a pH 9 es va produir la descomposicidiggolucions estandard d’HOME,
OME, i OMES preparades en SDS, després de quage diemmagatzematge,
mitjangant I'aparicio de pics en els cromatograralssquals solapaven amb els dels
analits. Totes les dissolucions es van conserdatGfins ser analitzades, i es van usar
com a maxim durant una setmana. La dissolucié d'@ddia analitzar immediatament
després de la seua preparacio, aixi com a difergtietvals d’'emmagatzematge al llarg
del periode d’estudi. Aixi, després de 24 h, 4®6 h, 'OME es va descomposar en un
9%, 29% i 31%, respectivament. D’altra banda, eshservar una descomposicio de
I'1% d’ambdés metabolits (HOME i OMES) a les 48due va ser confirmada per
I'aparicio d’'un nou pic en el cromatograma. Es @atenir els mateixos resultats en les

matrius d’orina i serum.

f) Analisi d'omeprazole en medicaments

Es van construir corbes de calibratge a partir efe drees dels pics, utilitzant
dissolucions dels compostos en cinc concentracioresxents en el rang de
0.5-50 pg/mL, amb coeficients de determinagf6> 0.999. No es va observar cap
variacio significativa en els parametres d’ajugingent i ordenada en l'origen) quan es
van obtenir les corbes en dies consecutius o difereEs van determinar tres
medicaments que contenen OME comercialitzats earlysp(taula 10.4), analitzant-se
10 mostres de cadascun d’ells que s’injectarentqaicat. Aquestes es van pesar,
triturar i homogeneitzar. Posteriorment es van 1pega porcions i cadascuna es va
sonicar en una xicoteta quantitat d’e