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Resumen

El impacto de la quiralidad en los campos farmacéutico y medioambiental
es muy alto debido a la diferente actividad biolégica y distinto comportamiento
que los enantiémeros de un compuesto quiral pueden tener. En efecto, uno de los
enantiomeros de un farmaco puede tener la actividad biolégica deseada mientras
que el otro puede tener una actividad biol6gica diferente, ser inactivo o incluso
toxico; los enantiomeros de un farmaco o un agroquimico pueden tener distinta
toxicidad para los organismos diana y/o no diana, distinta persistencia en los
organismos vivos o en el medioambiente y/o diferente velocidad de degradacion.
Ello ha incrementado el interés por el desarrollo de metodologias analiticas que
permitan la determinacién individual de los enantiomeros de un compuesto
quiral en distintas matrices. Por una parte, la tendencia a comercializar una buena
parte de los farmacos quirales como enantiémeros puros hace necesario llevar a
cabo un adecuado control de calidad de estas formulaciones farmacéuticas. Por
otra parte, la evaluacion de la toxicidad real de las muestras ambientales hace
necesario disponer de metodologias analiticas quirales sensibles y accesibles a los

laboratorios de control.

Una de las técnicas de separacion quiral que mas potencial ha demostrado
en el campo de las separaciones enantioméricas ha sido la Electroforesis Capilar.
La posibilidad de adicionar un selector quiral al medio de separacion (en el modo
de Cromatografia Electrocinética) sin necesidad de utilizar columnas quirales de
elevado coste como sucede en las técnicas cromatogréficas (HPLC, SFC, GC),
confiere a la CE una flexibilidad importante que facilita la eleccién del selector
quiral mas apropiado que es la etapa mas critica para llevar a cabo una separacion
enantiomérica. Al mismo tiempo, los pequefios volimenes de fase movil y de
muestras empleados en esta técnica permiten reducir el coste econémico y el
impacto medioambiental con respecto a otras técnicas dando lugar a

metodologias analiticas que respetan los principios de la quimica verde.



Resumen

En esta Tesis Doctoral se han desarrollado nuevas metodologias analiticas
para la determinaciéon enantiomérica de farmacos y agroquimicos por
Cromatografia Electrocinética, utilizando ciclodextrinas como selectores quirales,
con el fin de aplicarlas al andlisis de formulaciones farmacéuticas comercializadas
como enantiémero puro, de muestras medioambientales y de medios de cultivo
empleados para la evaluaciéon de la estabilidad y toxicidad de contaminantes
emergentes (farmacos) en condiciones abiéticas y bitticas. Con el fin de alcanzar
la sensibilidad necesaria para poder llevar a cabo la determinacién individual de
los enantiémeros de farmacos considerados contaminantes emergentes y de
agroquimicos en muestras medioambientales, se han sintetizado cinco
organosilices mesoporosas periddicas novedosas (cuatro de ellas sintetizadas por
primera vez en este trabajo), tres de ellas utilizando ligandos neutros y dos mas
basadas en el empleo de ligandos cationicos, y se ha evaluado su potencial como
sorbentes para la extraccién y preconcentracién de los farmacos y agroquimicos

en muestras de agua por SPE.

En el capitulo III de esta memoria se presenta la separacién enantiomérica
del farmaco antiurémico colchicina, por primera vez en el formato de la CE. Las
formulaciones farmacéuticas de colchicina se preparan como enantiémero puro
(S-colchicina) por lo que se hace necesaria la determinacion individual de los dos
enantiomeros para su adecuado control de calidad. La dnica separacion
enantiomérica de colchicina que se habia descrito en la bibliografia en el momento
de llevar a cabo este trabajo se habia realizado utilizando Cromatografia Liquida
Plana en 3.5 h. Ademads, no habia ninguna referencia bibliogréfica relacionada con
la determinacién de colchicina en formulaciones farmacéuticas. Con el fin de
seleccionar las condiciones més adecuadas para la separaciéon de los enantiémeros
de este farmaco por Cromatografia Electrocinética, se investigo el efecto de la

naturaleza del selector quiral (trece ciclodextrinas aniénicas), la concentracién del

ii



Resumen

mismo, la concentracién del tampoén de separacion, la temperatura, el tiempo de
inyeccion y los pardmetros de deteccion UV. La utilizacion de la ciclodextrina
aniénica Succ-y-CD como selector quiral a concentraciéon 7 mM en un medio
tampon borato 50 mM (pH 9.0) a una temperatura de 16°C, un voltaje de 20 kV,
un tiempo de inyecciéon de 5 s (a 50 mbar) y un ancho de banda de 35 nm (A 243
nm), permiti6 llevar a cabo la primera separacién de los enantiémeros de
colchicina por Cromatografia Electrocinética con una resolucién de 5.6 en 12 min.
En estas condiciones se constaté que el primer enantiomero en migrar fue S-
colchicina. Aunque se considera deseable que la impureza enantiomérica migre
en primer lugar, en este caso era previsible que este orden de migracién no
afectara a la determinaciéon de la impureza enantiomérica (R-colchicina) dada la
elevada resolucién obtenida, como asi se comprob6 con posterioridad en nuestro
grupo de investigaciéon cuando se desarroll6 una metodologia analitica para la
determinaciéon enantiomérica de colchicina en formulaciones farmacéuticas
basada en las condiciones optimizadas en este trabajo. El orden de migraciéon
observado para los enantiémeros de colchicina no se correspondia con el que
podia esperarse teniendo en cuenta los valores de las constantes aparentes de los
complejos formados por cada enantiomero y la ciclodextrina Succ-y-CD
calculadas por RMN, por lo que pudo concluirse que ademas de la estabilidad de
los complejos analito-selector quiral, la movilidad electroforética de los mismos
era determinante también en el caso de colchicina, de acuerdo con resultados

previos de nuestro grupo de investigacion para otros compuestos.

El capitulo IV recoge los resultados obtenidos en el desarrollo de una
metodologia analitica por Cromatografia Electrocinética para la separacion
enantiomérica simultdnea de siete farmacos de uso comun con distintas
actividades farmacolégicas y considerados contaminantes emergentes (duloxetina

(antidepresivo), terbutalina (broncodilatador), econazol (antifangico), propranolol
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(antihipertensivo), verapamil (antihipertensivo, angina de pecho, arritmia, dolor
de cabeza, vasodilatador), metoprolol (antihipertensivo, infarto agudo de
miocardio) y betaxolol (antihipertensivo)) y su determinacién en muestras de
agua previa preconcentracion por SPE utilizando como sorbentes tres
organosilices mesoporosas periddicas novedosas sintetizadas (con ligandos

neutros) y caracterizadas en este trabajo.

Con el fin de desarrollar la metodologia analitica para la separacion
enantiomérica simultanea de los siete fdrmacos por Cromatografia Electrocinética
con ciclodextrinas como selectores quirales se ensayaron ocho ciclodextrinas de
forma individual (cuatro neutras y cuatro aniénicas) como selectores quirales a
una concentracion del 2 % (w/v) en tampoén fosfato 25 mM a pH 3.0. Entre ellas,
solo la ciclodextrina aniénica S-B-CD permitié obtener una enantioselectividad y
enantioresoluciéon adecuadas para los siete fdrmacos estudiados dando lugar a la
separacion simultdnea de los 14 enantidmeros en 16 min con resoluciones
comprendidas entre 2.4 y 8.5 para todos los compuestos y LODs instrumentales

de0.4a15mg/L.

Ademads, se sintetizaron tres organosilices mesoporosas periédicas
utilizando ligandos neutros, dos de ellas sintetizadas por primera vez en este
trabajo de investigaciéon (PMO-TMSEB-1 y PMO-TMSEB-2) basadas en el ligando
neutro 1,4-bis(trimetoxisililetil)benceno (TMSEB), y una tercera (PMO-TESB-1)
que habia sido escasamente utilizada con anterioridad, y para cuya sintesis se
utiliz6 el ligando neutro 1,4-bis(trietoxisilil)benceno (TESB). De las dos
organosilices sintetizadas con TMSEB, para una de ellas se utilizé una fuente
adicional de silice (tetraetilortosilicato) (PMO-TMSEB-2). Las tres organosilices
mesoporosas sintetizadas se caracterizaron mediante la realizacién de isotermas

de adsorcion-desorcion de N, andlisis elemental, SEM y FTIR. En el caso del

iv
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material PMO-TESB-1 se llevé también a cabo un estudio XRD en polvo y RMN.
Asimismo, las tres se evaluaron como sorbentes para la extraccion y
preconcentracion de los siete farmacos en aguas por SPE utilizando 100 mg de
cada uno de los materiales. Los mejores resultados se obtuvieron para las
organosilices PMO-TESB-1 y PMO-TMSEB-1 ya que en el primer caso se
obtuvieron recuperaciones entre el 80 y 100 % para los enantiémeros de todos los
farmacos excepto en el caso de terbutalina (30 %) y en el segundo caso se
obtuvieron resultados similares para todos los compuestos excepto para
duloxetina (40 %). Estos resultados no mejoraron cuando se utilizé una cantidad
de 200 mg de sorbente. A pesar de que el material PMO-TMSEB-2 dio lugar a los
peores resultados, se investigé para los tres materiales el volumen maximo de
disolucién de los analitos que es posible pasar a través del sorbente (100 mg) sin
que se reduzcan de forma significativa las recuperaciones de los mismos. Los
mejores resultados se obtuvieron para el material PMO-TESB-1 cuando se pasaba
un volumen de 200 mL de disolucién dando lugar a un factor de preconcentracion
de 400 excepto para terbutalina que present6 una baja afinidad por este sorbente.
En estas condiciones, y una vez seleccionado el material PMO-TESB-1, se
investigo el efecto de la polaridad del disolvente de elucién y las condiciones de
elucion, sobre los porcentajes de recuperacion de los farmacos estudiados. La
utilizacion de 2 x 4 mL de metanol en el proceso de elucién dio lugar a los mejores
resultados para los seis farmacos (todos excepto terbutalina) con valores de
recuperacion en muestras de agua de rio y de depuradora entre 73.9 y 102.9 %
(excepto para econazol con valores de recuperacion entre 58.5 y 72.4 %) y limites
de quantificacién para el método comprendidos entre 5.6 y 21.9 pug/L para 12 de
los enantiémeros estudiados (todos excepto los dos enantiémeros de terbutalina)

poniendo de manifiesto el potencial de la organosilice mesoporosa PMO-TESB-1



Resumen

para la preconcentracion de los farmacos estudiados en muestras de agua por

SPE.

En el capitulo V de esta memoria se muestran los resultados obtenidos en
el desarrollo de una metodologia analitica que permite la separacién simultanea
de los enantiémeros de seis herbicidas fenoxidcidos (fenoprop, mecoprop,
dicloroprop, 4-CPPA, 3-CPPA y 2-PPA) por Cromatografia Electrocinética
utilizando ciclodextrinas como selectores quirales, asi como su determinaciéon en
muestras de agua previa preconcentracion de dichos compuestos por SPE
utilizando como sorbentes dos nuevas organosilices mesoporosas sintetizadas

(con ligandos catiénicos) y caracterizadas en este trabajo.

Para llevar a cabo la separacion enantiomérica simultdnea de los seis
herbicidas fenoxidcidos estudiados en este trabajo por Cromatografia
Electrocinética, se realiz6 un screening inicial utilizando seis ciclodextrinas
neutras como selectores quirales a una concentracion 15 mM y a pH acido con el
fin de que los herbicidas fenoxiacidos tuvieran carga positiva (tampoén formiato
50 mM a pH 5.0). De las seis ciclodextrinas ensayadas, fueron p-CD, HP-B-CD y
TM-B-CD las que dieron lugar a los mejores resultados si bien con ninguna de
ellas se consigui6 separar cada uno de los compuestos en sus enantiémeros. Por
ello, se utilizaron como selectores quirales en EKC mezclas duales de esas tres
ciclodextrinas, siendo el sistema constituido por HP-B-CD+TM-3-CD el que dio
lugar a la separacién enantiomérica simultdnea de cinco de los seis herbicidas
fenoxidcidos. El estudio del efecto de la concentracion de las ciclodextrinas (10, 15
y 20 mM de cada una) y del empleo de un tampoén fosfato 50 mM a pH 7.0 puso
de manifiesto que una mezcla 10 mM en HP-B-CD y 20 mM en TM-3-CD en este
medio permitia separar simultdneamente los 12 enantiémeros de los fenoxiacidos

estudiados con valores de resolucion comprendidos entre 0.6 y 1.7 en 11 min. Se

vi



Resumen

investigd el efecto de la temperatura y se comprobé que a a 15°C era posible
aumentar la resoluciéon enantiomérica de los compuestos (entre 0.9 y 2.4) aunque
en un tiempo algo mayor (16 min). Finalmente, la reduccién de la concentracion
de HP-B-CD en la mezcla dual a 7 mM permitié6 incrementar la resolucién
enantiomérica de fenoprop que era la mas baja con resoluciones enantioméricas
para todos los compuestos comprendidas entre 1.1 y 29 en 16 min. Un
incremento en el valor del potencial a 25 kV permitié reducir el tiempo de analisis
a 11 min con resoluciones enantioméricas de 2.7 para mecoprop, de 2.0 para
dicloroprop, de 1.7 para 4-CPPA, de 1.6 para 2-CPPA y de 1.2 para fenoprop y 3-
CPPA, con LODs instrumentales entre 0.7 y 1.5 mg/L, si bien en estas condiciones
se observé una co-elucién entre el enantiomero del mecoprop que eluye en

segundo lugar y el enantiémero del dicloroprop que eluye en primer lugar.

Una vez llevada a cabo la separaciéon enantiomérica simultanea de los 12
enantiomeros de los herbicidas fenoxidcidos estudiados en este trabajo, se
sintetizaron y caracterizaron dos nuevas organosilices mesoporosas periddicas
con ligandos catiéonicos con el fin de utilizarlas como sorbentes para la
preconcentracion por SPE de dichos compuestos. Los ligandos utilizados para la
sintesis de estos materiales fueron cloruro de
(estirilmetil)bis(trietoxisililpropil)amonio (STPA) y bis(3-trietoxisililpropil)amina
(TEPA) que dieron lugar a la obtencion de materiales (PMO-STPA y PMO-TEPA)
que permiten trabajar en el modo mixto fase reversa/intercambio aniénico fuerte
o intercambio aniénico fuerte, respectivamente. Las dos organosilices
mesoporosas sintetizadas en este trabajo se caracterizaron mediante la realizacion
de isotermas de adsorcion-desorcion de N, analisis elemental, SEM, TEM, FTIR,
TGA, y en el caso del material PMO-STPA se llevé a cabo también su
caracterizacion adicional por RMN de sélidos de 3C y de #Si. Asimismo, estos

dos nuevos materiales se evaluaron como sorbentes para la extracciéon y
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preconcentracion de los seis herbicidas fenoxiacidos en aguas por SPE utilizando
cantidades iniciales de los mismos de 100 y 200 mg y distintos valores de pH del
disolvente de elucién (2 x 4 mL de metanol a pH 5.6 o0 1.8) cuando se hacian pasar
volimenes de 100 mL de una disolucién acuosa standard de los compuestos
estudiados a pH 6.3. Dado que las mejores recuperaciones se obtuvieron para
PMO-STPA, se investigé el maximo volumen de disoluciéon que era posible pasar
por este sorbente (100 mg) sin que tuvieran lugar descensos apreciables de las
recuperaciones de los analitos. Las recuperaciones mas altas (entre 78.3 y 107.5 %
para muestras de agua de rio y de depuradora enriquecidas con los herbicidas
fenoxiacidos) se obtuvieron para un volumen de 750 mL de muestra por lo que
este material permiti6é obtener un factor de preconcentracién de 1500, con LODs y
LOQs del método obtenidos para las mismas muestras entre 0.1 y 4.3 nug/L y
entre 0.4 y 14.3 png/L, respectivamente.

En el capitulo VI de esta memoria, se ha optimizado un método analitico
por Cromatografia Electrocinética con la ciclodextrina aniénica S-f-CD como
selector quiral, para la separaciéon simultdnea rapida (7.5 min) de los
enantiomeros de duloxetina y econazol. Ademads, el método ha permitido obtener
resoluciones enantioméricas elevadas para ambos farmacos (7.9 para duloxetina y
6.5 para econazol). La metodologia optimizada se ha aplicado a la evaluacién de
la estabilidad de los dos farmacos y de sus mezclas mediante la cuantificacién
individual de sus enantiémeros en muestras abidticas y biéticas, en este Gltimo
caso utilizando dos organismos: la planta acudtica Spirodela polyrhiza y el
microcrustdceo de agua dulce Daphnia magna. Para ello, se determiné la
disminucién de la concentracion de los farmacos en las condiciones mencionadas
a diferentes tiempos de incubacién (hasta 72 h) estableciéndose los perfiles de
estabilidad de mezclas de duloxetina y econazol, por primera vez, en condiciones

bidticas y abidticas. Asimismo, con el fin de establecer el impacto de la presencia
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de duloxetina y econazol en muestras ambientales sobre organismos no diana, se
determind la toxicidad de estos dos farmacos y de sus mezclas llevando a cabo su
cuantificacion por la metodologia desarrollada en condiciones de ecotoxicidad
utilizando los dos organismos mencionados (Spirodela polyrhiza y Daphnia magna).
La determinacion de los valores de EC50 y los indices de combinacién han
permitido establecer, por primera vez, la elevada toxicidad de las mezclas de
duloxetina y econazol para ambos organismos. En todos los casos se utilizaron las
concentraciones reales determinadas para los farmacos con el fin de evaluar la
estabilidad y calcular todos los parametros de toxicidad, y no las concentraciones
nominales que son las empleadas en la mayoria de los articulos con objetivos

similares a los planteados en este trabajo.
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Abreviaturas, acrénimos y simbolos

Abreviaturas y acronimos

2-PPA
3-CPPA
4-CPPA
ACN
Ac-p-CD
ANDA

APCI

API

BGE
BSA
CD

CD-EKC

CE

CE-a-CD
CE-B-CD
CE-y-CD

CEC

CI
CM-a-CD

Acido 2-fenoxipropiénico

Acido 2-(3-clorofenoxi)propiénico

Acido 2-(4-clorofenoxi)propiénico

Acetonitrilo

Acetil-B-CD

Acido 7-amino-1,3-naftalendisulfénico

Ionizacioén quimica a presion atmosférica (Atmospheric
Pressure Chemical Ionization)

Ionizacion a presion atmosférica (Atmospheric Pressure

lonization)

Disolucion electrolitica (Background Electrolyte)
Albtimina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)
Ciclodextrina

Cromatografia electrocinética con ciclodextrinas

(Cyclodextrin Electrokinetic Chromatography)

Electroforesis capilar (Capillary Electrophoresis)
Carboxietil-a-CD

Carboxietil-p-CD

Carboxietil-y-CD

Electrocromatografia capilar (Capillary
Electrochromatography)

Indice de combinacién (Combination Index)

Carboximetil-a-CD
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CM-p-CD
CM-y-CD

CTAB

d.e.
d.i.
DO
DAD

DLLME

DMSO
DMSO-ds
DM-B-CD
DS

DTA

EA

EC50

EDS

EKC

EME

Carboximetil-p-CD
Carboximetil-y-CD

Bromuro de cetiltrimetilamonio (Cetyltrimethylammonium

Bromide)

Diametro externo

Diametro interno

Agua deuterada

Detector de diodos en serie (Diode Array Detector)
Microextraccién liquido-liquido dispersiva (Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction)

Dimetilsulféxido

Dimetilsulféxido deuterado
Heptakis(2,6-di-O-metil)-3-CD

Grado de sustitucion (Degree of Substitution)

Anélisis térmico diferencial (Differential Thermal Analysis)
Andlisis elemental (Elemental Analysis)

Concentracién que afecta al 50% de los organismos

(Effective Concentration 50)

Espectrometria de energia dispersiva (Energy-Dispersive

Spectrometry)

Cromatografia electrocinética (Electrokinetic

Chromatography)

Extraccién por electromembrana (Electromembrane

extraction)



Abreviaturas, acrénimos y simbolos

EMO

EOF
ESI
EtOAc
EtOH

FTIR

GC
GC-GC
H,DCFDA
H;BO;

H;PO,

HCI
HCOOH
HDAM-B-CD
HDAS-B-CD
HDMS-B-CD
HP-B-B-CD
HP-a-CD
HP-B-CD
HP-y-CD

HPLC

Orden de migracién enantiomérico (Enantiomer Migration
Order)

Flujo electroosmoético (Electroosmotic Flow)
Ionizacién por electrospray (Electrospray lonization)
Acetato de etilo

Etanol

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(Fourier-transform Infrared Spectroscopy)
Cromatografia de gases (Gas Chromatography)

Cromatografia de gases en dos dimensiones
Diacetato de 2°-7"-diclorofluoresceina
Acido bérico

Acido fosférico

Acido clorhidrico

Acido férmico
Heptakis-(6-deoxi-6-amino)-3-CD
Heptakis-(2,3-di-O-acetil-6-O-sulfo)-p-CD
Heptakis-(2,3-di-O-metil-6-O-sulfo)-B-CD
Hidroxipropilbuten-3-CD
2-Hidroxipropil-a-CD
2-Hidroxipropil-p-CD
2-Hidroxipropil-y-CD

Cromatografia liquida de alta eficacia (High Performance

Liquid Chromatography)



Abreviaturas, acrénimos y simbolos

ICH

IT

IUPAC

LC-LC

LIF

LLE
LOD
LOQ

LPME

MCE

MeOH

MISPE

MS
M-a-CD
M-B-CD
M-y-CD
NAC

Conferencia internacional de armonizacién (International

Conference on Harmonisation)

Trampa idénica (lon Trap)

Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(International Union of Pure and Applied Chemistry)
Cromatografia liquida (Liquid Chromatography) en dos

dimensiones

Detector de fluorescencia inducida por laser (Laser Induced
Fluorescence Detector)

Extracciéon liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction)
Limite de deteccion (Limit of Detection)

Limite de cuantificacién (Limit of Quantitation)

Microextraccion en fase liquida (Liquid Phase

Microextraction)

Electroforesis capilar en microchip (Microchip Capillary
Electrophoresis)

Metanol

Extraccién en fase sélida con impresién molecular
(Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction)
Espectrometria de masas (Mass Spectrometry)
Metil-a-CD

Metil-3-CD

Metil-y-CD

N-acetil-L-cisteina
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Electroforesis capilar no acuosa (Non-Aqueous Capillary

NACE
Electrophoresis)

NP Polaridad normal (Normal Polarity)

OECD Organizacion para la cooperacion y desarrollo econémico
(Organisation for Economic Co-operation and Development)

OPA O-ftaldialdehido

P123® Pluronic 123 (Poli(etilenglicol))

PLE Extraccién mediante liquidos presurizados (Pressurized
Liquid Extraction)

PMO Organosilices periédicas mesoporosas (Periodic Mesoporous
Organosilica)

P-a-CD a-CD fosfatada

P-3-CD B-CD fosfatada

P-y-CD y-CD fosfatada

Q Cuadrupolo (Quadrupole)

QQQ Triple cuadrupolo

QA-3-CD (2-hidroxi-3-N,N,N-trimetilamino)propil-3-CD

QA-y-CD (2-hidroxi-3-N,N,N-trimetilamino)propil-y-CD

RMN Resonancia magnética nuclear

RP Polaridad inversa (Reversed Polarity)

S-a-CD a-CD sulfatada

S-p-CD B-CD sulfatada

S-y-CD y-CD sulfatada

SB-p-CD Sulfobutil-p-CD
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SC
SDS

SEM

SFC

SFC-SFC
SPE
SPME
STPA
Suc-a-CD
Suc-p-CD
Suc-y-CD
TA-B-CD

TEM

TEOS
TEPA
TESB
TGA
TLC
TMSEB
TM-B-CD
ToF

uv

Colato sédico (Sodium Cholate)

Dodecil sulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulfate)
Microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron
Microscopy)

Cromatografia de fluidos supercriticos (Supercritical Fluid
Chromatography)

Cromatografia de fluidos supercriticos en dos dimensiones
Extracciéon en fase sélida (Solid-phase Extraction)
Microextraccion en fase sélida (Solid-phase Microextraction)
(Estirilmetil)bis(trietoxisililpropil)amonio

Succinil-a-CD

Succinil-3-CD

Succinil-y-CD

Triacetil-p-CD

Microscopia electrénica de transmision (Transmission

Electron Microscopy)

Tetraetilortosilicato

Bis(3-trietoxisililpropil)amina
1,4-bis(trietoxisilil)benceno

Analisis termogravimétrico (Thermogravimetric Analysis)
Cromatografia en capa fina (Thin-layer Chromatography)
1,4-bis(trimetoxisililetil)benceno

Heptakis 2,3,6-tri-o-metil-3-CD

Tiempo de vuelo (Time of Flight)

Ultravioleta

\
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UV-Vis Ultravioleta-Visible

XRD Difraccién de rayos X (X-Ray Diffraction)

Simbolos

a Ordenada en el origen

Ac Area corregida

Ar Area corregida para cada enantiémero tras el proceso de
SPE

Ar Area corregida para cada enantiomero con recuperaciéon

del 100% tras el proceso de SPE

b Pendiente de la recta de calibrado

D Concentracion de toxico que afecta a una fraccion de la
poblacién

Dm Concentracion media efectiva de toxico

fa Fraccién de poblacion de un organismo

Rs Resolucion

Sa Desviacion estandar de la ordenada en el origen

S/N Sefial/Ruido

t Tiempo de migracién

Wi Anchura de pico a la mitad de su altura

u Movilidad electroforética
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CAPITULO1

INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS






Introduccion general y objetivos

I.1 Interés del analisis quiral

La asimetria es una propiedad fundamental del universo [1], que abarca
desde todo el cosmos hasta la méds pequefia y simple molécula organica. “Es Ia
asimetria lo que crea el fenomeno. Cuando ciertos efectos desvelan una cierta asimetria, se
deben investigar las causas de ésta”, frase atribuida a Pierre Curie sobre la quiralidad
de la vida [2]. Este concepto es uno de los més importantes en la naturaleza y en
la quimica organica, pues sistemas biol6gicos complejos ven condicionada su
actividad en funcién de él. Asi, la quiralidad constituye una propiedad
intrinsecamente relacionada con el desarrollo de los seres vivos, y tanto
metabolitos primarios (aminoacidos, azucares) como metabolitos secundarios
producidos por plantas y microorganismos, son compuestos quirales que se
presentan enantioméricamente puros. Esta estereoespecificidad de un compuesto
quiral en un sistema bioldgico tiende a producir una serie de reacciones en el
organismo que pueden tener diferentes consecuencias en funcién del isémero

administrado, como veremos a continuacion.

Las moléculas que poseen los mismos atomos y conectividad, pero
difieren en la orientacion tridimensional, se denominan esteroisémeros e incluyen
tanto a los enantiomeros como a los diastereoisémeros, considerandose a los
primeros como aquellos isémeros que son imdagenes especulares no
superponibles, como son nuestras manos [3]; de hecho, el término quiralidad
viene de chiros, que en griego significa mano. Esta caracteristica no la cumplen los
diasteroisomeros [4]. Para un compuesto que posee N centros asimétricos o
estereogénicos, es decir, N atomos con diferentes sustituyentes, como puede darse
en los atomos de carbono, nitrégeno, azufre, y fésforo [5], existen 2N
esteroisomeros [4]. Existe una nomenclatura especifica para denominar a los

esteroisdmeros, como es el sistema D/L para biomoléculas con un tinico centro
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quiral, o el sistema elaborado por Cahn-Ingold-Prelog con los estereodescriptores

R/S para el resto de moléculas con uno o mas centros quirales [3].

Los enantiémeros de un mismo compuesto quiral poseen las mismas
propiedades fisico-quimicas, pero no interaccionan del mismo modo en un
entorno quiral. Por ello, pueden tener diferente actividad biolégica ya que poseen
estereoespecificidad frente a determinados receptores y sitios activos [6]. Ello se
explica mediante el “modelo de anclaje a 3 puntos” [7], segin el cual dos
enantiomeros reaccionan de diferente modo para un mismo receptor quiral como
los existentes en la superficie celular, tal y como se representa en la Figura I.1. Es
mas, las interacciones entre moléculas biolégicamente activas y receptores de
proteinas o enzimas suelen mostrar una alta o completa estereoselectividad, por

lo que la afinidad entre ambas partes resultara en diferente actividad bioldgica.

‘C ".‘\\\{.

.

Figura I.1. Modelo enantiomérico de anclaje a tres puntos. Reproducida con el permiso de

[7].
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El impacto de la quiralidad es muy grande en diferentes campos como el
farmacéutico [8], clinico, alimentario, medioambiental o forense, entre otros [9,
10]. Ello se debe a la diferente actividad biolégica que pueden tener los dos

enantiomeros de un compuesto quiral.

En lo que respecta al campo farmacéutico, hoy en dia, mas del 60 % de los
farmacos comercializados son quirales [11], y en estos casos, uno de los
enantiomeros puede tener la actividad deseada mientras que para el otro se

pueden dar distintas situaciones:

*  Que no presente actividad, como es el caso del ibuprofeno (cuyo enantiémero
R es inactivo y tiende a convertirse en el activo por accién enzimatica) [12], el

propranolol [13] o el betaxolol [13].

* Que posea exactamente la misma actividad, como es el caso del sotalol, cuyos

dos enantiémeros poseen propiedades antiarritmicas [14].

* Que posea actividad, pero de menor intensidad, como es el caso de la
ketamina, para el que el enantidmero R presenta una menor potencia
anestésica [15] o la colchicina cuyo enantiémero R posee una menor actividad
antiurémica [16]. En este caso, al mas activo se le denomina eutémero [17],

mientras que al menos activo distémero [18].

*  Que posea actividad totalmente diferente, como es el caso de fluoxetina, cuyo
enantiomero R resulta ser eficaz contra la ansiedad y disfuncién sexual,
mientras que el S es ttil contra las migrafias [10], o el caso de levometorfano

(analgésico opioide) y de dextrometorfano (antitusigeno) [19].

* Que presente toxicidad, como es el caso de la penicilamina, cuyo enantiémero

R resulta ser neurotéxico [15], la bupivacaina, un anestésico administrado
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como racémico y cuyo enantiomero R posee cierta toxicidad cardiaca y
cerebral [20], o la talidomida cuyo enantiémero S resulté ser un agente
teratogénico muy potente que produjo en los afios 60 del siglo pasado
consecuencias muy graves para los fetos al ser pautado el racemato a las

mujeres embarazadas para tratar las nduseas y mareos [15].

Todo ello ha motivado que cuando un fdrmaco se comercialice como
racemato sean necesarios estudios farmacolégicos y toxicolégicos de cada
enantiomero por separado. También en muchos casos se han comercializado
farmacos enantioméricamente puros para evitar los inconvenientes del
enantiémero cuya actividad es distinta a la deseada. De esta forma, no se expone
al organismo a la accién de un enantiémero que podria ser no activo o incluso ser
perjudicial para el organismo [21]. Solo en aquellos casos en los que los dos
enantiomeros poseen actividades biolégicas complementarias debe resultar
interesante la utilizaciéon de farmacos racémicos. De hecho, incluso cuando las
caracteristicas de ambos enantiémeros se han establecido con seguridad, sigue
teniendo méas ventajas utilizar enantiomeros puros lo que se ha traducido en un

incremento de farmacos comercializados enantioméricamente puros [22].

El desarrollo de farmacos como enantiémeros puros ha hecho necesario
disponer de procedimientos de sintesis asimétrica en los cuales se obtiene uno de
los enantiémeros con alta pureza [10]. Ello se encuadra dentro de las lineas de
investigacion que se centran en el estudio de catalizadores adecuados y
procedimientos de sintesis que permitan introducir el centro estereogénico
especifico deseado [23] y obtener elevados enriquecimientos enantioméricos. Otra
opcién para obtener enantiémeros puros es llevar a cabo la sintesis del compuesto
racémico mediante una sintesis convencional y a continuacién utilizar técnicas de

separacion preparativas para obtener uno de los enantiémeros purificado al
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separarlo del otro. En ambos casos, se hace necesario el desarrollo de
metodologias analiticas estereoselectivas sensibles que permitan la determinacién
individual de los estereoisémeros proporcionando las herramientas necesarias
para evaluar la efectividad de los procesos de sintesis asimétrica en el primer caso
y de separacion estereoselectiva en el segundo. En todo caso, la determinacién de
la pureza enantiomérica es necesaria tanto en materias primas como en producto
terminado. De hecho, el enantiémero que no debe estar presente en un farmaco
enantidmericamente puro se considera una impureza enantiomérica y no debe
superar el 0.1 % en el farmaco de acuerdo con la normativa ICH (International

Conference of Harmonization) [24].

El sector clinico también ha sido otro campo en el que el analisis quiral ha
resultado tener gran relevancia debido a la posibilidad de estudiar si un
determinado enantiémero posee relaciéon con ciertas enfermedades, ya que los
sistemas biologicos basan su funcionalidad en la accién de enantiémeros
especificos. En efecto, se han propuesto enantiémeros puros de compuestos
quirales como biomarcadores de enfermedades al haber sido relacionados con
determinadas patologias. Como ejemplos se puede citar que: i) las hormonas y
neurotransmisores relacionados con el sistema nervioso auténomo se encuentran
en sus formas enantioméricas puras (L-dopamina, L-tirosina y D-aldosterona)
[21]; ii) la determinacién enantiomérica de una serie de aminoacidos libres en
pacientes que se encuentran en diferentes etapas del desarrollo de Alzheimer ha
revelado que la variacién de la concentraciéon de los enantiémeros puros de estos
compuestos esta relacionada con el avance de la enfermedad encontrandose L-
Glu, L-Arg, L-Asp y L-Lys entre los potenciales biomacadores de mayor interés
[25, 26]. También en el caso de enfermedades del rifién, una serie de aminoacidos
de configuracion D, pese a encontrarse a nivel de trazas en el organismo,

resultaron ser efectivos biomarcadores al incrementarse sus concentraciones en la
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mayoria de pacientes (D-Ser, D-Ala, D-Pro y D-Asn) [27]; iii) El isémero D-chiro-
inositol resulté ser un biomarcador tutil para indicar evidencias del sindrome de
ovario poliquistico debido a la deficiencia de este compuesto en los tejidos de este

6rgano que posee una implicacién directa con alteraciones hormonales [28].

En el campo de la industria alimentaria el impacto de la quiralidad es
también de extrema importancia. De hecho, la adiciéon de D-aminoécidos a
suplementos alimenticios estd prohibida por la normativa legal [29] de modo que
Gnicamente se pueden utilizar L-aminoacidos [21], que son los isémeros
predominantes de forma natural en los sistemas biolégicos, con dichos fines [30].
Dado que la adicién de racematos es mucho més ventajosa econémicamente, es
necesario controlar estos alimentos para evitar fraudes no solo econémicos, sino
que también pueden presentar riesgos para la salud dada la distinta actividad
biolégica que pueden tener los D-enantiémeros. Por otra parte, los D-aminoécidos
pueden generarse en determinados procesados como la fermentacién que puede
originar la racemizacién del enantiémero L para dar lugar al D [31]. Ademas, los
D-aminoécidos también pueden aparecer por contaminacion microbiolégica. Por
todo ello, se exige un estricto control de calidad de los alimentos que, entre otros,
implica el analisis enantiomérico de compuestos quirales. Aunque el andlisis de
aminodcidos proteinogénicos (componentes principales de las proteinas y
péptidos) [31, 32] y no proteinogénicos en alimentos es de gran interés, y puede
aportar informacién muy relevante sobre la adulteracion o estado de
conservacion de los alimentos, existen otros compuestos quirales cuya
determinaciéon enantiomérica es necesaria como D-azucares [10], edulcorantes
como aspartamo [33] o saborizantes (derivados de lactonas o de hesperetinas)

[34].
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En lo que se refiere al campo del medioambiente, resaltar el caracter quiral
de muchos de los contaminantes presentes en las diferentes matrices. Asimismo,
el 30 % de los productos agroquimicos que se utilizan (pesticidas) son quirales
[35]. En el primer caso, destacar que para evaluar de forma correcta la toxicidad
de muestras ambientales, es necesario llevar a cabo una determinacion
enantiomérica de los contaminantes que se desea estudiar ya que la
determinacién de la cantidad total presente de dichos contaminantes no es ttil
debido a la diferente toxicidad que pueden tener los distintos estereoisémeros de
contaminantes quirales. En el caso de los agroquimicos, es importante concienciar
a la industria relacionada de que cuando solo uno de los estereoisémeros posee la
actividad deseada se deben comercializar formulaciones agroquimicas que
contengan el enantiémero puro. Aunque en algunos casos esto es asi (metamifop
[36], y mecoprop, dicloroprop y uniconazol, entre otros [37]), ain se hace
necesario que existan normativas legales a nivel mundial que prohiban el empleo
de racematos, como asi se establece en las normativas de algunos paises europeos
como Holanda, Suecia y Dinamarca, que han decretado que solo debe usarse el
enantiémero activo en las formulaciones de herbicidas fenoxiacidos revocando los
registros de estos herbicidas racémicos y aprobando registros de productos
enantioméricamente puros [38]. En efecto, el uso de agroquimicos racémicos
puede producir un perjuicio tan enorme como innecesario ya que si uno de los
dos enantiémeros no es activo (como es el caso de los herbicidas fenoxiacidos, por
ejemplo [35]), se esta afiadiendo al medioambiente el doble de la cantidad
necesaria del compuesto quiral para obtener el mismo efecto herbicida, insecticida
etc. La producciéon de formulaciones agroquimicas enantioméricamente puras
implica la necesidad de disponer de métodos adecuados para el control de
calidad de las mismas lo cual requiere la determinacién individual de los

enantiémeros.
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Destacar ademads que, dependiendo del tipo de pesticida, el isémero activo
puede ser el R (como en el caso de los herbicidas fenoxiacidos) o el S (para

acetanilidas y derivados de feniléteres) [35].

Todo lo mencionado anteriormente pone de manifiesto el enorme interés
que tiene en la actualidad el desarrollar metodologias analiticas quirales que
permitan la determinacién individual de los enantiémeros de compuestos de
interés en los campos farmacéutico, clinico, alimentario 0
medioambiental /agroquimico, entre otros. Para conseguir este objetivo, es
necesario utilizar técnicas de separacion por lo que a continuacion se describirdn
brevemente las caracteristicas de las principales técnicas basadas en principios

cromatograficos y electroforéticos utilizadas con este fin.

I.2 Técnicas de separacion cromatograficas y electroforéticas para analisis quiral

Las técnicas de separacion basadas en principios cromatograficos y
electroforéticos que mas se han utilizado para anélisis quiral han sido la
Cromatografia en Capa Fina (TLC), la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC), la Cromatografia de Gases (GC), la Cromatografia de Fluidos
Supercriticos (SFC) y la Electroforesis Capilar (CE).

Como se observa en la Figura 1.2, la técnica méas empleada ha sido HPLC
seguida de CE y GC mientras que las técnicas menos empleadas han sido SFC y

TLC.
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mCE

m HPLC
GC

m SFC
TLC

Figura 1.2. Grafico que representa el niimero de articulos publicados en relacién a
la separacién enantiomérica de compuestos quirales por las distintas técnicas de
separacion cromatograficas y electroforéticas mas empleadas. Datos obtenidos de

SciFinder Scholar a fecha de octubre de 2018.

Asimismo, la Figura 1.3 representa el nimero de publicaciones cientificas
aparecidas por década desde 1980 hasta la actualidad y en las que se han llevado
a cabo separaciones quirales utilizando las técnicas de separaciéon mencionadas.
Teniendo en cuenta que la ultima década no estd completa, se observa que el
namero de publicaciones relacionadas con el analisis quiral ha ido aumentando
considerablemente a lo largo de los afios siendo HPLC la técnica maés utilizada
para llevar a cabo separaciones enantioméricas seguida de CE a partir de los afios
90, momento en que esta técnica irrumpe en el ambito cientifico de las
separaciones consoliddndose en los afios siguientes. Puede observarse también
que, aunque en la década de los 80 se utiliza HPLC en extension similar a la GC,
esta tltima técnica ha sufrido un estancamiento en las dos tltimas décadas en lo
que se refiere al analisis quiral, probablemente debido al desarrollo de las técnicas

en fase liquida como HPLC y CE en dicho periodo. Las técnicas menos empleadas
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para andlisis quiral han sido TLC y SFC, si bien esta tltima se implementa con

mayor extension que TLC en las dos tltimas décadas.

3500
3000
2500
2000 TLC
1500 mSFC
1000
500 nGC
0 m HPLC
mCE

Figura 1.3. Ntumero de publicaciones aparecidas por década desde 1980 empleando las
diferentes técnicas de separacion cromatograficas y electroforéticas para el andlisis quiral.

Datos obtenidos de Scifinder Scholar a fecha de octubre de 2018.

Existen dos modos de trabajo posibles para llevar a cabo una separaciéon

enantiomérica [39, 40]:

Modo indirecto: Consiste en realizar la derivatizaciéon de los compuestos
quirales con otro reactivo quiral auxiliar con el fin de formar los
correspondientes diastereoisémeros [41] y separarlos con una columna
cromatografica no quiral. Como ventaja de este modo, mencionar la
posibilidad de reducir los limites de deteccion de los diastereémeros

utilizando deteccion de fluorescencia cuando el reactivo quiral es fluorescente

12
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[40]. Como inconveniente citar la necesidad de que el agente derivatizante
tenga una muy alta pureza enantiomérica para no dar lugar a interferencias
[40]. Asimismo, la etapa de derivatizaciéon de los analitos incrementa el

tiempo de analisis.

* Modo directo: Consiste en utilizar una fase quiral que da lugar a un
intermedio diastereomérico transitorio con los compuestos quirales en cuya
formacién intervienen factores cinéticos y termodindmicos [41], y que hace
posible la elucién de los enantiémeros a diferentes tiempos. La fase quiral
puede estar anclada a una fase estacionaria inmoévil o puede ser un selector
quiral afiadido al medio de separacién. Por tanto, en este modo tiene lugar
una separaciéon enantiomérica basada en un principio cromatogréfico y/o
electroforético. Este modo tiene la ventaja de que existe una gran variedad de
columnas cromatogréficas y selectores quirales lo que permite evitar la etapa
de derivatizacion necesaria en el modo indirecto para la obtencién de los

diasteroisémeros.

Las fases estacionarias quirales mas frecuentemente empleadas en las
técnicas cromatograficas se basan en el anclaje de determinadas moléculas con
diferentes grupos funcionales sobre soportes aquirales como gel de silice o
polimeros organicos y se encuentran empaquetadas en la columna o unidas a su
pared interna [42]. El mecanismo de separacién consiste en el reconocimiento
enantiomérico en los diferentes canales/cavidades de la fase estacionaria donde
los enantiomeros quedan estereoespecificamente atrapados interviniendo
importantes interacciones tipo puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo, m-m, m-
acidas, m-basicas y Van der Waals [43]. Entre las moléculas quirales mas comunes

para funcionalizar estas columnas se encuentran:

13
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Polisacaridos: Estan constituidos por moléculas nativas de celulosa o amilosa
[43], con diferente estructura helicoidal, y comercializadas con el nombre
Chiralcel o Chiralpak, respectivamente, junto con otros sufijos en funcion de
los derivados funcionalizados empleados. Otras fases de este tipo son las
dextrinas helicoidales y dextranos para compuestos iénicos, y heparina y

sulfato de condroitina tanto para analitos neutros como iénicos [44].

Ciclodextrinas (CDs) y derivados: Las CDs son oligosacaridos ciclicos, con
forma de cono truncado, formados por unidades de glucopiranosa (6 para las
a-CDs, 7 para las 3-CDs y 8 para las y-CDs) y en los cuales existen hasta 3
sustituyentes hidroxilos funcionalizables por unidad (en posicion C-2, C-3 y
C-6) (Figura 1.4). Los grupos polares se encuentran en la parte externa del
macrociclo mientras que la cavidad es hidréfoba [42]. Estas moléculas dan
lugar a la formacién de complejos entre los analitos (guest) y la cavidad (host)
mediante el mecanismo conocido como “host-guest” o de inclusién, jugando el
tamafio de la cavidad y del analito un papel importante en la interaccién
analito-CD [45]. No obstante, no es necesaria la total inclusiéon del
enantiomero en la cavidad del selector, ya que la interaccién analito-CD
puede verse incrementada en aquellos casos en los que el analito posea
grupos aromaticos o hidrofébicos, e incluso puede tener lugar una
interaccién intermolecular a través de la pared exterior mediante puentes de

hidrégeno con analitos polares [10].
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Figura I.4. Estructura quimica de una ciclodextrina. Reproducida con el permiso de [46].

*  Antibioticos macrociclicos: Son glicopéptidos que poseen multitud de grupos
funcionales que pueden interaccionar estereoselectivamente con los analitos
debido a interacciones iénicas, n-11, puentes de hidrégeno, complejacion por
inclusién [10]. Estos antibiéticos pueden ser clasificados en dos grupos [47]:
glicopéptidos como son la rifamicina B, rifamicina SV, vancomicina,
teicoplanina o ristocetina A [44, 48], y aminoglucésidos, como frademicina,
kanamicinas y estreptomicina [47]. Como inconvenientes de las fases
estacionarias basadas en antibiéticos macrociclicos, destacar la baja
estabilidad que presentan a altas temperaturas y condiciones muy acidas o
muy bésicas, ademas de su alta absorcion UV por debajo de 250 nm, dando

lugar a una disminucién de la sensibilidad de deteccion [49].

* Eteres corona: Pueden resolver enantioméricamente con gran eficacia gran

diversidad de compuestos quirales que poseen grupos amino primarios [50].
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Ligandos de intercambio: Suelen emplearse derivados de aminodcidos [51-54]
complejados con un i6n metalico (Cu?*), de modo que se formen complejos

ternarios diastereoméricos con los analitos.

Liquidos idnicos: Son sales que se encuentran en estado liquido a
temperatura ambiente, pertenecientes a una clase tnica de disolventes no
moleculares con punto de fusién por debajo de los 100°C [55]. Se han
empleado como fases estacionarias quirales [52, 55-62] que, en algunos casos,
se han bifuncionalizado al unir una CD a la fase estacionaria de liquido iénico

quiral [57].

Proteinas: Su carédcter anfétero les confiere gran utilidad para separar
quiralmente analitos neutros o iénicos, dados los mdltiples sitios de enlace
que poseen las proteinas en su superficie [47]. Entre las proteinas maés
empleadas para preparar fases estacionarias destacar la albimina sérica [42],

penicilina G-acilasa, anticuerpos y estreptavidina [47].

Las columnas cromatogréficas quirales suelen tener un alto coste

econémico [63], y ademas la selectividad y eficacia del selector quiral anclado a

las mismas con respecto a un grupo determinado de analitos puede ser

desconocida de antemano. Ello implica que deben realizarse pruebas de ensayo y

error con distintas columnas ya que no se conoce cudl de los selectores quirales

anclados a las mismas proporcionard la mejor separacion quiral, no habiendo

condiciones generales de separacion quiral validas para una amplia gama de

analitos. Estos inconvenientes constituyen uno de los motivos por los que las

separaciones quirales por CE utilizando selectores quirales en el medio de

separacion, tienen un enorme atractivo como se verd mas adelante y ademas, son

la base de muchas de las investigaciones que se llevan a cabo en la actualidad con
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el fin de poder avanzar en el conocimiento de las interacciones analito-selector
quiral para hacer posible la predicciéon del paso mas dificil y mas importante en

una separacion enantiomérica, la selecciéon del selector quiral [64].

La naturaleza del selector quiral ademas puede ser responsable del orden
de elucién/migracion de los enantiémeros (EMO), concepto de gran interés en
determinadas situaciones que se plantean en andlisis quiral como la
determinacién de impurezas enantioméricas. En este caso, es recomendable que la
impureza enantiomérica eluya/migre en primer lugar ya que, de lo contrario, su
pico podria co-eluir con el del enantiémero mayoritario dificultando su
determinaciéon. Ademas de la naturaleza del selector quiral, su concentracién
también puede dar lugar a una inversiéon del EMO [65-70]. El EMO depende de
las constantes de asociacion analito-selector quiral y de la movilidad

electroforética (u) del complejo [64].

Pero si la elecciéon de la columna/selector quiral adecuado es crucial en
una separacion enantiomérica, la sensibilidad de deteccién es otro aspecto de
extrema importancia en andlisis quiral ya que la determinacién de la impureza
enantiomérica en una materia prima o en una formulacién comercial requiere la
cuantificacion de una muy baja cantidad de uno de los enantiémeros en presencia
de una muy elevada cantidad del enantiomero mayoritario. Los sistemas de
detecciéon més empleados para andlisis quiral han sido aquellos utilizados en las
técnicas cromatograficas con columnas no quirales [71, 72] como son deteccién
Ultravioleta con deteccion de diosos en serie (UV-DAD), fluorescencia
convencional y fluorescencia inducida por laser (LIF), fosforescencia,
potenciometria, amperometria, conductimetria, Raman, Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) o Espectrometria de Masas (MS) incluyendo sistemas utilizados

en GC o SFC como Ionizacién de llama y otros. En muchos casos, es posible llevar
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a cabo también deteccién indirecta por disminucién de la sefial del analito o por
derivatizacién para formar un compuesto detectable por el sistema elegido [40].
En la actualidad, cada vez se utilizan mas los detectores de MS por la sensibilidad
que aportan [73] y la informacién estructural que proporcionan para los analitos
existiendo una amplia variedad de configuraciones [47, 73-75] para las distintas
necesidades con diferentes analizadores (Quadrupolo (Q), Trampa de Iones (IT),
Tiempo de vuelo (ToF), triple Quadruplo (QQQ), Orbitrap, etc.) y sistemas de
nebulizacion (Ionizacién por Electrospray (ESI), Ionizacién a Presiéon Atmosférica
(API), Ionizacion Quimica a Presiéon Atmosférica (APCI), etc.), si bien con
limitaciones en algunas técnicas como CE cuando se utilizan selectores quirales

no volatiles en el medio de separacion [73, 74].

Finalmente, existen detectores capaces de reconocer enantiémeros si bien

su empleo ha sido limitado. Algunos de ellos son los siguientes [76]:

* Los polarimetros, que miden el grado de rotacion de la luz polarizada cuando

esta atraviesa la muestra.

* Detectores de dispersién Optica rotatoria, basados en el mismo principio que

el anterior, pero a longitudes de onda menores.

¢ Detectores basados en dicroismo circular, que miden la diferencia de
absorcién de luz circularmente polarizada a izquierda y derecha cuando el
analito fluye a través de la celda del detector, siendo mas sensible que los dos

anteriores.

La necesidad de obtener metodologias sensibles para el analisis quiral
accesibles a muchos laboratorios y el elevado coste de algunos sistemas de
deteccion como MS, ha implicado la utilizacion de sistemas de deteccion

econémicos como los basados en detecciéon 6ptica combinados con técnicas de
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preparaciéon de muestra off-line u on-line para la pre-concentracién de los analitos

[71]. A este aspecto se prestara atencién en la parte final de este capitulo.

A continuacién, se comentardn brevemente algunas caracteristicas de las
técnicas de separaciéon cromatograficas quirales [52] y se pondra especial énfasis
en la técnica utilizada en este trabajo de investigacion y que ha sido la

Electroforesis Capilar.

I.2.1 Cromatografia en capa fina

Entre las diferentes formas de separacion quiral en TLC se encuentran las

siguientes:

* Empleo de fases estacionarias quirales constituidas por un selector quiral
unido a la placa cromatografica de silice, como pueden ser CDs,
biopolimeros, polisacaridos, etc., siendo necesaria una fase moévil aquiral para

eluir los isémeros.

* Placas cromatograficas impregnadas con el selector quiral, usindose también

una fase mévil aquiral para la elucion.

* Placas cromatogréficas aquirales con aditivos quirales en la fase mévil.

TLC constituye una metodologia cromatogréafica practica para la
separacion de racematos y el control de pureza enantiomérica [17] ya que ofrece
gran simplicidad, flexibilidad de trabajo y bajo coste. Sin embargo, los largos

tiempos de andlisis y las dificultades en la automatizacion de la detecciéon con
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distintos sistemas en especial aquellos que proporcionan informacién estructural,

justifica que haya sido escasamente empleada (ver Figura I.2).

I.2.2 Cromatografia liquida de alta resolucion

Como ya se ha comentado, esta técnica de separacién ha sido la mas
utilizada en andlisis quiral como muestra la Figura I.2. Aunque es posible llevar a
cabo separaciones quirales por HPLC afiadiendo un selector quiral a la fase moévil
(utilizando una columna no quiral), el método mas empleado ha sido la
utilizaciéon de columnas quirales. Existe una gran variedad de fases estacionarias
quirales utilizadas para llevar a cabo determinaciones enantioméricas por HPLC
[77, 78], tal y como se ha descrito anteriormente. El elevado coste de estas
columnas quirales constituye el principal inconveniente de HPLC en este campo,
en comparacion con otras técnicas que se describirdn mas adelante y que no

requieren el empleo de columnas quirales, como es la CE.

I.2.3 Cromatografia de gases

Al igual que para HPLC, como se ha puesto de manifiesto en este capitulo,
existe una gran variedad de fases estacionarias quirales para su empleo en la
separaciéon de enantiéomeros por GC. Aunque esta técnica se ha utilizado en
menor extensiéon que HPLC (ver Figura 1.2), y ha sido desplazada en parte, en los
altimos afios por CE (ver Figura 1.3), presenta una interesante
complementariedad con estas dos técnicas en algunas aplicaciones. Para evitar el
deterioro de las columnas quirales, se debe operar con temperaturas méaximas
comprendidas entre 200 y 250°C [52]. Finalmente, al igual que en HPLC, el

elevado coste de las columnas quirales para GC es uno de sus principales
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inconvenientes y también la imposibilidad de analizar compuestos no volatiles o
termolabiles, lo que limita su campo de aplicacién, constituyendo ello un motivo
que justifica el amplio nimero de aplicaciones desarrolladas por HPLC quiral, asi
como el impulso experimentado por CE en el campo de las separaciones

enantioméricas.

I.2.4 Cromatografia de fluidos supercriticos

A pesar de ocupar el cuarto puesto entre las técnicas de separacion quiral
(Figura 1.2), la utilizacién de SFC en el analisis de enantiémeros ha ido en
aumento en las ultimas décadas en contraposicion a lo observado para GC
(Figura I.3). Ello ha podido venir motivado por las interesantes caracteristicas de
los fluidos supercriticos, que poseen menor viscosidad que un liquido y mayor
coeficiente de difusién que un gas con las consiguientes ventajas sobre la facilidad
de controlar la densidad de la fase movil [79] respecto a HPLC, dando lugar en
muchos casos a mayores eficacias e incluso menores tiempos de analisis. Destacar
el interés del CO, dados sus pardmetros criticos, su bajo coste y reducida
toxicidad e impacto ambiental si bien para solutos polares se hace necesario
emplear un disolvente orgénico adicional de naturaleza polar [80]. También en
este caso, es posible utilizar una variedad de columnas quirales como las

mencionadas anteriormente en este capitulo.

Todas las técnicas de separacion quiral que se acaban de mencionar, se
han implementado en formato bidimensional, tanto TLC en dos dimensiones
como LC-LC, SFC-SFC o GC-GC. En estos ultimos casos, es posible acoplar dos
columnas con diferente selectividad quiral con el fin de potenciar la separaciéon de

enantiomeros de analitos con distintas caracteristicas en muestras complejas.
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I.2.5 Electroforesis capilar

Esta técnica se basa en la diferente movilidad de especies i6nicas presentes
en una disolucion electrolitica bajo la acciéon de un campo eléctrico aplicado en el
seno de un capilar [81]. La separacién se fundamenta en dos fenémenos fisico-
quimicos: la migracion electroforética y la electrodsmosis. La primera implica la
diferente movilidad electroforética de los iones de la muestra en el seno de una
disolucién conductora cuando se le somete a un campo eléctrico determinado. La
movilidad electroforética discrimina entre las diferentes sustancias en funcién de
su relacion carga/tamafio y hace que las sustancias cargadas tiendan a moverse
hacia el polo de signo contrario al de su carga, con mayor velocidad cuanto mayor
sea su carga y menor su tamafio. El otro fenémeno que interviene en la separacién
es la “electroosmosis”, que es independiente de las especies analizadas, y tiene
lugar en el interior de los capilares de silice. Se origina como consecuencia de la
ionizacion de los grupos silanoles de la silice (Si-OH), formandose grupos Si-O-y
este exceso de cargas negativas en la pared del capilar se neutraliza parcialmente
con los iones positivos de la disolucion electrolitica (BGE), que se organizan en el
interior del capilar formando una doble capa (capa Stern, fija, y capa difusa,
movil). Como consecuencia de ello, al aplicar el campo eléctrico, esta organizacion
de cargas positivas hace que el conjunto de la disolucién electrolitica se desplace
hacia el polo negativo (catodo) arrastrando las moléculas y especies que estén en
su interior, generando el denominado “flujo electroosmético” (EOF). Por tanto, la
movilidad de un determinado analito se debera a la resultante de la movilidad
electroforética y del EOF, cada uno de ellos con su signo. CE es ideal para llevar a
cabo la separaciéon de compuestos idnicos, aunque ciertos aditivos en el medio de
separacion, como las micelas, hacen posible que se puedan separar compuestos
neutros [82]. El principal éxito de esta técnica se basa en su gran flexibilidad, alta

eficiencia de pico y bajo consumo de reactivos y muestras [83].
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La instrumentacion basica empleada en CE se muestra esquematicamente
en la Figura I.5 y consta de una fuente de alto voltaje que aplica una diferencia de
potencial entre dos electrodos de platino, un amperimetro, un capilar
generalmente de silice fundida, recipientes para el medio de separaciéon y la
muestra, y un detector. Los sistemas comerciales incorporan ademas un sistema
para el control de temperatura en muestras y capilar, un muestreador automético
que permite la automatizacién de los andlisis, asi como el software necesario para
el tratamiento de datos. La separacion tiene lugar en el interior del capilar cuyo
didmetro interno suele variar entre 25 y 100 um, y cuyos extremos se sumergen en

el medio de separacion.

Para llevar a cabo el andlisis, el capilar se llena con un BGE, que consta al
menos de un tampoén que constituye el medio conductor de la corriente eléctrica y
al cual se pueden afiadir otro tipo de sustancias dependiendo del modo de
separacion en el que se trabaje. En el caso de una separaciéon enantiomérica se
afiadira un selector quiral [83]. A continuacién, se inyecta una pequefia cantidad
de muestra, empleando inyeccién hidrodinamica o electrocinética, simplemente
cambiando uno de los viales de BGE por el vial que contiene la muestra. Una vez
inyectada la muestra, se aplica un voltaje (hasta 30 kV) entre los extremos del
capilar. Existen dos modos de trabajo [83]: polaridad normal (NP) o polaridad

inversa (RP), segtn se aplique voltaje positivo o negativo.
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Electroferograma

Detector

Capilar

Electrodos

Medio de : \ Bledio fi,e
uestra = = separacion
bEpAracion Fuente de alto voltaje

Figura I.5. Esquema general de un equipo de Electroforesis Capilar.

Una vez llevada a cabo la separacién, los analitos se detectan en continuo
directamente en el capilar (deteccion on column) o al final del mismo (deteccién
end column). Los detectores UV-Vis son los que maés se utilizan por su simplicidad,
versatilidad, bajo coste relativo y caracteristicas no destructivas. Ademas, el
empleo de detectores de diodos en serie (DAD) permite obtener informacién
adicional como son la pureza de pico e informacién estructural. Otros sistemas de
deteccion empleados han sido LIF, deteccién electroquimica, conductimetria,

RMN, MS, etc. [44].

Es posible emplear diferentes modos de trabajo en el formato de la CE
para llevar a cabo una separacién quiral, como son Cromatografia Electrocinética
(EKC), Electrocromatografia Capilar (CEC) y Electroforesis Capilar No Acuosa

(NACE). La Figura 1.6 representa el nimero total de publicaciones aparecidas en
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la bibliografia relacionadas con el anélisis quiral por dichas técnicas. Destacar el
empleo de EKC con un 82 % de las publicaciones, seguida de CEC con un 17 % y
por altimo NACE con un 1 %.

m EKC
u CEC
u NACE

Figure 1.6. Numero de publicaciones relacionadas con el analisis quiral mediante los tres
principales modos de trabajo en el formato de la CE quiral. Datos obtenidos de Scifinder

Scholar a fecha de enero de 2019.

Cromatografia Electrocinética

EKC constituye un modo de trabajo de CE que combina principios de
separacion electroforéticos y cromatogréficos [84]. Asi, en EKC, ademds del
tampon de separacion empleado en CE, se afiade un componente denominado
“pseudofase” que origina la existencia de un fenémeno cromatografico. Al existir
dos fases, tiene lugar una distribucion del soluto entre ellas [85]. El fenémeno
electrocinético, que incluye tanto la electroforesis como la electro6smosis, provoca
el transporte de la pseudofase y de los analitos dentro del capilar. Los solutos que

no interaccionen con la pseudofase se moverdn con una movilidad debida
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exclusivamente al fendmeno electrocinético. En el caso de que la pseudofase sea
un selector quiral, EKC permite la separacion de los enantiémeros de compuestos

quirales.

La Figura 1.7 muestra diferentes situaciones que se pueden dar en EKC
con selectores quirales neutros y aniénicos dependiendo de la naturaleza iénica o
neutra del analito quiral y trabajando con polaridad directa o inversa. Como se
observa, en el caso de que el complejo formado no migre hacia el detector, hay
que considerar la opcién de generar un EOF elevado, de modo que la migracion

resultante permita la deteccion de los analitos.

En esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo separaciones enantioméricas
de compuestos de interés basadas en las situaciones esquematizadas en las

Figuras 1.7 e) f) y h).

La Figura 1.7 e) representa la separaciéon de analitos de caracter bésico
utilizando un selector quiral aniénico con polaridad inversa y un EOF bajo. En
esta situacion, los analitos con carga positiva que no interaccionen con el selector
quiral, migraran hacia el cdtodo y no podran detectarse, los que interaccionen
parcialmente con el selector quiral se desplazardn hacia el detector a una
velocidad inferior a la del selector quiral aniénico tanto més pequefia cuanto
menor sea su afinidad por el mismo. En el caso de un compuesto quiral cargado
positivamente cuyos enantidmeros interaccionan con el selector quiral de forma
enantioselectiva, experimentaran un reparto diferencial entre la fase acuosa y el
selector quiral originando dos picos a distintos tiempos de migracion, es decir,
estaran separados. La Figura 1.7 f) describe la separacién enantiomérica de un
analito quiral neutro en presencia de un selector quiral aniénico con polaridad
normal y EOF elevado. En este caso, la movilidad de los enantiémeros del analito

se debe al selector quiral en caso de que interaccionen con él y si esta interaccién
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es enantioselectiva tendré lugar su separacion y se podran detectar siempre que el

EOF sea suficientemente elevado.

Anodo Catodo

=0

Detector

Analito basico
Selector quiral neutro
EOF bajo

Polaridad normal

b Analito acido

Selector quiral neutro - @ \Kl
EOF alto K3
Polaridad normal _t"r
C Analito acido
Selector quiral neutro A— @ \Kl

EOF bajo K\
Polaridad inversa !

Analito basico

d Selector quiral ani6énico Ky@ -
EOF bajo n -
Polaridad normal ¢= 3 K,

Analito basico

e Selector quiral ani6énico }(1/@- »
EOF bajo s m
Polaridad inversa ¢= m K4

f Analito neutro
Selector quiral aniénico K,
FOF alo =z [Eor >
Polaridad normal @ :\ K

Analito neutro

8 Selector quiral aniénico K%Q
EOF bajo "
Polaridad inversa <= m K

h Analito acido
Selectores quirales neutros
EOF alto Q: >
Polaridad normal

« Analito basico

1 Selector quiral aniénico y neutro KI/@ »
EOF bajo - m
Polaridad inversa @ g K, t}r

m Selector quiral aniénico
c\ ‘:&" Selectores quirales neutros
P&

Analito

Movilidad
electroforética
del selector quiral

Movilidad
mm) electroforética
del analito

Figura L.7. Situaciones que se pueden dar en EKC con selectores quirales neutros y

aniénicos dependiendo de la naturaleza iénica o neutra del analito quiral y segtin se

trabaje con polaridad directa o inversa. Reproducida con el permiso de [83].
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Finalmente, la Figura 1.7 h) muestra la separaciéon de analitos quirales de
caracter acido con un sistema dual de selectores quirales neutros que permiten
una enantioselectividad variada para distintos analitos de una misma muestra. En
este caso, los analitos con carga negativa poseen la movilidad propia en sentido
contrario al detector por lo que se hace necesario un EOF alto para poder
detectarlos ya que el selector quiral no posee movilidad propia y se mueve con el
EOF salvo que interaccione con los analitos. La interaccién enantioselectiva dara

lugar a la separacién enantiomérica.

Los selectores quirales mas empleados en EKC han sido las CDs,
tensioactivos quirales, proteinas, complejos organometalicos (ligandos de
intercambio), liquidos i6nicos, éteres corona, polisacaridos y antibioticos
macrociclicos. De entre todos ellos, destacan con diferencia las CDs como se

muestra en la Figura 1.8 [83, 86].

Como ya se ha mencionado anteriormente, las CDs son oligosacéaridos
ciclicos constituidos por varias unidades de D(+)-glucopiranosa. Tienen forma de
cono anular truncado de extremos abiertos, con una cavidad interna
relativamente hidréfoba, determinada por el numero de unidades de
glucopiranosa (a-CD 6, p-CD 7 y y-CDs 8 unidades de glucopiranosa); por tanto,
tienen la misma profundidad y diferente didmetro interno y una parte exterior o
superficie hidrofilica (incluso iénica en el caso de algunos derivados de CDs
nativas) debido a la presencia de grupos hidroxilos en las posiciones 2, 3, y 6 del

anillo de la glucopiranosa.
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Figura 1.8. Publicaciones en las que se emplean diferentes selectores quirales en CE. Datos

obtenidos de Scifinder Scholar a fecha de febrero de 2018.

En la Tabla I.1 se agrupan las CDs comerciales mds empleadas en EKC.
Puede observarse que es posible obtener una gran variedad de derivados de CDs
con diferentes caracteristicas. La derivatizaciéon de los grupos hidroxilo de las

CDs nativas en general mejora la solubilidad y enantioselectividad de las mismas

[66].

El mecanismo mas aceptado para la enantioseparacion de un analito quiral
con CDs se basa en la formacion de complejos de inclusién en los que el analito

quiral (molécula “guest”) es incluido en el interior de la CD (molécula “host”).
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Tabla I.1. Estructura de las CDs comerciales méas comtnmente utilizadas en EKC

[87, 88]. DS: Grado de sustitucion.

Ciclodextrina Naturaleza Estructura

OR
©)
(a-CD) Neutra OR
©)
6
OR
R=H

(2-Hidroxipropil)-a-CD

Neutra R =H 6 CH,CH(OH)CHs
DS: 4.5 (HP-a-CD)
Metil-a-CD DS: 11
Neutra R=H 6 CHs;
(M-a-CD)
(2-Hidroxi-3-N,N,N-
R=Ho
trimetilamino)propil-a-CD Cationica
CH>CH(OH)CH.N*(CHa)s
(QA-B-CD)
(2-Carboxietil)-a-CD
Aniodnica R =H 6 CH,CH,COOH
DS:3 (CE-a-CD)
Carboximetil-a-CD
Anioénica R=H 6 CH,COONa
DS:3.5 (CM-a-CD)
Fosfato-a-CD
Anidbnica R =H 6 POsHNa
DS: 2-6 (P-a-CD)
Succinil-a-CD R=H6
Anidénica
DS: 3.5 (Suc-a-CD) C(O)CH2CHCOOH
Sulfatada-a-CD
Aniodnica R =H 6 SOsNa

DS:12 (Suc-a-CD)
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OR
©)
B-CD Neutra OR
@)
7
OR
R=H
(2-Carboxietil)-p-CD
Neutra R =H ¢ CH,CHCOOH
(CE-B-CD)
Carboximetil-p-CD
Neutra R =H 6 CH>COONa
(CM-B-CD)
Acetil-B-CD DS: 7
Neutra R =H 6 C(O)CH3
(Ac-p-CD)
Heptakis(2,6-di-O-metil)-p-
Neutra R=Ho6CHsx2
CD DS:14 (DM-B-CD)
(2-Hidroxipropil)-B-CD
Neutra R =H 6 CH,CH(OH)CH3
DS: 4.5 (HP-p-CD)
Metil-3-CD
Neutra R=H 6 CH;
DS: 12 (M-3-CD)
Heptakis(2,3,6-tri-O-metil-
Neutra R=CH;
B-CD (TM-B-CD)
(2-Hidroxi-3-N,N,N-
R=Ho¢
trimetilamino)propil-B-CD Cationica
CH>CH(OH)CH:N*(CHa)3
DS: 3-4 (QA-B-CD)
Heptakis(6-deoxi-6-amino-
Catidnica R=H 6 NH2.HCI
B-CD (HDAM-B-CD)
(2-Carboxietil)-B-CD
Anibnica R =H 6 CH,CH>,COONa
DS: 3.5 (CE-p-CD)
Carboximetil-3-CD
Anibnica R =H 6 CH,COONa

DS:35 (CM-B-CD)
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Fosfato-p-CD

Anidénica R =H 6 POsHNa
DS:2-6 (P-B-CD)
Succinil-p-CD R=H¢
Aniodnica
DS: 3.5 (Suc-p-CD) C(O)CHCHCOOH
Sulfatada-B-CD
Aniodnica R =H 6 SOsNa
DS: 13 (S-B-CD)
Sulfobutil-p-CD R=H¢
Anidénica
DS: 4,6,10 (SB-p-CD) CH>CH>CH>CH>SOsNa
Triacetil-B-CD
Anidnica R = C(O)CHs
(TA-B-CD)
OR
O
y-CD Neutra OR
O
8
OR
R=H
Metil-y-CD DS: 12
Neutra R=H 6 CH;
(M-y-CD)
(2-Hidroxipropil)-y-CD
Neutra R =H 6 CH,CH(OH)CH3
DS: 4.5 (HP-y-CD)
(2-Carboxietil)-y-CD
Neutra R =H 6 CH,CH>COONa
DS: 3.5 (CE-y-CD)
Carboximetil-y-CD
Neutra R =H 6 CH>COONa
DS: 3.5 (CM-y-CD)
(2-Hidroxi-3-N,N,N-
R=H6
trimetilamino)propil-y-CD Catidnica
CH,CH(OH)CH2N"*(CHs)s
(QA-y-CD)
Fosfato-y-CD
Aniénica R =H 6 POsHNa

DS: 2-6 (P-y-CD)
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Succinil-y-CD R=H¢
Aniodnica
DS: 3.5 (Suc-y-CD) C(O)CH.CH2COOH
Sulfatada-y-CD

DS: 14 (S-y-CD)

Anibnica R =H 6 SOsNa

Se establecen enlaces con los grupos hidroxilos secundarios y se forma el
denominado complejo de inclusién “host-guest”, el cual esta representado en la
Figura I.9. Sin embargo, la formacién de esos complejos de inclusién no es
siempre un requisito para la enantioseparacion, ya que una inclusiéon parcial o
interacciones intermoleculares externas pueden ser suficientes para la resoluciéon
enantiomérica de un analito quiral [44]. Por regla general, las CDs forman con los

analitos complejos de inclusion de estequiometria 1:1 [89].

Analito

Figura 1.9. Complejo de inclusién formado por un analito y una CD. Reproducida con el

permiso de [89].
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El campo de aplicaciéon de EKC puede ampliarse si se afladen al medio de
separacion otros aditivos ademads del selector quiral [90]. Estos aditivos pueden
ser no quirales (tensioactivos no quirales, microemulsiones, urea, modificadores
orgénicos) o quirales (sales biliares) y permiten llevar a cabo la separacion

enantiomérica de compuestos de caracteristicas e hidrofobicidad muy variadas.

Como principal inconveniente de EKC indicar las dificultades de su
acoplamiento a MS cuando se emplean selectores quirales no volatiles debido a
que provocan problemas de supresion de la ionizacién. Estas dificultades se
eliminan o aminoran utilizando bajas concentraciones del selector quiral o

selectores quirales compatibles con MS como las micelas poliméricas [91].

Electrocromatografia Capilar

CEC es una técnica de separacion hibrida entre HPLC y CE que presenta
algunas de las mejores caracteristicas de cada una de estas dos técnicas, como son
la alta selectividad de HPLC y la elevada eficacia de la CE [92]. Se lleva a cabo en
columnas capilares que contienen una fase estacionaria con la que los distintos
analitos interaccionan de forma selectiva y una fase mévil que se mueve debido a
la existencia de un EOF generado por la accién de un campo eléctrico y que en
combinacién con la movilidad electroforética de los analitos hace que éstos se
desplacen hacia el detector. Por tanto, los solutos se separan por la combinacién
de la distribucién que experimentan entre la fase movil y la estacionaria, y si
tienen carga, ademas por la diferencia en sus movilidades electroforéticas y son
transportados a través de la columna por el EOF y/o debido a sus movilidades

electroforéticas.
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La fase estacionaria en CEC se encuentra inmovilizada en el interior de la

columna capilar pudiéndose comentar tres situaciones distintas [93]:

* Columna capilar abierta, en la que la pared interna del capilar esta cubierta

con la fase estacionaria.

¢ Columna capilar rellena de particulas de fase estacionaria en las que se hace
necesario el uso de fritas para mantener el empaquetado dentro de la

columna [94].

¢ Columna capilar rellena de una fase monolitica, obtenida por polimerizacién
en el interior del capilar dando lugar a un material de gran porosidad,

estabilidad y flexibilidad [94].

En CEC quiral, se puede llevar a cabo una separacién enantiomérica bien
utilizando un capilar que contiene una fase estacionaria no-quiral y un BGE que
contiene un aditivo quiral, o bien utilizando una columna capilar con una fase

estacionaria quiral siendo este el modo de separacién quiral mas empleado.

Como principal ventaja de CEC quiral mencionar que si se trabaja con una
columna quiral no es necesario adicionar a la fase moévil un selector quiral
evitando los inconvenientes derivados de la incompatibilidad de selectores
quirales no volatiles con la deteccion de MS. Sin embargo, CEC con columnas
capilares quirales presenta también algunos inconvenientes como son la escasez
de columnas capilares quirales comerciales, el elevado precio de las que se
encuentran disponibles, los problemas relacionados con el uso de fases
estacionarias como pueden ser el deterioro de dicha fase o la formacién de
burbujas [81] o la falta de flexibilidad en la optimizaciéon de una separacién quiral

al venir el selector quiral predeterminado por la columna sin poder realizar
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facilmente un cambio de selector simplemente adicionandolo a la fase mévil como

ocurre en EKC.

Electroforesis Capilar No Acuosa

NACE es un modo electroforérico basado en el empleo de disolventes
organicos, usualmente metanol, acetonitrilo o de tipo amida, como medio de

separacion en sustitucion del medio acuoso, con la ventaja de:

* Modificar la selectividad ya que se ve modificado el pKa de los analitos en
medio organico, haciendo que varfe la interaccion analito-selector, asi

como la movilidad de ambos [81].

* Disminuir la corriente eléctrica en el seno del capilar lo que permite poder

emplear concentraciones mas altas de electrolitos en disolucién [81].

* Obtener tiempos de andlisis més cortos mediante la modificacién de la

viscosidad del medio de separacién con respecto a medios acuosos [95].

¢ Poder solubilizar mas facilmente moléculas con alto caracter hidrofébico

81, 96].

Una posible dificultad de la utilizacién de medios de separaciéon organicos
cuando se emplea deteccion UV es la absorcion que presentan algunos de los
disolventes empleados pudiendo interferir en la deteccion de los analitos,

inconveniente que se puede evitar utilizando otros sistemas de deteccién [96].
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Entre los selectores quirales habitualmente empleados en NACE se
encuentran las CDs y éteres corona, pudiéndose modificar la selectividad de

separacion modificando el disolvente organico [96].

Electroforesis Capilar en Microchip

La miniaturizacion de la CE en microchips (MCE) ha dado lugar a
interesantes aplicaciones en el campo de la genémica, protedmica y metabolémica
[97] dada la disminucién del consumo de reactivos que conlleva [98, 99], con
voltimenes a niveles de pico o nanolitros [100], asi como por permitir realizar

separaciones en segundos y con alta resolucion [97].

Las separaciones por MCE se llevan a cabo en dispositivos planos con
microcanales fabricados con materiales basados en polimeros dadas sus
propiedades elésticas y de transparencia 6ptica [100] (ver Figura I.10). En general,
el canal de mayor longitud se rellena con el tampon electrolitico de separacion y
otro canal mdas pequefio perpendicular al anterior permite la inyeccién de la
muestra. A continuacién se aplica un potencial en el canal de separacion [98] para

obtener el campo eléctrico [97].

Las separaciones quirales en MCE se suelen llevar a cabo de forma similar
a como se realizan en EKC, con un selector quiral disuelto en el medio de
separacion siendo CDs y éteres corona los selectores quirales mas empleados y
pudiéndose utilizar otros aditivos en el BGE como tensioactivos que mejoren la
separacion [98]. Sin embargo, en ocasiones no se suele conseguir una aceptable
discriminacién quiral debido a que la miniaturizacién reduce el tiempo de

interaccion entre los enantiémeros y el selector quiral [99].
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Figura I1.10. Esquema del proceso de inyeccién y separacién por MCE. Reproducida con el

permiso de [98].

I.3 Separacién enantiomérica de farmacos por Cromatografia Electrocinética

La necesidad de llevar a cabo un riguroso control de calidad en la
industria farmacéutica, tanto de materias primas como de formulaciones
farmacéuticas, ha originado el desarrollo de un gran ntimero de metodologias
analiticas para la determinacién de principios activos. Una parte importante de
dichas metodologias son quirales dado el gran ntimero de farmacos quirales
desarrollados y comercializados como racematos o como enantiémeros puros. En
este contexto, EKC ha demostrado un gran potencial como lo demuestra el hecho
de que se haya publicado un elevado ntimero de trabajos cientificos centrados en

el desarrollo de metodologias enantioselectivas para el anélisis de farmacos.

La Tabla I.2 agrupa los articulos publicados en los altimos nueve afios, en

los que se han desarrollado metodologias analiticas por EKC para la
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determinacién enantiomérica de fdrmacos tanto en materias primas como en
formulaciones farmacéuticas o muestras bioldgicas. Esta tabla se limita a los
articulos publicados en el periodo indicado en los que se utiliza EKC para llevar a
cabo la separaciéon quiral y no considera otros modos de CE quiral dado el
elevado ntimero de referencias. Puede observarse la gran variedad de compuestos
analizados en dichas muestras en el periodo considerado y que se han clasificado
en dicha tabla de acuerdo a su actividad farmacolégica. Las metodologias
desarrolladas permiten tanto la determinacion individual de los enantiémeros de
un determinado fdrmaco en unos casos como la determinacién enantiomérica

simultanea de distintos farmacos de la misma familia, en otros.

El principal modo de separacién empleado en todos estos trabajos ha sido
CD-EKC ya que las CDs han sido los selectores quirales mas utilizados como se
muestra en la Tabla I.2. tanto en sistemas con un solo selector como en sistemas
duales de CDs [101-103]. En algunos casos, se afiadieron al medio de separacion
que contenia la CD como selector quiral, aditivos como tensioactivos no quirales
[103-105], nanoliposomas [106], tensioactivos quirales naturales [107] o

microemulsiones [108-110].

39



0¥

Tabla 1.2. Articulos publicados en los que se describen separaciones quirales de fdrmacos por EKC en

formulaciones farmacéuticas y muestras biolologicas desde el afio 2010 hasta la actualidad.

Analito . . soes . LOD
(Familia especifica) Medio de separacion Aplicacion Tratamiento de muestra (Rs) Ref.
Analgésicos
Tramadol BGE: 50 mM tampoén borato, pH 10.2 + MD
Inhibidor de la 10 %, p/v Determinacion Trituracién, disolucién en
P 15m
recaptacion de Capilar: 75 pm d.i. x 50 ecm Le.; T*: 20°C; V: enatiomérica en agua, filtrado y dilucién con ’ A S?L [111]
noradrenalina y 20kV; Inyeccién: 30 mbar x 5s; Deteccion: comprimidos agua. '
serotonina) UV 214 nm
Comprimidos: Trituracién,
disolucién con MeOH,
1T dol centrifugacién, dilucién del
= r'ama 0 . Determinacion sobrenadante con agua y
(Inhibidor de la BGE: 100 mM tampén fosfato, pH 8.0 + enantiomérica filtrado 1-2mg/L
recaptacion de MD-DE 4-7 (20 %, p/v) simultanea en Orina: dilucién (11 v/v) con (1.8)
noradrenalina y Capilar: 50 pm d.i. x 47 cm Le.; T 25°C; V: imid ’ h 21 5 [112]
serotonina) 16kV; Inyeccion: 65 mbar x 10 s; Deteccion: COMPTIICOS, . agua. . -5 meg/L
2. Metadona UV 214 nm orina y plasma Plasma: dilucién (1:3, v/v) 1.7)
(Agonista opioide) humano con agua.
Ambas muestras se dopan con
los correspondientes patrones
racémicos.
BGE: 20 mM tampon fosfato, pH 6.0 + 2
Meptazinol y 3 'mM CM_Q_CP *ACN (5 %, Z/V) Determinacion
. . Capilar: 50 pm d.i. x40 cm Le.; T*: -; V: 15 . . ., . .,
intermedios de KV I i6n: 0.5 psi x 5 s: Deteccion: UV enantiomérica Trituracién y disolucién en 2.5 mg/L [113]
sintesis 7 Inyeccion: 0.5 psi x 5 s; Deteccion: on MeOH. 2.0)
. . 237 nm (un compuesto de intermedio); 271 .
(Agonista opioide) comprimidos

nm (Meptazinol y 2 compuestos
intermedios)
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BGE: 20 mM tampon fosfato, pH 7.4 + 50 Determinacion
Tetrahidropalmatina uM BSA enantiomérica Extraccién con EtOH, 06
(Inhibidor de los Capilar: 50 pm d.i. x 57.6 cm lLe,; T 25°C; V: en planta centrifugacion, filtrado y : (Zng [114]
canales de calcio) 15 kV; Inyeccién: 15 kV x 12 s; Deteccién: medicinal dilucién del extracto en agua. '
UV 200 nm (C. yanhusuo)
Anestésicos
Lavado con SDS, agua y
MeOH. Incubacién en HCl a
37°C durante 12 h de la
1- Ketamina BGE: 15 mM tampon fosfato/ Tris, pH 2.5 + S mgesﬂa dopf':lda.
. o Determinacion Posteriormente ajuste del
2- Norketamina HS-y-CD (0.1 %, p/V) .
. . . . Ao <7 enantiomérica extracto a pH 10 con NaOH 0.08 ng/mg
(Antagonistas de Capilar: 50 pm d.i. x 35 cm Le.; T 20°C; V: ) B . [115]
iy - simultdnea en seguido de LLE con una (1-2.4;2-2.0)
los receptores de 20 kV; Inyeccién: 7 kV x 20 s; Deteccién: UV
cabello humano  mezcla hexano/EtOAc (50:50,
glutamato) 200 nm L
v/v). El extracto organico se
trata con HCI, se evapora y
reconstituye en una mezcla
agua:HCI (98:2; v/v).
Suero: LLE de la muestra
dopada y tratada con NaOH
BGE: 4 mM tampén acetato amoénico, pH Determinacion con una mezcla
Bupivacaina 4.0 + 0.48 mM SBE-B-CD enantiomérica cloroformo:éter (10:1, v/v). El 52
(Bloqueante de los Capilar: 25 pm d.i. x 55 cm Le,; T%: -; V: 12 en suero de extracto organico se lleva a ug/L [116]
. . - . . (5.0)
canales de sodio) kV; Inyeccién: 10 kV x 3 s; Deteccién: conejo e sequedad y se reconstituye en
Conductividad inyectable una mezcla MeOH:tampoén
acetato (1:1, v/v).
Inyectable: diluciéon en agua.
Antiarritmicos
BGE: 25 mM tampon fosfato, pH 8.0 + 28 Determinacion
RS86017 mg/mL SBE-B-CD + ACN (20 %, v/v) tioméri 0.8
(Inhibidor de los Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T 20°C; v: -~ nan ;’;“ema - . (5“5”“ [117]
canales de calcio) 22 kV; Inyeccién: 50 mbar x 8 s; Deteccién: . :
medicamento?

UV 206 nm
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Antibiéticos

1- Ofloxacino

BGE: 50 mM tampon fosfato/ Tris, pH

(Inhibidor de la 1.9 + 30 mg/mL S-B-CD Deterén 1na/c1.on Trituracion, disolucion 1- 0(2 g)lg/L
enzima ADN girasa) Capilar: 50 pm d.i. x 31.5 cm Le.; T* zﬁiﬁl t(;rr?ejlecr? con EtOH, dilucién con 209 m g/L! [118]
2- Or(rjf;:lazol 25°C; V; .13 Gl;zé' CIir:,)}II:?CLC;\(;IESSOOan?ar x15 comprimidos agua y filtrado. 63)
Ofloxacino BGE: 50 mM tampén fosfato, pH 2.75 + Determinacion
o 40 mM HP-B-CD + 30 mM EMIM-L-L L 0.5 mg/L
(Inhibidor de la oo . S enantiomérica en - [119]
enzima ADN girasa) Capilar: 30 um d.i. x4l cm Le; T% - V: medicamento? (54)
20 kV; Inyeccién: -; Detecciéon: UV -
BGE: 20 mM tampon fosfato/ Tris, pH
. 2.1+ S-a-CD (2 %, p/V) Determinacion
Om(l_c_l)a zol Capilar: 50 pm d.i. x 50 cm Le.; T%: 25°C; enantiomérica en Filtrado. 0(3;;%[‘ [120]
V:30 kV; Inyeccion: 0.5 psi x5 s; inyectable ’
Deteccién: UV 277 nm
Anticoagulantes
Dilucién con acido perclérico
1- Warfarina (10 %, v/V), centrifugacién,
(Inhibidor de la BGE: 25 mM tampoén acetato amoénico, pH Determinacion SPE del sobrenadante en 1- 05 ug/L
enzima hepética que 5.0 + 25 mM poli-L,L-SULV + MeOH (15 %, L cartuchos de extraccion >
reduce la vitamina K) v/V) enantiomerica MAX, elucién con (>2.0) [121]
) . . . a simultanea en A P 2- 3.0 pg/L?
2- Cinco metabolitos ~ Capilar: 50 pm d.i. x 120 em L.t.; T%: -; V: 30 suero humano ACN/MeOH/ Acido férmico ~20
hidroxilados de kV; Inyeccién: 5 mbar x 2 s; Deteccion: MS (50:50:5, v/v/v), evaporacién (>2.0)
warfarina del extracto y reconstitucién
en ACN/agua (40:60, v/v).
Antidepresivos
. BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 5.0 + MD- Dilucién (1:3, v/v) con agua,
Citalopram o S . L
(Inhibidor de Ia DE 4-7 (15 %, p/ V) Determinacion ajuste a pH bésico y dopado. 20 ug/L
recaptacion de Capilar: 50 pm d.i. x 50 cm Le.; T 20°C; V: enantiomérica Microextraccion en fase @5) [122]
serlz) fonina) 18 kV; Inyeccién: 60 mbar x 5 s; Deteccién: en orina liquida sobre fibra hueca y '

UV 214 nm

elucién a pH acido.
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1- Venlafaxina

BGE: 20 mM tampoén acetato aménico/25

Dilucién con acido fosférico
(4 %, v/v)y centrifugacion.
SPE del sobrenadante con

(Inhlbido.r/ dezila mM TEA, pH 8.5 + 25 mM Poli-L,L-SULA Deterén tnacion cartucho de extraccion Strata- 1- 1(()1'5131%
reszlstg:;r; ¢ Capilar: 50 pm d.i. x 60 cm Lt.; T* -°C; V: 20 z?;:ﬂ t(;r;::tz X-C, elucién con acetato 2 15' [123]
Y kV; Inyeccién: 5 mbar x 100 s; Deteccién: amoénico/ MeOH (5:95, v/v), -15 g/l
noradrenalina) plasma humano - (1.5)
. MS evaporacion del extracto y
2- Metabolito o .
reconstitucion del residuo en
MeOH/agua (10:90, v/v).
Duloxetina BGE: 150 mM tampén fosfato, pH 3.0 + HP- UV: 200
(Inhibidor de la B-CD (0.5 %, p/v) Determinacion Disolucién en DMSO, ’ @ 5)pg/L
recaptacién de Capilar: 50 pm d.i. x 56 cm Le.; T 20°C; V: enantiomérica centrifugacién y dilucién del MS: 26 gL [124]
serotonina y 30kV; Inyeccion: 50 mbar x 20 s; Deteccion: en capsulas sobrenadante en agua. '(2 5;1
noradrenalina) UV 220 nm y MS )
Fluoxetina BGE: 30 mM tampoén foosfato, pH 8.0 + HS- Determinacion
o -CD (0.25 %, p/v) S . - . . _
(Inhibidor de la . . a. Ao enantiomérica Trituracién y disolucién en
i Capilar: 50 pm d.i. x 21 ecm Le.; T 30°C; V: [125]
recaptacion de ) L . ! L en BGE. (2.4)
toni 25 kV; Inyeccién: 0.5 psi x 5 s; Deteccién: imid
serotonina) UV 200 nm comprimidos
Trimipramina . . Extraccion por
(Inhibidor de la BGE:100 mM tarrnnll\o/log-fcols)f ato, pH2.0+10 Determinaicén electromembrana (membrana 2-10 pg/L
recaptacién de Capilar: 50 pm d.i. x 50 cm Le,; T% 20°C; v;  enantiomérica _ liquidade2- b- 8 ug/L [126]
serotonina, ] o . Lo en: a- plasma 'y nitrofeniloctiléter) de fibra
R . 18 kV; Inyeccién: 60 mbar x 5 s; Deteccién: . R R (2.9)
norepinefrina y b- orina hueca de polipropileno de las
. UV 214 nm
dopamina) muestras dopadas.
BGE: 20 mM tampon tetraborato sédico, pH
. 8.84 + 3-CD (1 %, p/v) + PDDAC (0.1 %, S
Ini‘fgﬁ;‘; , v/v) +SDS (12 %, p/v) + BuOH (21 %, ]zszfgﬁa;‘c’;‘ Disolucién en EtOH (75 %, 300 ue/L
( - v/v)+ ACN (18 %, v/v) + Hexano (0.8 %, v/v), filtracién y dilucién en ug/L [108]
recaptacién de en ) (2.4)
serotonina) v/v) comprimidos tampon tetraborato.
Capilar:50 pm d.i. x 45 cm lLe.; T*: 20°C; V: -
20 kV; Inyeccién: -; Deteccién: UV 210 nm
Bupropion BGE: 25 mM tampon fosfato, pH 3.0 + 5 Determinacién 'Comp.r/lmldos: trltu'rac1oT1:
1. .. disolucion en agua, filtracién
(Inhibidor de la mM S-a-CD enantiomérica dilucion con aeua 0.2 uM
recaptacion de Capilar: 75 pm d.i. x 50 cm Le.; T*:20°C; V - en .y gua. <M [127]
. - L o Orina: Muestra dopada con (>3.0)
dopamina y 20 kV; Inyeccién: 50 mbar x10 s; Deteccion: comprimidos y racemato v diluida 1:10 con
norepinefrina) LIP (Akxcitacion: 250 NM Y Agmision: 453 nm) orina y '

agua.
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Antifiingicos

Orina: Dilucién (1:10, v/v) en
agua, filtracion, dopado y

Separacién SPE con cartucho Bond Elut
1- Tioconazol BGE: 25 mM tampon fosfato, pH 7.0 + 35 sin?tllllltl;iﬂea Elzxzrzlggfgecf : It\f:cct)cl){é
2- Isoconazol mM HP-y-CD + 10 mM DM-B-CD + 50 mM S vap e 1- 4.2 mg/L!
. o Determinacién sequedad y reconstitucién del
3- Fenticonazol SDS + ACN (20 %, v/v) enantiomérica residuo en MeOH 2- 7.7 mg/L! [103]
(Inhibidores de la Capilar: 50 pm d.i. x 56 cm Le.; T*: 30°C; V: simultinea en Crema: Disolucion en D M 3-2.7 mg/L
biosintesis de 25 kV; Inyeccion: 3 kV x 3 s; Deteccién: UV . X . ’ (>1.6)
ergosterol) 200 im orina, e filtracion y SPE con cartucho
& individual en con diol, elucién con MeOH,
crema evaporacion del extracto a
sequedad y reconstitucién del
residuo en MeOH.
E 1 BGE: 20 mM tampén fosfato, pH 8.0 + 40 Disolucién en DCM,
L. m -y- + m eterminacion iltracion, con cartucho
b 1 M HP-y-CD + 50 mM SDS Determinaci filtracion, SPE h 43 /Ll
(b' intesis d Capilar: 50 pm d.i. x 56 cm Le.; T*: 25°C; V: enantiomérica diol, elucién con MeOH, i @ gL [104]
L?'SISSS:;(S)I) ¢ 30kV; Inyeccién: 3 kV x 3 s; Deteccion: UV en crema evaporacion del extracto y ’
& 200 nm dilucién en MeOH.
Antihipertensivos
BGE: 80 mM tampon MOPS, pH 7.12 + L Inyectable: dilucién en
. 6 mM 05-y-CD Determinacion DMSO.
Pindolol Capilar: 50 um d.i. X 40 cm l.e,; T 25°C; V: en.a ntiomerica Capsulas: disolucion en BGE, 0.6 mg/L 128
(B-bl t P tabl P > 2.0)
P-bloqueante) 25kV; Inyeccién: 20 mbar x 6 s: Deteccion: en Tgszuiases y filtrado y dilucién en una ’

UV 214 nm

mezcla DMSO/BGE.
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BGE: 100 mM tampén fosfato/ TEA, pH 2.5

La muestra de plasma se
dopa con el patrén racémico.
Posteriormente, precipitacion
de las proteinas con acetona,

+ CM-3-CD (0.6 %, p/v) + MeOH (30 %, Determinacion centrifugacién del
Carvedilol v/V) enantiomérica sobrenadante y adicion de 4 ng/L [129]
(B-bloqueante) Capilar: 50 pm d.i. x 41 cm Le.; T%: 15°C; V: en plasma NaOH (pH 10). LLE con 4.0
25 kV; Inyeccién: 15 kV x 30 s; Deteccion: humano cloroformo/acetona,
UV 241 nm evaporacioén del extracto
organico a sequedad y se
reconstitucion del residuo en
agua/ACN.
BGE: 80 mM tampon acetato amonico, Determinacién a 'y b- Extracciéon con a-7ugl
Propranolol pH 2.5 + 8 mM HP-B-CD enatiomérica electromenbrana basada en (1.6)
(B-bloqueante) Capilar: 50 pm d.i. x 50 ecm Le.; T*: 20°C; V: en: a- plasma una fibra hueca de b-10 pg/L [130]
18 kV; Inyeccién: 50 mbar x 5 s; Deteccién: .b- orina polipropileno impregnada de (1.6)
UV 214 nm 2-nitrofenil-octil éter. )
BGE: 25 mM tampén fosfato, pH 2.5 + Determinacion Trituracién, disolucion en
Carvedilol 20 mM HP-p-CD enantiomérica MeOH, centrifugacién 1.2 mg/L!
Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T* 15°C; V: o / 8 y gL [131]
(B-bloqueante) 20 iV' I o ; . Co en dilucién del sobrenadante con (2.7)
; Inyeccion: 50 mbar x 1 s; Deteccion: comprimidos MeOH
UV 242 nm P '
1-, 2- BGE: 30 mM tamp6én fosfato, pH 3.5 +
1- Propranolol 15 g/L CM-B-CD
2- Carteolol 3- BGE: 30 mM tampoén fosfato, pH 3.5 + 5 Separacién
3- Metoprolol g/L CM-B-CD enantiomérica
4- Atenolol 4-,5-,7-, 8- BGE: 30 mM tampén fosfato, pH individual.
5- Pindolol 45+8g/LCM-B-CD Aplicacién a la 1- 0.3 mg/L
6- Esmolol 6-, 9- BGE: 30 mM tampon fosfato, pH 4.5 + determinacion - (En todos los [132]
7- Bisoprolol 5g/L CM-B-CD enantiomérica casos > 2.0)
8- Bevantolol 10- BGE: 30 mM tampon fosfato, pH 4.0 + 5 de propranolol
9- Arotinolol g/L CM-B-CD en un
10- Sotalol Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T%: 20°C; V: medicamento?
(B-bloqueantes) 25 kV; Inyeccién: 10 cm x 5 s; Deteccion: UV

210 nm
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BGE: 100 mM tampén borato, pH 9.2 + 50

Ambrisentan Determinacién Trituracién, disolucion con
(Antagonista de los Capilar: SI(I)IMHY-dCli%}LOg 311\;[ tS ]?FSa 299C V- enantiomérica MeOH, centrifugacién y - [105]
receptores de 3 Oka' 'In eiciér;'.SO mi)ar « 5' s, De; tecci(’l)n'. en dilucién del sobrenadante con (1.5)
endotelina) Ay IjV 200 nm ’ ' comprimidos agua.
BGE: 100 mM tampén fosfato, pH 7.0 + 5 Determinacic
Perindopril mM HP-3-CD + MeOH (15 %, v/v) er?aftrir(l) I;Z?ig: Trituracién, disolucién en 147 m
(Inhibidor de la Capilar: 50 pm d.i. x 56 cm Le.; T*: 20°C; V: on tampon fosfato/MeOH (20 %, ('> 5 (;‘;)/L [133]
acetilcolinesterasa) 15kV; Inyeccién: 50 mbar x 10 s; Deteccién: . v/v) Yy filtracion. ’
UV 210 nm comprimidos
BGE: 200 mM tampén acetato, pH 4.0 + 10 S
g Determinacion
Lercanidipina mMTM-3-CD enantiomérica Trituracién y disolucién en 0.8 mg/L!
(Bloqueante de los Capilar: 50 pm d.i. x 50 cm Le.; T*: 15°C; V: MyOH ’ a gL [134]
canales de calcio) 25kV; Inyeccién: 0.5 psi x 10 s; Deteccién: n et ’
UV 237 nm comprimidos
1-fenil-R,S- BGE: 35 mM tampon fosfato, pH 7.9 + 20
tetrahidro- mM B-CD + 30 mM SDC + ACN (20 %, Deteminacion o . ..
isoquinolina v/v) enantiomérica Secado a 40°C, disolucion en 0.5 uM!
(Bloqueante del Capilar: 25 pm d.i. x40 cm Le.; T -; V: 20 en E(;Sil(zj c/s))r,l i;l:;a%?ly 2.7) [107]
receptor M3 kV; Inyeccién: Electrocinética; Deteccion: medicamento? pon.
muscular) Electroquimica
Amlodipino BGE: 50 mM t?nnlt/llxl){r}%fls/[sggo, pH3.0+20 Determinacién Trituracién, disolucién en
S . . 1
(Antagonista de los Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T 15°C; V: enant’l;);nerlca dilﬁfgllgileizr;%feiga?;i?eycon 2'4(;“ ;g)/L [135]
iones calcio) 25 kV; Inyeccién: 50 mbar x 3 s; Deteccién: . ’
UV 238 nm comprimidos MeOH.
BGE: 100 mM tampén fosfato, pH 4.0 + Determinacid
Amlodipino MD-DE 4-7 (10 %, p/v) etermmnacion e
. i . A A0 U enantiomérica Trituracién y disolucién con 0.52 mg/L
(Antagonista de los Capilar: 50 pm d.i. x 49 ecm Le.; T 20°C; V: do HPLC (18) [136]
iones calcio) 20 kV; Inyeccién: 60 mbar x 6 s; Deteccién: e agua grado ’ ’
UV 214 nm comprimidos
BGE: 15 mM tampoén borato, pH 9.3 + SBE- Determinacion
Isradipina B-CD (2.5 %, p/v) enantiomérica Disolucion en ACN, 37 .
(Bloqueante de los Capilar: 50 pm d.i. x 51.5 cm Le.; T*: 25°C; V: en cépsulas. centrifugacion y dilucién del ) (;nég)/L [137]

canales de calcio)

30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 7.5 s; Deteccion:
UV 239 nm

Estudio de la
estabilidad.

sobrenadante con ACN.
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Antihistaminicos

BGE: 25 mM tampon fosfato, pH 7.0 + 5

( ACte t1r1z1'n:1 del mM SBE-3-CD Deterén 1n23c1'on Trituracién, disolucién en 29 .
r;:g:())rl}lls{a d: Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T%: 20°C; V: enan eorrlnerlca agua, centrifugacion, : (>1121%/)L [138]
cptor ™ 20 kV; Inyeccion: 50 mbar x 1 s; Deteccién: - filtracion y dilucion en agua. '
histamina) UV 230 nm comprimidos
s BGE: 50 mM tampon tetraborato, pH 8.2 + s
Levocetiricina o Determinacion . . . .
(Ant ista del S-B-CD (1 %, p/v) tiomeéri Trituracién, disolucién en 0.075
re::gt(c))r:;{a d: Capilar: 50 pm d.i. x 30 cm Le.; T 25°C; V: ehan ;);nerlca MeOH, centrifugacién, ’ > ;S?L [139]
cptor T 10 kV; Inyeccién: 2 psi x 5 s; Deteccion: UV . dilucién en agua y filtracion. ’
histamina) 195 nm comprimidos
N BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 3.0 + 50
Feniramina mM HP-B-CD Determinacion
(Antagonista del _ . [ L Dilucion (1:40, v/v) en 0.5 uM
receptor Hi de Capilar: 75 pm d.i. x 66 cm Le.; T*: 25°C; V: enantiomérica tampon fosfato (1.8) [140]
histami 30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 5 s; Deteccién: en colirio ' ’
istamina) UV 214 nm
Antiinflamatorios
1- Naproxeno BGEI1-, 3-, 4-, 5-: 50 mM tampon fosfato, pH Sepaljacion
2- Carprofeno 7.0 +2mM VC + 15 mM CIL1 + MeOH (20 in(%?/lil;ual
3- Ibuprofeno %, v/ V) Aplicaciéon a.la 1- 9.0 mg/L
4- Ketoprofeno BGE2-: 50 mM tampén fosfato, pH 7.0 + 2 de%erminacién Disolucién en MeOH/H>O (1-4 9'. 2-31:3- [141]
5- Pranoprofeno mM VC + 15 mM CIL2 + MeOH (20 %, v/v) enantiomérica (50:50, v/v) 26 4'_;1 1. 5'_ '3 5)
(Inhibidores de Capilar: 50 pm d.i. x 24.5 cm lLe,; T 25°C; V: d o i :
la prostaglandina 20 kV; Inyeccién: 50 mbar x 4 s; Deteccién: ¢ nagloxeno
sintetasa) UV 1-235nm, 2- 230 nm, 3 y 4- 225, 5- 210 .
medicamento?
Derivatizacién de analito con ANDA
.. . BGE1-: 200 mM tampoén acetato, pH 4.5 + 19 . ., . .,
Penicilamina L. Trituracién, disolucién en
(Inhibidor del mM p-CD Determinacion bicarbonato sé6dico 1-2.6 mg/L
) BGE2-: 30 mM tampon fosfato, pH 7.4 + 17 enantiomérica . - o (7.0)
entrecruzamiento M p-CD on centrifugacioén y dilucién (1:5, 2-2.6 mg/L [142]
del colageno y . m a. 770, o v/ V) del sobrenadante con ’
Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T%: 23°C; V: - comprimidos (7.0)

modulador del
sistema inmune)

15 kV (+15 kV a pH 7.4); Inyeccion: 0.5 psi x
2 s; Deteccion: UV 254 nm

bicarbonato sédico.
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Derivatizacion de analito con ANDA
BGE: 80 mM tampoén borato, pH 9.7 + 17

mM (-CD 1.4 mg/L
Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 23°C; V: (4.0)
15 kV; Inyeccién: 0.5 psi x 2 s; Deteccion:
UV 254 nm
Antiparasitarios
Praziquantel . .
Antihelmintico, BGE: 50 mM tampén fosfato, pH 2.0 +15 Determinacion Trituracién, disolucién en
mM S-$-CD
provoca dafio en los _ . S enantiomérica MeOH/ acido fosférico 750 pg/L
tejidos parasitarios y Capilar: 50 “r?, di x40cmle; T 25 C.’,V' en (99.7:0.3, v/ v), filtracién y (16.8) [143]
) L. 15 kV; Inyeccién: 50 mbar x 2 s; Deteccién: L. N )
contraccién tetanica UV 200 nm comprimidos dilucién con tampoén fosfato.
de la musculatura)
Antipsicoticos
Levosulpirida BGE: 5 mM tampén Britton-Robinson, pH
. 3.45 + 10 mM S-B-CD + 34 mM M-B-CD Determinacién I .
(Antagonista de los Capilar: 50 um d.i. x 24.5 cm l.e; T*: 16°C; enantiomérica Dilucion (25:75, v/v) con 12 mg/L [101]
receptores de la P agua (>15)
. V: 14 kV; Inyeccién: 50 mbar x 2 s; en ampollas ’ ’
dopamina)
Deteccion: UV 214 nm
1- Etopropazina
2- Metotrimeprazina
3- Prometazina 1- 4 uML
4- Tioridazina BGE: 75 mM tampoén acido férmico, pH Determinacic 2-_ 3” M
5- Trimeprazina 3.0 +5mM HP-y-CD + 0.9 % PDDAC clermmacion e nY
. o . . Ta. _oC. enantiomérica Centrifugacién y dopado con 3-8 uM
(Antagonistas delos  Capilar: 50 pm d.i. x 22.5 cm Le; T% -°C; V: R . o ) [144]
receptores de la 295 kV; Inyeccién: 20 cm x 10's; simultanea en los patrones racémicos. 4-3uM
. ; : 7 : - 1
histamina y de los Deteccién: UV 254 nm orma > (>3 ;1 g;l
receptores ’
muscarinicos de la
acetilcolina)
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1- Etopropazina

2- Metotrimeprazina

3- Prometazina

Muestra ajustada a pH 7.0
con NaOH, centrifugacion y

. BGE: 100 mM tampén formiato/Tris, pH 1-2.9 nM!
4 Tioridazina 3.0 +5 mM HP-y-CD + PDDAC (0.9 %, Determinacion dopado del sobrenadante. 2-2.6 nM!
5- Trimeprazina .. SPE con columna de
. v/v) enantiomérica . - 3-2.3nM!
(Antagonistas de los . . a o . J extraccion Cis, elucién con [145]
Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T%: -°C; V: - simultanea en L 4- 6.3 nM!
receptores de la . . ' . . MeOH, evaporacién del
. . 10 kV; Inyeccién: 20 cm x 10 s; Deteccién: orina 5-2.6 nM!
histamina y de los extacto a sequedad y
UV 254 nm . . (>2.0)
receptores reconstitucion del residuo en
muscarinicos de la agua/MeOH (50:50, v/v) .
acetilcolina)
Antitusivos
Dextrometorfano BGE: 30 mM tampon fosfato, pH 6.5 + 16 Disolucién en EtOH (96 %),
(Agonista opidceo y mg/mL S-B-CD + 14 mg/mL M-a-CD Determinacién centrifugacion, evaporacién 0.3 mg/L
antagonista del Capilar: 50 pm d.i. x 30 ecm Le.; T*: 20°C; V: enantiomérica de una porcién del '(> 20) [102]
receptor de 20 kV; Inyeccion: 0.7 psi x 5 s; Deteccion: en capsulas sobrenadante y reconstituciéon ’
glutamato) UV 200 nm en HC1 10 mM.
Antitusivos y analgésicos
Metorfano
(Levometorfano:
agonista de LLE de la muestra dopada
receptores opioides. BGE: 150 mM tampon fosfato, pH 4.4 + 5 Determinacion con ch?ol'u cién de carbonato
Dextrometorfano: o L. sodico saturado +
ista opid mM HP-3-CD + MeOH (20 %, v/v) enantiomérica h JEtOAC (50:50, v/v) 8
agorista opiaceo, Capilar: 50 pm d.i. x 50 cm Le.; T%: 15°C; V: en muestras de exano/ BIIAC OU05, V/ V), Hg/L [19]
antagonista del . L . ! L centrifugacién, evaporacién y 2.0
25 kV; Inyeccién: 0.5 psi x 8 s; Deteccién: sangre post- o
receptor de UV 200 nm morten reconstitucion con
glutamato y MeOH/HCI 10 mM (90:10,
disminuidor de la v/v).

produccién de
taquicininas)
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Broncodilatadores

1- Clembuterol
2- Procaterol
3- Bambuterol

1-, 2-, 3-, 6- BGE: 30 mM tamp6én fosfato, pH
3.5+5g/L CM-B-CD

4- Tranterol 4-, 5- BGE: 30 mM tamp6én fosfato, pH 4.0 + Separacién -
5 Safljtr:t:fr?ol 8 g/L CM-B-CD quiral - (En todos los [132]
) . Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 20°C; V: individual casos > 2.0)
6- Terbutalina . L
R 25 kV; Inyeccién: 10 cm x 5 s; Deteccion: UV
(Agonistas B2
P 210 nm
adrenérgicos)
1- Clembuterol
2- Bambuterol BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 3.5 + 10 Determinacion
3- Procaterol mM CM-3-CD enantiomérica . . - - .
4- Salbutamol Capilar: 75 pm d.i. x 40 cm Le,; T* 15°C; V: individual en Trltu:aﬁ;on,fiﬁzit;g;on en 3(_1_221' i: gg' [146]
5- Tulobuterol 20 kV; Inyeccién: 10 kV x 5 s; Deteccién: UV diferentes guay ’ 5'_ é 3) -
(Agonistas B2 200 nm comprimidos ’
adrenérgicos)
Broncodilatadores y antiespasmédicos
Glicopirrolato BGE: 30 mM tampon fosfato, pH 7.0 + S-f3- s
. o Determinacion
(Antagonista de los CD (2.0 %, p/v) enantiomérica 0.3 mg/L
receptores Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 25°C; V: - ’ [147]
o L . - en >2.0
muscarinicos de la 20 kV; Inyeccién: 0.5 psi x 5 s; Deteccién: di to?
acetilcolina) UV 210 nm medicamento
Broncodilatadores y tratamiento de la obesidad
BGE: 30 mM tampon fosfato, pH 3.5 + 15 Determinacién
Higenamina mg/mL CM-B-CD enantiomérica Trituracién, disolucién en _
& . Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 25°C; V: en semillas de MeOH, filtracién y diluciéon [148]
(Agonista B2 V- o . ) o 94)
drenérgicos) 20 kV; Inyeccién: 0.5 psi x 20 s; Deteccion: Nelumbo con agua.
4 5 UV 210 nm nucifera
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Psicoactivos

1- Efedrina

BGE: 20 mM tampon fosfato, pH 2.5 +

2- Pseugloefed.rma S-p-CD (4.0%, p/v) + EtOAc (05 %, Deterr'mna}c%on
3- Metilefedrina o enantiomérica 1-1.9 mg/L
. v/v)+ SDS (1.0 %, p/v) + BuOH (4.0 e
4- Norefedrina o . o individual de 2-1.6 mg/L
_ . %,v/v)+i-PrOH (3.0 %, v/v) . - [109]
5- Dietilnorefedrina . . a las impurezas (En todos los
. Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: J .
6- Adrenalina o ) de sintesis de casos > 2.0)
. L. 20°C; V: -15 kV; Inyeccion: 3.4 kPa x 4 )
(Agonista adrenérgico de . Deteccion: UV 200 efedrina
los receptores del SCN) 5 eteccion: nm
BGE: 50 mM tampon fosfato sédico,
. pH 3.0 + S-B-CD (5.5 %, p/v) + SDS
.Anf'etaana (1.5 %, p/v) + EtOAc (0.5 %, v/v) + Determinacion 1.5 mg/L
(Agonista indirecto de los o . o L .
. BuOH (3.5 %, v/v) +i-PrOH (2.5 %, enantiomérica . . (Levoanfetamin
receptores presinapticos de / 4 Disolucién en agua. a) [110]
noradrenalina y dopamina i v V) . e farmaco
del SNC) Capilar: 50 pm d.i. x 42 cm Le.; T*: comercial (>2.0)
20°C; V: -14 kV; Inyeccién: 0.5 psi x 4
s; Deteccion: UV 200 nm
1- Efedrina 1- 8.6 mg/L!
(Agonista adrenérgico de los (2.8)
receptores del SCN) 2-1.0 mg/L!
2- Metilpseudoefedrina (2.0)
3- Anfetamina 3-15.5
- i 1
4 Me.ztanfetam.m a BGE: 50 mM tampoén formiato mg/L
5- Etilanfetamina o o s (5.3)
6- (3.4 amonico, pH 2.2 + HS-y-CD (0.26 %, Determinacién 4-48 mg/L!
. o . p/v) enantiomérica Disolucién en agua y ;
metilendioxeanfetamina) . . a e . - (2.8) [149]
Capilar: 50 pm d.i. x 90 cm Lt.; T individual en filtracién.
7- (34- : 9 ) 5-1.8 mg/L!
. .. . 25°C; V: 20 kV; Inyeccién: 7.25 bar x anfetaminas.
metilendioximetanfetamina) 10 s Deteccion: MS (3.3)

8- (3,4-metilendioxi-N- ! ’ 6- 7.4 mg/L!
etilanfetamina) 9.8)
(Agonista indirecto de los 7- 3.2 mg/L!

receptores presindpticos de la (3.6)
noradrenalina y dopamina 8- 3.0 mg/L!
del SNC) (2.6)
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1- Mefedrona
2- Metilefedrina
3- Metilendioxi-

pirovalerona

-)

BGE: 80 mM tampon fosfato, pH 2.5 +
12 mg/mL B-CD
Capilar: 50 pm d.i. x 71.5 cm le.; T*
25°C; V: 30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 5
s; Deteccion: UV 200 nm

Determinacién
enantiomérica
simultdnea en
muestra de
cabello humano

PLE de la muestra dopada
con agua alcalinizada a pH
10.0 con hidréxido aménico
(28 %, v/v), dilucién del
extracto conaguaapH10y
filtracion.

Posterior SPE en linea con
sorbente Oasis HLB y elucién
con MeOH/ acido férmico (2

% v/ V).

1- 0.02 ng/mg
(1.6)
2-0.02 ng/mg
(1.6)

3- 0.1 ng/mg
(>20)

[150]

1- 3,4-metilendioxi-
metanfeamina
2- Metanfetamina
(Agonista indirecto de los
receptores presindpticos de
la noradrenalina y
dopamina del SNC)
3- Ketamina
(Antagonistas de los
receptores de glutamato)

BGE: 100 mM tampon fosfato, pH 3.2
+20 mM B-CD
Capilar: 50 pm d.i. x 30 cm Le.; T
25°C; V: 15 kV; Inyeccién: 5 kV x 7 s;
Deteccién: UV 200 nm

Determinacién
enantiomérica
simultdnea en
papel (embalar,
aluminio y
plastico)

Las muestras se pusieron en
contacto con los
contaminantes durante 5 dias.
Posteriormente, extraccion
con acido acético y filtracién.
DLLME con
isopropranol/cloroformo
(92.5:7.5, v/v), centrifugacién,
evaporacion del extracto
organico y reconstitucion en
agua.

1- 0.08 ug/L

2-0.20 pg/L

3-0.15 ug/L
(En todos los
casos >1.9,

[151]
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1-11 pg/L

(16)
1- Dimetilcatinona x 1(10 g)g/L
2- Metcatinona 3.3 5' ug/L
3- Bufedrona (O 8)
4- Pentedrona 43 7'” oL
5- Metedrona (> 20)
6- Metilona 5.50 p gL
7- Mefedrona BGE: 100 mM tampén fosfato, pH 2.5 Determinacid 'NS
8- Etilona +10 mM B-CD eterminacion o (NS)
9-3,4-DMMC Capilar: 50 pm d.i. x 49 cm Le.; T* ‘;‘;ﬁi‘;ﬁfﬁr‘; D‘S"Cl;l;g’irf‘uer;gf;fl{ y 6- 9(15 g‘)g/L [152]
10- Pentilona 25°C; V: 25 kV; Inyeccion: 10 kV x 10 droeas & : 7.5 0 oL
11- MDPV s; Deteccién: UV 206 nm gas. Lo
(Agonista indirecto de los 8 3( 8 p) oL
receptores presindpticos de (1 8)
la noradrenalina y 9. 5.0' ug/L
dopamina del SNC) (>2.0)
10- 6.7 pg/L
(>20)
11-5.5 pg/L
(>2.0)
Treo-metilfenidato BGE: 50 mM tampén fosfato/ TEA, Determinacién LLE con agua/hexano (24:76,
(Inhibidor de la pH 3.0 + 20 mg/mL HP-B-CD enantiomeérica v/ V), centrifugacion, diluciéon 15 pg/L
recaptacion de la Capilar: 50 pm d.i. x 30 cm Le.; T*: en muestras de de la fase organica con agua, 2.0) [153]

dopamina y la
noradrenalina)

25°C; V: 20 kV; Inyeccién: 6 kV x 50 s;
Deteccién: UV 200 nm

fluidos orales

evaporacion y reconstituciéon
con acido acético IM.
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Sedantes

Suero: LLE con cloroformo de
la muestra tratada con NaOH
hasta pH9y ACN,
centrifugacion, evaporacién
de la fase organica y

BGE: 150 mM tampén fosfato/ TEA, pH 2.5 ]zr?;ftrircl) 1;2222 reconstituciéon en agua.
Metadona M08 A)\; /p v/)V) * MO0 % en muestras rocefi);rlrﬁz;ltie;tli(;;cl) en el 0.05 mg/L
. .. . . a. 1o, dopadas de P 5 ’ [154]
(Agonista opioide)  Capilar: 50 pm d.i. x 41.5 cm l.e,; T* 15°C; V: suero. orina suero, en este caso de la (2.0)
25 kV; Inyeccion: 15 kV x 40 s; Deteccion: aire e;<hala d(})/ muestra diluida (1:5, v/v) con
UV 200 nm condensado. ' agua. 3
Aire: Condensacién en
trampa fria de aire exhalado.
Las tres muestras fueron
posteriormente dopadas antes
del analisis.
Disolucién con HC1 0.1M,
) . L. dopado, centrifugacion,
1- Mefobarbital BGE: 40 mM tampon ace.ztato amonico, pH Determinacion recogida del sobrenadante, 1- 7.8 mg/L
. 7.0 + 50 mM poli-L-SUCIL N .
2- Pentobarbital . . U enantiomérica SPE con cartuchos Oasis 2-7.8 mg/L
3- Secobarbital Capilar: 50 um d i. x 60 em Le,; T 20°C; V: simultanea en MCX, elucién con ACN 3- 7.8 mg/L [155]
25 kV; Inyeccién: 2 mbar x 5 s; Deteccion: T !
(Depresores del SNC) MS suero humano evaporacion de eluato y (2.0)
reconstitucion en ACN/H>O
80:20.
Zopiclona BGE: 80 mMI:?;/[n pcci\r/}—fpo—s(f;?)to, pH25+5 Determinacién Trituracién, disolucién en
(Agonista del Capilar: 50 pm d.i. x 42 cm Le.; T 25°C; V: enantiomérica ACN, fllt'rac1o'n, evaporacién 0.1 mg/L [156]
receptor . o . o en y reconstituciéon en (>20)
X . 27 kV; Inyeccién: 55 mbar x 30 s; Deteccién: ..
benzodiazepinico) UV 305 nm comprimidos agua:ACN (9:1, v/v).
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Suplementos dietéticos

BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 2.5 + HS-

Inyectable: Dilucién con agua.

Derivado de acido B-CD (25 %, p/v) Deterr'mna}c%on Plasma: ]?opado in vivo en
. P . . a. 10 enantiomérica rata, recogida de muestras de 0.15 mg/L
piroglutdmico Capilar: 50 um d.i. x 72 cm Le.; T 15°C; V: - en invectable sanore a diferentes Hempos > 2.0) [157]
(--) 30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 15 s; Deteccién: 4 y & . . P ’
UV 260 nm plasma tras la ingestién y
centrifugacion.
Derivatizacion del analito con OPA/NAC
BGE: 37.5 mM tampén tetraborato, pH 9.3 + Determinacion
Acid it 50 mM HP-B-CD + DMSO (18 %, v/v) tioméri Disolucion en bicarbonato _
Nectirc())tsasrp‘::rx;sr Capilar: 75 pm d.i. x 40 cm Le.; T%: 20°C; V: enan ;);nerlca sodico, filtracién y dilucién (>2.0) [158]
( ) 30 kV; Inyeccién: 6.9 kPa x 5 s; Deteccién: comprimidos 1:4 con N-acetil-L-cisteina. :
LIF (Excitacién a 488 nm y emision a 520 P
nm)
Tratamiento del Alzheimer
Hup'eljzma A BGE: 50 mM tampon acetato, pH 5.0 + L,L- . ..
(Inhibidor de o o Determinacion . ., . .
dlcolinesterasa y AV (0.2 %, p/v) + t-BuOH (10 %, v/v) enantiomérica Trituracién, disolucién en 4170 pg/L
agreﬁa onista de los Capilar: 50 pm d.i. x 55.5 cm Le.; T*: 25°C; V: on MeOH, filtrado, evaporacion, (18) [159]
& 20 kV; Inyeccién: 30 mbar x 3 s; Deteccién: L. y reconstitucién en MeOH. :
receptores de UV 230 nm comprimidos
glutamato)
Tratamiento de cincer, artritis reumatoide y psoriasis
( AI\/[tetotre.xtatc()i 1 BGE: 25 mM tampon fosfato, pH 7.0 + 3 Determinacién Centrif i6n. d tacic
,n. agor/u.s ade mg/mL HP-B-CD + 1 mM BrNS + MeOH enantiomérica en ugaa'o,n, ecar} acion,
acido félico, e o y reconstitucion del sélido en
o R (20 %, v/v) en extracto de . ) . 0.3 uM
inhibidor enzimatico . . SN ) disolucién salina de Hanks, [160]
o Capilar: 75 pm d.i. x 60 cm Le.; T 20°C; V: células . ) (1.5)
de la sintesis de . 7 dopado, centrifugacion, y
urinas 30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 5 s; Deteccién: humanas filtracion del sobrenadante
purnas y Fosforescencia con excitacion a 294 nm leucémicas ’
pirimidinas)
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Tratamiento de la diabetes

BGE: 25 mM tampoén acetato, pH 4.75 + 5

0 ﬁ.llc))gdhpt(lin 1 mM SBE-B-CD Deterémna/c%on )
n di L ‘g dﬂe a Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T* 16°C; V: enan :rrlne“ca - (‘g‘i‘;L [161]
peppt)ic?asa 4) 18 kV; Inyeccién: 20 mbar x 4 s; Deteccién: medicamento? :
] UV 200 nm
.. BGE: 20 mM tampon fosfato, pH 2.5 + DM- Determinacion Corr}prlml.c/los: Trituracion,
Repaglinida B-CD (125 %, p/v) enantiomérica disolucién en MeOH,
(Estimulador de la . > b a. Ao filtracion y dilucion. 100 pg/L
. . Capilar: 50 pm d.i. x 36 cm Le.; T%: 20°C; V: en . . . [162]
liberacién de o - o Medicamento: Disolucién en (2.0)
. : 20 kV; Inyeccion: Gravedad; Deteccion: UV comprimidos y a
insulina) 243 nm medicamento? MeOH, dilucién en agua y
filtracion.
. - BGE: 50 mM tampon acetato/ Tris, pH 4.75 s
(Izﬁfll;glcl)fgreﬁa + 20 mM SBE-a-CD ]zr?;ftrircl) 1;2222 Trituracién, disolucion en 25 mg/L
di tidil Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 15°C; V: agua, centrifugacion y i (5.2) [163]
pe;)Pt)iec?a:I;al 4) 25 kV; Inyeccién: 50 mbar x 4 s; Deteccién: compiir;ni dos filtracion del sobrenadante. :
] UV 200 nm
Tratamiento de la dispepsia
BGE1-: 50 mM tampon fosfato, pH 2.5 + 20 S
Determinacion
1-0 | mM RAMEB tioméri 1-0.9
meprazo BGE2-: 50 mM tampén fosfato, pH 7.0 + 5 enanpometica Trituracién, disolucién en 9 mg/L
2- Pantoprazol mM SBE-B-CD individual en MeOH, centrifugacién 39 [164]
(Inhibidor de la . . a. 150, comprimidos - o & y 2-1.1mg/L
Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 15°C; V: filtracion de sobrenadante.
bomba de protones) 20 kV; Inyeccién: 50 mbar x 1 s; Deteccién: de omeprazol o 25)
UV 1- 210 y 2-300 nm pantoprazol
BGE: 100 mM tampén fosfato/ Tris, pH 2.5
Omeprazol + 20 mM HP-B-CD + 1 mM ditionito Determinacion Disolucién en NaOH 06
(Inhibidor de la Capilar: 75 pm d.i. x 50 cm Le.; T%: 15°C; V: enantiomérica 0.1M/tamp6n borato pH 9.2 ’ (anﬂ‘ [165]
bomba de protones) 28 kV; Inyeccién: 0.5 psi x 5 s; Deteccién: en pastillas (8:92, v/v) y centrifugacién. '
UV 301 nm
BGE: Borax/tampén fosfato (50/150 mM), Determinacion
Pantoprazol pH 6.5 + 20 mg/mL SBE-3-CD enantiomérica 0.9 mg/L
(Inhibidor de la Capilar: 50 pm d.i. x 38 cm Le. on Disolucién en NaOH 0.1M. ’ (3.0) [166]
bomba de protones) T%:16°C; V: 10 kV; Inyecciéon: 10 cm x 10 s . ’
medicamento?

Deteccion: UV 290 nm
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Tratamiento de la enuresis

Darifenacina BGE: 50 mM tampon fosfato/ TEA, pH 2.5 + Determinacion
(Bloqueante del HS-y-CD (10 %, p/v) tioméri Trituracién, disolucién en 123
receptor Capilar: 50 pm d.i. x 31.2 cm Le.; T%: 25°C; V: ehan eorrlnerlca tampon fosfato, filtracion y ' (918;5/1‘ [167]
muscarinico de la 25 kV; Inyeccién: 0.6 psi x 3.5 s; Deteccion: comprimidos dilucién en tampoén. ’
acetilcolina) UV 286 nm P
Tratamiento del hiperparatiroidismo
Cinacalcet BGE: 150 mM tampn fosfato, EH 27+3.1 Determinacion Trituracién, disolucién en
L. mM HP-y-CD + MeOH (2 %, v/v) L . -
(Regulador alostérico . . a. 1o, enantiomérica EtOH, centrifugacion y 0.3 mg/L
Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 18°C; V: o [168]
del receptor de sensor . 7 en dilucion del sobrenadante con 2.0
de calcio 26 kV; Inyeccién: 50 mbar x 3 s; Deteccién: comprimidos acua
) UV 220 nm P gua.
Cinacalcet BGE: 150 mM tampén fosfato, pH 2.5 + HP- Determinacion
(Regulador y-CD (0.5 %, p/v) + MeOH (20 %, v/v) tiomeéri Trituracién, disolucién en 0.15
alostérico del Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T 20°C; V: enan ;);nerlca MeOH, dilucién con agua y : (1123(;/1‘ [169]
receptor de sensor 25 kV; Inyeccién: 50 kPa x 5 s; Deteccion: imid filtracion. :
de calcio) UV 214 nm COMPTIIICOS
Tratamiento de migrafias y jaquecas
Zolmitriptdn BGE: 50 mM tampon citrato, pH 4.6 + 20 S
. . Determinacion
(Agonista selectivo de mM SBE-p-CD enantiomérica Disolucién con tampén 0.3 mg/L
los receptores de la Capilar: 50 pm d.i. x 72 cm Lt.; T 25°C; V: . P ’ [170]
L - 9 en citrato. (3.0)
contraccién vascular 30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 3 s; Deteccién: .
medicamento?
craneal) UV 225 nm
Tratamiento de la obesidad
Slb.u.t'ramma BGE: 50 mM tampén fosfato, pH 3.0 + 10
(Inhibidor de la . ..
tacion de mg/mL M-3-CD Determinacion 05 mg/L
recaptacic Capilar: 50 pm d.i. x 56 cm Le.; T 20°C; V: enantiomérica -- i [171]
serotonina, L . ; (2~O)
K 20 kV; Inyeccién: 50 mbar x 3 s; Deteccién: en capsulas
noradrenalina y
. UV 225 nm
dopamina)
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Tratamiento del Parkinson

BGE: 50 mM tampén fosfato, pH 2.8 + 25

89

( APZZIizltiegl(:llos mM CM-3-CD 22;?;2 ﬁaé?iz): Trituracién, disolucién en 0.9 mg/L
%‘ece tores Capilar: 75 pm d.i. x 40 cm Le.; T*: 25°C; V: on agua, centrifugacion y ’ 37) [172]
dopamil; érgicos) 25 kV; Inyeccién: 3.45 kPa x 5 s; Deteccién: comprimidos filtracion del sobrenadante. :
UV 262 nm
Mezcla de familias de farmacos
1- Acido mandélico
(Tratamiento del
acné, actividad
humectante y
exfoliativa)
2- Warfarina Separacién
3- Coumaclor 1-, 2-, 3- BGE: 50 mM tampén fosfato/ Tris, quiral
(2-, 3- pH 6.1 + 5 mM ERM individual. a- Trituracion, disolucién en a-2-12 pM!
Anticoagulantes Capilar: 75 um d.i. x 30 cm lLe.; T*: 20°C; V: - Aplicacién a la MeOH:agua (50:50, v/v) y b-1-12 uM!
inhibidores de la 10 kV; Inyeccion: 2.5 kPa x 5 s; Deteccién: determinacién filtracion.
enzima hepética que UV 305 nm enantiomérica ' ] ] ' (1- 4.6; 2- 2.0; 173
reduce la vitamina K) 4-, 5-, 6-, 7-, 8- BGE: 50 mM tampoén de: a- warfarina b- Trituracion y disolucién en 3-3.0,4-11.4; [ 1
4- Flurbiprofeno fosfato/Tris, pH 6.1 + 5 mM ERM en MeOH:agua (50:50, v/v). 5-10.9; 6-
5- Indoprofeno Capilar: 75 pm d.i. x 30 ecm Le.; T*: 20°C; V: comprimidos y 4.8;7-5.0; 8-
6- Ketoprofeno 1,2,3,4-10 kV; 5- (-5) kV; Inyeccién: 2.5 b- flurbiprofeno 9.9)
7- Fenoprofeno kPa x 5 s; Deteccion: UV 254 nm en
8- Ibuprofeno comprimidos
4-, 5-,6-,7-, 8-
Antiinflamatorios
inhibidores de la
prostaglandina
sintetasa)
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1- Warfarina

(Anticoagulante 1- BGE: 20 mM tamp6n fosfato, pH 8.4 +
inhibidor de la SBE-p-CD (2.0 %, p/v) +NLips (1.2 %,
enzima hepatica que p/ V) Separacién
reduce la vitamina K) 2- BGE: 20 mM tampén fos'fato, pH52+ ];c)iuiral
2- Naproxeno SBE-B-CD (2.0 %, p/v) ,+ NLips (1.2 %, p/v) individual.
3- Ketoprofeno 3- BGE: 20 mIZ/[ tampoén fos'fato, pH0 4.0+ Aplicacion a la 2-4.5 mg/L
(Antiinflamatorios SBE-3-CD (1.5 %, p/v) + NLips (1.2 %, p/V) d S _ P e
; , eterminacion (1-2.2;2-1.6; [106]
inhibidores de la 4- BGE: 20 mM ;campon fosfa"co, pH 2.? + enantiomeérica 3-1.5; 4-2.6)
prostaglandina SBE-B-CD (1.5 %, p/v) + NLips (0.96 %, de naproxeno
sintetasa) ) . p/v) a. Ao en
4- Amlodipino Capilar: 50 pm d.i. x 24.5 cm lLe,; T 25°C; V: medicamento?

1-, 2-, 3- (-6 kV) y 4- (-10 kV); Inyeccién: 50
mbar x 5 s; Deteccion: UV 1- 305 nm, 2- 235
nm, 3- 256 nm, 4- 237 nm

(Antihipertensivo,
antagonista de los
iones calcio)

1Se corresponde con el mayor LOD de los dos enantiémeros.

2Medicamento: farmaco con excipientes sin estar en su forma comercial.

3Mayor LOD encontrado para los enantiémeros correspondientes a los diferentes metabolitos.

3,4-DMMC: (#)-1-(3,4-dimetilfenil)-2-(metilamino)propan-1-ona; ACN: Acetonitrilo; ANDA: Acido 7-amino-1,3-naftalendisulfénico; BGE: Medio de separacién; Bond
Elut Plexa: Polimero para retencién de analitos neutros e idnicos; BrNS: Acido 1-bromo-4-naftalensulfénico; BSA: Albtmina sérica bovina; BuOH: Butanol; CD:
Ciclodextrina; CIL: Liquido iénico quiral; CIL1: L-alanina-tert-butilesterbis(trifluorometano)sulfonimida; CIL2: L-valina-tert-butilesterbis(trifluorometano)sulfonimida;
CM-B-CD: Carboximetil-3-CD; DCM: Diclorometano; DLLME: Microextraccion liquido-liquido dispersiva; DM-B-CD: Heptakis(2,6-di-O-metil)-p-CD; DMSO:
Dimetilsulféxido; EMIM-L-L: 1-etil-3-metilimidazolium-L-lactato; ERM: Eremomicina; EtOAc: Acetato de etilo; EtOH: Etanol; HCl: Acido clorhidrico; HLB: Sorbente
para retencién de compuestos hidrofilicos e hidrofébicos; HP-B-CD: (2-hidroxipropil)-B-CD; HP-y-CD: (2-hidroxipropil)-y-CD; HPLC: Cromatografia liquida de alta
eficacia; HS-B/y-CD: B/y-CD con alto grado de sustitucion sulfatada; i-PrOH: Isopropranol; L,L-AV: N-undecanoil-L,L-alanil-valinato; LIF: Fluorescencia inducida por
laser; LIP: Fosforescencia inducida por laser; LLE: Extraccion liquido-liquido; LOD: Limite de deteccion; MAX: Intercambio aniénico en modo mixto; MCX: Sorbente
para intercambio catiénico; MD: maltodextrina, MD-DE 4-7: Maltodextrina con 4-7 equivalente de dextrosas; MDPV: (+)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-(pirrolidin-1-
il)pentan-1-ona; MeOH: Metanol; M-a-CD: Metil-a-CD; M-B-CD: Metil-B-CD; MOPS: Acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico; MS: Espectrometria de masas; NAC: N-
acetil-L-cisteina; NaOH: Hidroxido sédico; NLip: Nanoliposoma; NS: No separacién; OPA: O-ftaldialdehido; OS-y-CD: Octa(6-O-sulfo)-y-CD; PDDAC: Poli(cloruro de
dialildimetilamonio); PLE: Extraccién con liquidos presurizados; Poli-L-SUCIL: Poli-(N-undecenoxicarbonil-L-isoleucinato de sodio); Poli-L,L-SULA: Poli-sodium-N-
undecenoil-L,L-leucilalaninato; Poli-L,L-SULV: Poli-sodium-N-undecenoil-L,L-leucilvalinato, RAMEB: (B-CD metilada aleatoriamente; Rs: Resolucién; RS86017:
(-)7R,13aS-N-p-chlorobenzyl-2,3-methylenedioxyl-9,10-dimethoxyl-5,8,13,13a-tetrahydro-6H-dibenzo[a,g]quinolizinium chloride; S-a-CD: a-CD sulfatada; S-p-CD: p-
CD sulfatada; Sal de Hank: Disolucién rica en iones bicarbonatos; SBE-B-CD: Sulfobutileter-B-CD; SDC: Deoxicolato sédico; SDS: Dodecil sulfato sédico; SNC: Sistema
nervioso central; SPE: Extraccion en fase sélida; Strata-X-C: Polimero para intercambio catiénico fuerte y fase reversa; Tampoén Britton-Robinson: Tampén basado en la
mezcla de 40 mM acido bérico + 40 mM acido fosférico + 40 mM écido acético; t-BuOH: Terc-Butanol; TEA: Trietanolamina; TM-f-CD: Heptakis 2,3,6-tri-o-metil-p-CD;
Tris: Tris(hidroximetil)Jaminometano; UV: Ultravioleta; VC: Vancomicina
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Introduccion general y objetivos

Ademads de las CDs, se han empleado otros selectores quirales como la
proteina BSA (Albtimina Sérica Bovina) para separar analgésicos [114],
antibiéticos como eremomicina para separar diversas familias de farmacos [173],
liquidos i6nicos quirales para separar antibiéticos [119] y antiinflamatorios [141],
micelas poliméricas para separar anticoagulantes [121], antidepresivos [123],
sedantes [155] y farmacos para el tratamiento de Alzheimer [159], asi como
maltodextrina [111] y maltodextrina derivatizada con varios equivalentes de
dextrosas para la separacion enantiomérica de varios analgésicos [112],

antidepresivos [122] y antihipertensivos [136].

En lo que se refiere al modo de deteccién, mayoritariamente se empleo el
detector UV-DAD. En el caso de analitos que no absorben la radiaciéon UV, fue
necesario un proceso de derivatizacion con diversos reactivos como 4acido 7-
amino-1,3-naftalendisulfénico (ANDA) [142] y O-ftalaldehido (OPA)/N-acetil-L-
cistetna (NAC) [158]. Otros modos de deteccion empleados han sido la
conductimetria, la fosforescencia (empleando derivatizacién con el acido 1-
bromo-4-naftalensulfénico (BrNS) [127, 160]), MS y la detecciéon electroquimica.
Estos sistemas de deteccion permitieron alcanzar LODs a niveles de los pg/L y

nM.

Dada la baja concentracion a la que pueden encontrarse los analitos, sobre
todo en las muestras de fluidos biolégicos, se hace necesaria una etapa previa de
pre-concentraciéon mediante diversas técnicas, como son la extracciéon en fase
solida (SPE) [103, 104, 121, 123, 145, 155], microextraccion en fase liquida (LPME)
[122], extraccién liquido-liquido (LLE) [19, 115, 116, 129, 153, 154], extraccion
mediante liquidos presurizados (PLE) [150], microextracciéon liquido-liquido

dispersiva (DLLME ) [151] y extraccion por electromembrana (EME) [126, 130].
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Introduccion general y objetivos

I.4 Separacidon enantiomérica de compuestos de interés medioambiental por

Electroforesis Capilar

Como ya se ha comentado anteriormente, la separaciéon enantiomérica de
compuestos de interés medioambiental también presenta un elevado interés.
Dado que, en este caso, el nimero de trabajos aparecidos en la bibliografia ha sido
considerablemente inferior a los publicados en relacién a las separaciones quirales
llevadas a cabo en el campo farmacéutico, en este apartado se han considerado
todos los trabajos relacionados con la separacién quiral de compuestos de interés
medioambiental en el formato de la CE (EKC, CEC, NACE) y publicados hasta la
fecha. La Tabla I.3 detalla las caracteristicas de las metodologias analiticas
desarrolladas en los trabajos en los que se ha descrito la determinacion
enantiomérica de farmacos, fungicidas, herbicidas, insecticidas y nematicidas en
muestras de agua, suelos o formulaciones agroquimicas con fines a evaluar el
impacto de la presencia de dichos compuestos en el medioambiente y la calidad
de las formulaciones comerciales, asi como llevar a cabo estudios de degradacion

[174-179] o de biotransformacion [180].

Utilizando la sal biliar colato sédico (SC) como selector quiral y SDS como
cosurfactante en una fase orgénica formada por MeOH/ACN, se llevé a cabo la
separacion enantiomérica individual de varios insecticidas organofosforados
mediante NACE [181]. Por su parte, el modo CEC permiti6 la determinacién
enantiomérica y el estudio de la degradacion enantioselectiva del herbicida
fenoxidcido dicloroprop en muestras de suelo utilizando una columna monolitica
basada en un derivado de tergurida [177] y la determinacién enantiomérica
individual de un grupo de fungicidas (fenilamidas y triazoles) utilizando una

columna de celulosa [182].
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Tabla 1.3. Articulos publicados en los que se describen separaciones quirales de compuestos de interés

medioambiental por CE en aguas, suelos y formulaciones agroquimicas.

Analito LOD
(Familia Medio de separacion Aplicacion Tratamiento de muestra (Rs) Ref.
quimica)
Farmacos
1-1.3 pg/L
1- Pindolol BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 2.5 + Determinacion SPE con cartucho de extraccién (1-1.8)
2- Atenolol M-B-CD (1.25 %, p/v) enantiomérica SBA15-C18 de las muestras dopadas 2-1.3 pg/L
3- Propranolol Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T 30°C; simultanea en con los racematos. Eluciéon con (2-1.0) [183]
4- Metoprolol V:20 kV; Inyeccion: 10 kV x 6 s; agua de rio, MeOH, evaporacién del extracto a 3- 1.3 pg/Lt
(Hidroxipropil Deteccién: UV 2- y 4- 200 nm; 1- y 3- 220 grifoy sequedad y reconstitucién del residuo (3-2.0)
aminas) nm subterrdnea en tampon. 4-1.6 ng/L
(4-1.0)
BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 2.5 + S- e L.
o ’ o Estabilizacion de la muestra con acido
P-CD (40 %, p/v) + TM-H-CD (0.5 %, Determinacién nitrico 1 M (0.1 %; v/v),
Ketoprofeno p/v) +20 mM SDS L . . o 2.5nM
. . . . enantiomérica almacenamiento en oscuridad a 8°C 'y [184]
(2-aril propionato) Capilar: 50 pm d.i. x 24.5 cm lLe,; T enaguaresidual  previamente a su andlisis, dopado y (>20)
25°C; V: -15 kV; Inyeccién: -15 kV x 30 . . 4
min; Detecciéon: UV 200 nm filtracion.
Fungicidas
Propiconazol BGE: 25 mM tampon fosfato, pH 7.0 +
(- ena.ntlc')meros 30mM HDP *y-CD +75 mM SDDS * MeOH Determinacién Dopado de la muestra, 1- 0.75 mg/L
mayoritarios y 2- (10 %, v/v) + ACN (5 %, v/v) S . L -
enantiomeros Capilar: 75 um d.i. x 50 cm Le; T% 23°C; enantiomérica centrifugacién, decantaciéon y 2-0.09 mg/L [185]
minoritarios) V: 30 kV; Inyeccion: hidrodindmica x 6.5 enlodo filtracion. 20)
(Azol) s; Deteccion: UV 190 nm
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Separacién

enantiomérica
1- BGE: 50 mM tampé6n MES pH 6.5 + 15 individual.
1- Metalaxil mM SUC_Y_CD,+ 2M Urea Aphcac.l on E.jl,la Sélidos: Disolucién en MeOH. 1- 4.2 mg/L!
. 2- BGE: 50 mM tampé6n MES pH 6.5 + 5 determinacion T B
2- Benalaxil M Suc-B-CD + 2 M U tiomeéri Liquidos: Dilucién en MeOH o en (3.1) [186]
(Fenilamidas) M Suc-p- s chantommerica BGE:agua (50:50, v/v). 2-5.6 mg/L1
Capilar: 50 pm d.i x 50 cm Le.; T*: 15°C; en productos (15)
V:30 kV, Inyeccién: 25 mbar x 3 s; agroquimicos
Deteccién: UV a 210 nm comerciales en
estado sélido y
liquido
Determinacion Dopado de la muestra, extraccién con
BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 3.0 + 5 enantiomérica MeOH, centrifugacién, evaporacion
Imamalil mM B-CD estudio de la y parcial del sobrenadante y dilucién 025 m
(Azol) Capilar: 75 um d.i. x 40 cm Le.; T*: 20°C; deeradacion del (1:10, v/v) en tampon. Los estudios " 4 O)g/L [174]
V: 25 kV; Inyeccion: 0.5 psi x 5 s; & i de degradacion se hicieron en '
Deteccién: UV 214 nm rac:lnezioos en diferentes condiciones
experimentales.
Tamizado, dopado de la muestra con
Separacion racemato de triadimefon, adicion de
BGE: -- mM tampon fosfato, pH3.0 +S-  enantiomérica y ;(aigua dte ezri]tilr}que;e 1?c1.1bac10r;a BELE
Triadimefon P-CD (2%, p/v) estudios de colrl‘lrzzefona (lt:;tricf)tsl e;t?érr? er(l:lﬁ/ucién -
Triadimenol Capilar: 50 pm d.i. x 53 cm Le.; T%:-- °C; biotransforma- (15, v/ d,l b & dant y >2.0) [180]
(Triazoles) V: -20 kV; Inyeccién: --; Deteccion: UV ci6én en suelo de 5, v/v) del sobrenadante con agua, ’

220 nm

triadimefon en
triadimenol

preconcentracién SPE con cartucho de
extraccion ODS-6, elucion con
acetona, evaporacion del extracto a
sequedad y reconstitucién en tampon.
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1- Metalaxil

2- Benalaxil
3- Diniconazol
4- Hexaconazol
5- Miclobutanil
6- Tebuconazol
7- Uniconazol

8- Flutriafol

(1-2 Fenilamidas;

3-8 Triazoles)

Fase mévil: ACN/agua/formiato
amonico (90:9:1, v/v/v) pH 2.5
Columna de CEC: fase estacionaria de
celulosa tris(4-cloro-3-
metilfenilcarbamato; 100 um d.i. x 24 cm
Le.; T 25°C; V: -10 kV; Inyeccion: 10 bar
x 12 s; Detecciéon: UV 210 nm

Determinacion
enantiomérica
individual.
Aplicacién a la
determinacion
enantiomérica
de metalaxil en
agua de grifoy
suelos

Agua de grifo: SPE con cartucho de
extraccion C18 de la muestra dopada
con un producto comercial
enantioméricamente puro en R-
metalaxil, elucion con MeOH,
evaporacion a sequedad del extracto
y reconstituciéon del residuo en
ACN/agua (80:20, v/v).
Suelo: Extraccion con MeOH de la
muestra seca y dopada con el
producto comercial
enantioméricamente puro en R-
metalaxil. Evaporacién parcial del
extracto metanolico, dilucién con
agua y posterior LLE con acetato de
etilo. Secado de la fase orgénica con
sulfato de sodio, evaporacion a
sequedad y reconstitucién del residuo
en hexano. Finalmente, limpieza por
SPE del extracto con cartucho de
silice, elucion con acetato de
etilo/hexano (20:80, v/v),
evaporacion a sequedad y
reconstitucion del residuo en
ACN/agua (80:20, v/v).

1- 1.6 mg/L1
(1-27;2-1.3;
3-25;4-64; [182]
5-0.8; 6-2.6;
7-3.3;8-0.9)

Herbicidas

Glufosinato
(Organofosforado)

Analito derivatizado con cloruro de
dansilo.
BGE: 2 mM tampon fosfato, pH 6.5 + 17
mM y-CD
Capilar: 50 pm d.i. x 69 cm lLe.; T 25°C;
V: 30 kV; Inyeccion: 30 kV x 17-18 min;
Deteccién: LIF (Excitacion a 327 nm y
emisién a 557 nm)

Determinacién
enantiomérica
en agua de rio

La muestra dopada y acidificada a pH

3 con TFA es mezclada con 6xido de
titanio y tras su filtracién se introduce
en un cartucho de extraccién SPE.
Posteriormente, lavado con agua,
elucién con amoniaco 75 mM,
evaporacion del extracto a sequedad
y reconstitucion del residuo en
carbonato s6dico 10 mM.

2.6 nM!

25 [187]
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BGE: 75 mM tampon Britton-Robinson,
pH 5.0+ 6 mM VC

Determinacion

Tamizado de la muestra dopada con
una disoluciéon metanolica del
herbicida comercial de haloxifop
etoxietil éster racémico, seguida de la

I%f;lr?;;ff;p Capilar: 50 pm d.i. x 33 cm Le.; T 25°C; enantiomérica hidrolisis a su correspondiente 4cido. 0(53 F;I)VI [188]
( ) V: 20 kV; Inyeccion: 34.5 kPa x 2 s; en suelo LLE con DCM del hidrolizado acido :
Deteccién: UV 210 nm mezclado con MeOH/HCI 1M (9:1,
v/v) y agua. Evaporacién parcial del
extracto organico.
BGE: 100 mM tampén fosfato, pH 5.6 + Determinacion
1- Dicloroprop 1 mM B-CD + 4 mM a-CD tioméri SPE con disco de membrana Cis de la <1pg/L
2- Fenoprop Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T 22°C; z?;:ﬂ t(;r;::lgz muestra dopada, elucién con MeOH y (1-1.2; [189]
Fenoxiacidos V: 25 kV; Inyeccién: presion x 4 s; evaporacion parcial del extracto. 2-14
Y P agua de lago P P
Deteccién: UV 200 nm & 5
a- Formulacion comercial: Dilucién en
S agua.
DeterTnmzjlc.lon b- Suelo: Dopado de la muestra,
enantiomerica: extraccion asistida por ultrasonidos
BGE: 50 mM tampon acetato, pH 4.7 + a- formulacién P
. con ACN/agua/HAc (80:20:2, v/v),
. 25 mM TM-B-CD comercial y . L - a- 0.1 mg/L
DIC]OI"O’pI.'Op Capilar: 75 um d.i. x 50 cm Le.; T*: 30°C; b- suelos. centrl'fugamon, dece'lntaaon y LLE con b- 0.5 mg/L [175]
(Fenoxddcido) V: 20 kV; Inyeccion: hidrodindmica 30 Estudio de diferentes porciones de DCM. (2.0)

nL x 5 s; Deteccién: UV 230 nm

degradacion de
(-)-Dicloroprop
en suelo

Posteriormente, secado de la fase
orgénica con sulfato sédico, lavado
con DCM, evaporacion de los
extractos organicos a sequedad y
reconstitucion del residuo en ACN.
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Agua: SPE con cartucho de extraccion
C18 de la muestra dopada con OXA y
ESA racémicos. Elucién de
metolacloro con acetato de etilo

) ) Determinacion (analisis por HPLC-MS) y de OXA 'y
Metabolitos OXA B(éED (7255n;M tjﬁ;pfhz%ﬁo(’zg}; 9"? /:)Y— enantioméricay ~ ESA con MeOH (anélisis por CE-MS).
y ESA de Ca ilar.' 750 ’ Ir)n di x50 cm Le.: ,f,; 15°C estudio de Evaporacion y reconstitucion del 5 mg/L [176]
Metolacloro % 36 kV}'lIn e;c.cién' 05 .si.,x 16 . ’ degradacion de segundo extracto en MeOH:agua (=)
(Cloroacetinalidas) ’ ! D }1 o Msp ! metalocloro en (50:50, v/ v).
eeccion: agua y suelo Suelo: Los estudios de degradacién se
realizaron mediante extraccion
acelerada con isopropanol.
Posteriormente, SPE del extracto
como en el apartado anterior.
Secado, tamizado, dopado de la
T muesta e incubacién en oscuridad a
Fase Anéogl/ll\ierg\é T9E1A / I/{AC en Determinacion 20-23°C durante 23 dfas.
Col de CEC: f ©: ,tv .V) ia d enantiomérica y Diariamente, extraccion de una
Dicloroprop © Ernlna4 :minok.)uiisle e;; c81§ r{glI'{la ¢ estudio de porcién con MeOH, centrifugacién, 0.5 ng! [177]
(Fenoxiacido) ter (uz‘l d—zf' iOO mdi >)<-§5 5’ CI;’I] e)j Ta: degradacién dilucién del sobrenadante con agua y (1.8)
25§C' V- :15 kc' In .e.ccic’m.' 2 k\; x é S.' estereoselectiva ajuste a pH 2.0. LLE con DCM,
. .Detecci/c')n'yUV 25 4 m ’ en suelo evaporacion de la fase organica hasta
' sequedad y reconstitucién del residuo
en MeOH.
Insecticidas
BGE: 100 mM tampén borato pH 8.0 +
20 mM TM-B-CD + 100 mM SC +2M Determinacion
Cis-Bifentrina Urea enantiomérica Dilucién de la formulacién liquida 4.8 mg/L! [190]
(Piretroide) Capilar: 50 pum d.i. x 50 cm Le.; T*: 15°C; en formulacién comercial en MeOH (2.8)
V: 30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 2 s; comercial
Deteccién: UV 210 nm
BGE: 100 mM tampoén borato pH 8.0 +
15 mM Ac-B-CD + 75 mM SDC + 2M Determinacion
Bioaletrina Urea enantiomérica Dilucién de la formulacién en forma 0.3 mg/L! [191]
(Piretroide) Capilar: 50 pum d.i. x 50 cm Le.; T*: 25°C; en formulacion de spray en MeOH 9.0)
V: 30 kV; Inyeccién: 50 mbar x 2 s; comercial

Deteccion: UV 220 nm
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1- Piraclofos BGE: 100 mM SC + 50 mM SDS +

La muestra es triturada, secada y
seguidamente dopada con los

2- Profenofos MeOH/ACN (4:1, v/v) Separacién racematos. Posteriormente, extracciéon (1> é 0: 2
3- Protiofos Capilar: 50 um d.i. x 50 cm Le.; T%: 25°C;  quiral individual con MeOH en presencia de carbén 1 8'. 3. 1' 8/' 4- [181]
4- Sulprofos V: 30 kV; Inyeccion: 0.5 psi x 5 s; en suelo activo, filtracion, dilucion del extracto - 1 85 T
(Organofosforados) Deteccién: UV 200 nm con MeOH, evaporacion a sequedad y ’
reconstitucion de residuo en MeOH.
1,2,3,4- BGE: 25 mM Tris, pH 7.0 + 20 Separacion 1- 50 mg/L
1 Malation mM CM-B-CD puiral SPE en disco ISOLUTE (C8/ENV+)  (1-1.4; 2- 2.0;
5- BGE: 25 mM tamp6n borato, pH 9.0 + I de la muestra dopada con los 3-0.6;4-
2- Fentoato individual. . .
3. Fenamifos 10 mM CM-B-CD Aplicacién a la racematos. Elucion con acetato de (primer par de
) Capilar: 75 pm d.i. x 61.5 cm Le. (1-4) y o etilo/ dietiléter (50:50, v/v), enantiémeros [192]
4- Isomalation . a. Ao determinacion .
50 pm d.i. x 65 cm Le. (5); T*: 25°C; V: 24 .. evaporacion a sequedad del extracto 2.5, segundo
5- Naled ] o ) . enantiomérica G .
(Organofosforados) kV; Inyeccién: 50 mbar x 3 s; Deteccién: de malation en y reconstitucion del residuo en par de
8 UV 5-214 nm, 1-y 4- 230 nm y 2-y 3- acua de orifo MeOH. enantiémeros
254 nm guades 1.1); 5- > 5.0)
Nematicidas
Secado, trituracion y tamizado,
seguido del dopado de la muestra con
los racematos.
Metodologias de Extraccion:
1) PLE a 100°C, 1500 psi durante 5
. min con etanol, acetato de etilo o
1- Fenamifos y sus . .
metabolitos BGE: 50 mM acetato aménico, pH 5.0 + heptano (individualmente o en
(2- fenamifos sulfona 25 mM CM-B-CD + 10 mM HP-a-CD + Determinaciéon ~ mezcla) de la muestra dopaday seca  1- 4.7 mg/kg!
A , MeOH (5 %, v/v) enantiomérica con sulfato sédico. 2- 0.9 mg/kg? (193]
sulféxido) Capilar: 50 pm d.i. x 50 cm Le.; T% 25°C; simultanea en 2) Extraccién de la muestra dopada 3- 0.6 mg/kg?
(Organofosforados) V: 25 kV; Inyeccion: 0.5 psi x5 s; suelo con MeOH y centrifugacién. (2.0)

Deteccion: UV 214 nm

Posteriormente, evaporacion a
sequedad del extracto obtenido en
cada una de las dos metodologias,

reconstitucién en tampén 5 mM
HAc/amoniaco (pH 5.0) - MeOH (15
%, v/ V).
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Mezclas de diferentes pesticidas

1- BGE: 20 mM tamp6n tetraborato, pH
8.5 + 40 mM HP-B-CD + 100 mM SDS +

1- Crufqmato ACN (20 %, v/v) Deterr.mna}m.on
(Insecticida ) enantiomérica
2- BGE: 25 mM tampon tetraborato, pH A .
organofosforado) 85 + 25 mM TM-B-CD + MeOH (20 % individual y Incubacién de la muestra dopada con - [178]
2- Diclorprop ’ v/v) ” estudios de los racematos a 25°C durante 6 meses. ()
f(HerF’,‘C?ga) Capilar: - T% - V: 1- 20 kV y 2- 15 kV; degrada‘f“’n en
ehoxiactdo Inyeccién: -; Deteccion: UV 1- 200 nm y suelo
2-230 nm
1- BGE: 25 mM tamp6n tetraborato, pH
1- Dicloroprop 8.5 + 25 mM TM-B-CD
(Herbicida 2- BGE 20 mM tampon tetraborato, pH : . . . .
fenoxidcido) 8.5 +40 mM HP-p-CD + 100 mM SDS+  Determinacion 11;1211 eig;?i“iﬁﬂzli‘}:f;i‘é’;ﬂisla 1-3mg/L
2- Crufomato ACN (20 %, v/v) enantiomérica Extracci P MeOH. dilucién d l (2.0)
(Insecticida 3- BGE: 50 mM tampoén tetraborato, pH  individual de 1- xraceion con VeV, clucion de 2-5mg/L
organofosforado) 8.5 + 40 mM TM-B-CD y 2-enlodo, y extracto cor(liaguat, ce.zrfltrlfugaaon y (2.0) [194]
3- Acido Capilar: 75 um d.i. x 50 cm Le.; T%: 23°C;  de 3-en agua de 3- Filtracién ec?)rsltsg(?:ao ado de la 3-1mg/L
bromocloroacético V: 25 kV (15 kV para Dicloroprop); rio muestrayclz)n los racen?atos (2.0)
(Desinfectante de Inyeccién: hidrodindmica x 5 s; '

agua haloacético)

Deteccién: UV 2-y 3- 200 nm y 1- 230
nm
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1- Metalaxil
(Fungicida
fenilamida)

2- Imazaquin
(Herbicida
imidazolinona)
3- Dicloroprop
(Herbicida
fenoxiacido)
4- Fonofos
(Insecticida
organotiofosfato)
5- Crufomato
(Insecticida
organofosforado)

1- BGE: 30 mM tampon tetraborato, pH
8.5 + 40 mM y-CD + 100 mM SDS +
ACN (15 %, v/v)

2- BGE: 50 mM tampon acetato, pH 4.5
+15 mM DM-B-CD
3- BG5: 25 mM tampoén tetraborato, pH
8.5 + 25 mM TM-f-CD + 100 mM SDS +
ACN (15 %, v/v)

4- BGE: 20 mM tampén tetraborato, pH
8.5 + 25 mM y-CD + 100 mM SDS +
ACN (15 %, v/v)
5-BGE: 30 mM tampon tetraborato, pH
8.5 + 40 mM HP-B-CD + 100 mM SDS +
ACN (20 %, v/v)

Capilar: 75 um d.i. x 50 cm Le.; T*: 23°C;
V:3-y5-15kV, 2-y4-25kVy1-30 kV;
Inyeccién: hidrodindmica x 5 s;
Deteccién: UV 2-,3- y 4-200 nm y 1-y 5-
230 nm

Determinacién
enantiomérica
individual y
estudio de
degradacion en
condiciones
aerdbicas en
lodo

1,2y 4- Secado y tamizado de la
muestra dopada con los tres
racematos. Después de la adicion de
agua se deja en oscuridad y agitaciéon
durante 3 dias. Posteriormente,
centrifugacion y congelacion del
sobrenadante hasta andlisis.

3 y 5- Incubacién de la muestra a 25°C
durante 8 meses en oscuridad del
suelo, seco, tamizado y dopado con
los racematos y mezclado con agua.
Posteriormente, centrifugacion,
filtrado y analisis del sobrenadante.

1-2 mg/Lt
(1-1.6)
2-2 mg/Lt
@->2.0)
3- 2 mg/L!
(3-2.0)
4- 2 mg/Lt
(4-12)
5-2 mg/L!
(5-2.0)

[179]
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1- Bioaletrina

1- BGE: 50 mM tampén fosfato, pH 7.0 +

(Ii‘rsee;t;fé‘i;‘ 15 mM HP-B-CD + 50 mM SC e
9 1;::3 npropatrina 2- BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 7.0 + (1_ 2”4)
(Insecticida 15 mMy-CD +, 50 mM SDS 2-1.0 pg/L
iretroide) 3- BGE: 50 mM tampén fosfato, pH 7.0 + (2-71)
SP-HII;Eno trina 15 mM DM-3-CD + 50 mM SC Filtracién, dopado de la muestra con 3-03 ” oL
msecticida 0 o miaps  Detenminacion 1o e et om0
piretroide) ) . ) enantiomérica L 4- 0.4 pg/L
4- Propiconazol 5- BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 7.0 + individual en HLB, elucién con MTBE /MeOH (4-15) [195]
(Fungicida triazol) 15 mM TM-B-CD + 50 mM SDS agua de lago (90:10, v/v), evaporacién del extracto 5-0.4 pg/L
5. Bitertanol 6- BGE: 50 mM tampon fosfato, pH 7.0 + ' a sequedad y reconstitucién del (5_ 15)
(Fungicida riazl) 7 e S5 i oot p1 7.0+ o mien 606 uglL
6- Triadimenol 1 5 mM HP-y- CpD +50 mI\;[l; C ’ (6-1.5)
(F;f‘gliiiioﬁz?l) Capilar: 50 pm d.i. x 40 cm Le.; T% 20°C; 7 ((;'-281.;5)/11
(Fungicida V: 20 kV; Inyeccién: 3.5 kPa x 2 s; '
sl Deteccién: UV 214 nm
morfolina)

1Mayor LOD correspondiente a los dos enantiémeros del compuesto.
2LOD encontrado para los enantiémeros correspondientes a los diferentes metabolitos.

Ac-B-CD: Acetil-p-cilcodextrina; ACN: Acetonitrilo; CEC: Electrocromatografia capilar;
Diclorometano; DM-B-CD: heptakis(2,6-di-O-metil)-p-ciclodextrina; ESA: Acido etanosulfénico; HP-B-CD: (2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina;
HP-y-CD: (2-hidroxipropil)-y-ciclodextrina; HAc: Acido acético; HP-a-CD: (2-hidroxipropil)-a-ciclodextrina; ISOLUTE (C8/ENV+): Sorbente
de extraccion polimérico e hidroxilado funcionalizado con cadenas C8; LIF: Fluorescencia inducida por laser; LLE: Extraccién liquido-liquido;
LOD: Limite de deteccion; M-B-Cd: B-ciclodextrina metilada; MeOH: Metanol; MES: Acido n-(N-morfolino)etanosulfénico; MS:
Espectrometria de masas; MTBE: Metil terc-butil éter; ODS-6: Sorbente de extraccién de silice funcionalizado con cadenas C18; OXA: Acido
oxanilico; PLE: Extraccién con liquidos presurizados; Rs: Resolucién; S-B3-CD: B-CD sulfatada; SBA15-C18: Sorbente de extraccién mesoporoso
funcionalizada con cadenas C18; SC: Colato sédico; SDC: Deoxicolato sédico; SDS: Dodecil sulfato sédico; SPE: Extraccién en fase sélida; Suc-
B-CD: Succinil-p-ciclodextrina; Suc-y-CD: Succinil-y-ciclodextrina; Tampoén Britton-Robinson: 40 mM acido bérico/40 mM éacido fosférico/40
mM éacido acético; TEA: Trietilamina; TFA: Acido trifluoroacético; TM-B-CD: Hexakis(2,3,6-tri-O-metil)-B-ciclodextrina; UV: Ultravioleta; VC:

Vancomicina.

CM-B-CD: Carboximetil-B-ciclodextrina; DCM:
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Sin embargo, ha sido el modo EKC con CDs como selectores quirales el
mas utilizado para la separaciéon enantiomérica de compuestos de interés
medioambiental de la misma forma que se ha comentado que ocurre para
compuestos de interés farmacol6gico. En el caso de la determinacién de farmacos,
se han publicado unicamente dos articulos cientificos dedicados a la
determinacioén de los enantiémeros de antihipertensivos en agua de grifo, rio y
subterrdnea [183] y del analgésico ketoprofeno en aguas residuales [184]
empleando una CD como selector quiral en el primer caso o un sistema dual de
dos CDs y SDS como medio micelar en el segundo caso. En lo que respecta a la
determinaciéon de agroquimicos, los métodos desarrollados han permitido la
separaciéon enantioselectiva de los pesticidas mencionados anteriormente y
pertenecientes en general a las familias de los azoles, fenoxidcidos,
organofosforados y piretroides utilizando una CD [174-176, 179, 180, 185-187, 192,
194], un sistema dual de CDs [189, 193], una CD con un tensioactivo no quiral
como SDS [178, 179, 194, 195] o una CD con un tensioactivo quiral como las sales
biliares [190, 191, 195]. En cuanto al empleo de otros selectores quirales,
Unicamente el antibidtico vancomicina se utilizé con éxito en la determinacion
quiral del herbicida haloxifop en muestras de suelo [188]. En ocasiones, se
emplearon MeOH y/o ACN como modificadores organicos [176, 179, 178, 185,
193, 194] o urea para mejorar la solubilidad en medio acuoso de analitos

hidrofébicos y mejorar la eficacia [186, 190, 191].

Como puede observarse en la Tabla L3, el sistema de detecciéon mas
empleado ha sido UV-DAD, con LODs entre los ng/L-mg/L o nM. También se
utilizaron la detecciéon LIF y MS. En el primer caso, se hace necesario derivatizar
el analito al no tener grupos fluorescentes en su estructura y los LODs fueron del
orden de nM [187]. En el caso de MS, los LODs obtenidos fueron del orden de los
mg/L [176].
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Dadas las bajas concentraciones a las que los compuestos estudiados se
encuentran en las muestras medioambientales, se han utilizado distintas técnicas
de pre-concentracion como SPE [176, 180-182, 183, 187, 189, 192, 195], LLE [175,
177,188, 194] o PLE [193].

LI.5. Organosilices mesoporosas como sorbentes para la extraccion en fase sdlida

de compuestos de interés medioambiental

Como ya se ha comentado anteriormente, los bajos niveles a los que se
encuentran numerosos compuestos de interés medioambiental en una gran
variedad de muestras [196], hacen necesaria su preconcentracién previa a su
determinacién, especialmente en el caso de utilizar detecciéon UV que es uno de
los sistemas de deteccion mas empleados en las técnicas cromatograficas y
electroforéticas. Una de las técnicas mas empleadas con este fin es SPE que ha
permitido alcanzar LODs con deteccion UV suficientes para proporcionar la
sensibilidad necesaria para resolver una gran variedad de problemas analiticos.
Entre los diferentes materiales desarrollados para ser utilizados como sorbentes

en SPE se pueden destacar aquellos basados en silice.

Debido a la gran diversidad de materiales de base de silice que se pueden
sintetizar, la IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada) opté por
realizar una clasificacion de acuerdo a la porosidad de los mismos

denominandolos [197]:

* microporosos (tamafio de poro <2 nm),
* mesoporosos (tamafio de poro entre 2 y 50 nm),

* macroporosos (tamafio de poro > 50 nm).
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Los materiales mesoporosos se caracterizan por poseer una estructura de
poro ordenada, es decir, con una distribucion centrada en torno a un valor (y no
amorfa) [198]. Estos materiales tienen alta superficie especifica en torno a 1000
m2/g [199] y una elevada estabilidad térmica, quimica y mecanica. Asimismo,
poseen gran porosidad con estrecha distribuciéon de didmetro de poro y con
distinta estructura (hexagonal, cibica o laminar) y diferente morfologia (esférica,

cilindrica, etc.) [199, 200].

La aplicacioén de silices mesoporosas ha ido en aumento [201] desde que en
1992 fuera por primera vez sintetizada una fase mesoporosa conocida como
MCM-41 [202, 203] y caracterizada por su mesoporosidad ordenada con
distribucién de poros cilindricos (a diferencia de la fase SBA-15 cuya distribucion
de poro es hexagonal). Estas fases consisten en una estructura similar a un
silsesquioxano con atomos de silicio unidos a tres grupos silanoles (-5i(OH)s)
condensados para formar un enlace puente siloxano tridimensional (Si-O-5i) [204]

tal y como puede apreciarse en la Figura 1.11 [205].

O\H
OH
Si 0 /
\ :
O (0] \
\ SI\OH O
O
Si\o___~SI
HO OH

Figura I.11. Estructura tridimensional de un material mesoporoso tipo SBA-15.
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La metodologia estandarizada de sintesis de silices mesoporosas consiste
en el método hidrolitico sol-gel, el cual emplea reactivos basados en monémeros
alcoxisilanos para dar lugar a una red de siloxanos. Como precursor principal de
fuente de silice se suele emplear tetraetilortosilicato (TEOS). Como reactivos
secundarios, se emplean tensioactivos de naturaleza tanto neutra como catiénica o
aniénica como agentes directores para formar los mesoporos. También se puede

utilizar en algunos casos el copolimero Pluronic123® (P123).
Existen dos posibles mecanismos de sintesis [206, 207]:

e “Plantilla de cristal liquido”, en la cual, en condiciones especificas, la
concentracion de tensioactivo es tan alta que permite obtener la
mesoestructura sin necesidad de precursor inorganico si bien éste se puede
afladir posteriormente para que condense alrededor de los agregados
previamente formados.

* “Auto-ensamblaje cooperativo”, que consiste en emplear unas condiciones de
sintesis en las que hay una baja concentracién de tensioactivo, que junto con
el precursor inorganico promueven simultdneamente la formacién de la

mesoestructura.

Independientemente del procedimiento de sintesis empleado, cabe resaltar
que es posible controlar las dimensiones y las morfologias de los materiales
resultantes en funcién de factores como son la temperatura, contenido en agua,
pH, caracteristicas de los tensioactivos y las concentraciones de la fuente de silice

[198].

A pesar de las estrictas condiciones de sintesis, tanto en la superficie [208]
de estos materiales como en los mesoporosos [209] tienden a quedar grupos

silanoles que no han sufrido reaccién, por lo que pueden ser funcionalizados [199]
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con grupos organicos [210] via enlace covalente mediante dos posibles rutas,
conocidas como modificaciéon post-sintesis y co-condensaciéon [198, 211, 212],

mejorando de este modo la funcionalidad de los materiales.

Cabe destacar los materiales conocidos como PMOs (organosilices
periddicas mesoporosas) que se caracterizan por tener un grupo funcional
orgéanico ocupando posiciones puente en la red de silice entre los dtomos de
silicio, formando enlaces covalentes Si-C, tal como se muestra en la Figura 1.12, y

sin bloquear los poros del material [213].

O\H
OH
S R—
/ Si
R /
HO ¥ K
~si—R—__ ..
\ SI\OH R
o |
|
R / —~rR—R __si_
R OH
/ R
Si
T~R—S5i
HO

OH

Figura 1.12. Estructura tridimensional de un material basado en PMO (R corresponde al

ligando).

El mecanismo sintético (Figura 1.13) se basa en la policondensacién
hidrolitica de precursores organoalcoxisilanos como fuente de silicio que

incorporan grupos como etano, etileno, metileno, vinileno, fenileno, etc., sobre las
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micelas autoensambladas en disolucién originadas por el empleo de tensioactivos
como agentes directores de la estructura. Posteriormente, el material debe ser
lavado mediante extraccién con disolventes y sometido a secado a unos 50°C para
eliminar los restos de tensioactivo que pudieran quedar en la red y que puedan

taponar los poros [214].

Agrupacion
hexagonal
de micelas _

Organoalcoxisilano -
{precursor/ligando)

(RO);Si SiORs

H' ,/OH
-

tensicactivo

Figura I.13. Esquema de preparacién de PMOs. Reproducida con el permiso de [201].

Los PMOs presentan una superficie funcionalizable con grupos organicos,
pudiéndose realizar incluso anclajes post-sintesis [215], debido a los grupos

silanoles, metilsiloxanos o etilsiloxanos [216] existentes en el material que pueden
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formar un fuerte enlace covalente con grupos funcionales orgénicos de manera

uniforme, dando lugar a la preparaciéon de materiales bifuncionalizados [217].

Una vez sintetizado el material, es necesario realizar su caracterizacién a

través de distintas técnicas como son:

. Fisisorciéon de gases en sélidos: Esta técnica se basa en un proceso de
fisisorcion de un adsorbato, en este caso gas N», por parte del material, el cual se
acumula en su capa interfacial, donde se originan fuerzas de Van der Waals entre
el gas y los atomos de la superficie del material. De este modo se obtiene una
isoterma de adsorcion-desorcién, en la cual se origina un ciclo de histéresis en
funcién del tipo de condensaciéon que se produzca en los poros (monocapa o
multicapa), caracteristica para cada tipo de material y, sobre todo, diferente
dependiendo de los mesoporos existentes. Por tanto, mediante este estudio se
obtiene informacién sobre el area especifica del material, el volumen de poro y la

distribucién del tamafio de poro.

. Microscopia electrénica de barrido (SEM): Proporciona informacién muy
relevante sobre la topografia de las particulas a escala de los nanémetros, es decir,
su morfologia y tamafio, y se basa en el barrido de la superficie de éstas mediante

un haz de electrones que proporciona imagenes tridimensionales.

. Microscopia electrénica de transmision (TEM): Proporciona informacién
muy relevante sobre el tamafio y distribucién de poro. Estd basada en la
dispersion de un haz de electrones acelerados sobre el material al impactar sobre

mismo.

. Resonancia magnética nuclear de sélidos de Si (¥Si-RMN) y C (33C-RMN):
Proporciona informacién complementaria sobre las superficies quimicamente

modificadas durante la sintesis con los diferentes grupos funcionales. Su
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fundamento se basa en el estudio de los momentos magnéticos de los dtomos

activos cuando se aplica un campo magnético externo.

. Difraccion de rayos X (XRD): Se fundamenta en la ley de Bragg. Se basa en
el estudio de la periodicidad existente en la estructura a escala atémica. Mediante
la incidencia de un haz de rayos X con cierto &ngulo respecto a la superficie plana,
este sufre una reflexiéon ocasionada por la nube de electrones alrededor de los
atomos, por lo que se obtiene informacién sobre el grado de ordenacién existente

en la estructura cristalina.

. Espectroscopia infrarroja (FTIR): Esta técnica esta basada en la interaccién
de la muestra con la radiacién infrarroja, produciendo una serie de procesos
moleculares de rotacién y vibracién que originan bandas caracteristicas para cada
grupo funcional y gran informacién de cardcter cualitativo sobre la composicién

quimica.

. Analisis elemental (EA): Permite el andlisis simultaneo del contenido en C,
H, N y S de forma independiente. El proceso consiste en la combustion de la
muestra en presencia de O a 900°C, permite obtener informacién muy relevante

sobre el contenido organico existente en la muestra.

. Analisis termogravimétrico y analisis térmico diferencial (TGA y DTA): En
TGA, mediante una balanza, se van registrando cambios de masa de la muestra,
respecto a una inicial conocida, en funcién del aumento de temperatura
controlado por un programa especifico. En DTA, la temperatura de una sustancia
en estudio se compara con la de un material térmicamente inerte y la diferencia
de temperatura entre ambos materiales se representa en funcion de la
temperatura o el tiempo permitiendo observar maximos o minimos

correspondiente a los procesos exotérmicos o endotérmicos, respectivamente.
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Las interesantes propiedades de los materiales mesoporosos han dado

lugar a numerosas aplicaciones en diversos campos, como son:

» Fases estacionarias cromatograficas [214] con gran estabilidad térmica,
quimica y mecdnica en amplio intervalo de pH [218],

* La liberacién controlada de farmacos para el tratamiento de enfermedades
[219-221],

* Aplicaciones industriales para la sintesis de nuevos biomateriales,
sensores, dispositivos electronicos y opticos [222], baterias de litio [223],
sector fotovoltaico [224],

* Procesos de catalisis dentro de los mesoporos [217, 223, 225],

* Produccién y almacenamiento de Ha [223, 224, 226] o retencion de CO;
[223],

* Sorbentes para la eliminacién de contaminantes emergentes en medios

naturales o para la pre-concentracién de analitos [198, 223, 227].

La Tabla I.4 muestra los PMOs utilizados como sorbentes para SPE o
SPME de compuestos de interés medioambiental. Se observa que los ligandos
organicos puente empleados se han basado en benceno [228], etano [229],
propiltrimetilamonio [230] y 3-isocianato de propilo [231]. En algunos casos se
realiz6 una bifuncionalizaciéon con dos ligandos organicos [232, 233]. Asimismo,
se sintetizaron materiales PMOs basados en un ligando 3-cloropropilo con el
grupo imidazol como liquido i6nico [234] o con el ligando 3-isocianato de propilo
empleando una plantilla con bisfenol A como membrana molecular [231]. En
algunos trabajos se realiz6 una funcionalizacién de los silanoles de la superficie
del material tras su sintesis, con los grupos fenilo [230] y clorodimetilo [229] para
mejorar sus propiedades adsorbentes. Destacar los resultados obtenidos para un

grupo de pesticidas a partir de extractos de uva, con recuperaciones superiores al
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86 % y un factor de preconcentracion de 500 [228] o para compuestos fenolicos a
partir de muestras de agua con una eficacia entre 97 y 112 %, resultados que se

compararon con MISPE en cuyo caso se obtuvieron recuperaciones entre 73 y 104
% [231].
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Tabla 1.4 Aplicacién de PMOs como sorbentes en SPE y SPME de compuestos de interés medioambiental.

Funcionalizacion

Ligand .
1gando post-sintesis

Técnica y condiciones de
extraccion

Analitos

Recuperacién

(%)

Muestra

Ref.

14-
bis(trimetoxisililetil)benceno

Feniltrimetoxi-

y
1,2-bis(trimetoxisilil)etano -
silano

SPE
200 mg de sorbente
Acondicionamiento: -
Muestra: 20 mL
Flujo: 4 mL/min
Eluciéon: ACN
Reconstitucion: -

1- TNT
2- RDX

Agua de
mar y de
estanque

[232]

1,4-bis(trietoxisilil)benceno -

SPE
30 mg de sorbente
Acondicionamiento: 5 mL
MeOH y 5 mL H.O
Muestra: 100 mL
Flyjo: -

Eluciéon: 1 mL ACN
Evaporacién del eluato a
sequedad y reconstitucién
en 200 uL. de H2O

1- Atrazina
2- Carbarilo
3- Terbutrina

1- 90-100
2-86-97
3-91-97

500

Mosto de
uva

[228]

1,2-bis(trimetoxisilil)etano

Cloro(dimetil)-
octadecilsilano

SPE
100 mg de sorbente
Acondicionamiento: 2x2
mL MeOH y 2x2 mL H.O
Muestra: 20 mL
Flujo: 1 mL/min
Elucién: 2x2 mL MeOH
Evaporacion del eluato a
sequedad y reconstitucion
en 500 uL. de MeOH

26 farmacos !

5-60

10-70

40

Carne de
ternera

[229]

500172190 A [D19Ua8 UOIINPOIU]



SPE
200 mg de sorbente

[4:]

Cloruro de N- Acondicionamiento: - Percloratos 18-63 Acua
trimetoxisililpropil-N,N,N- - Muestra: 50 mL bt & ) [230]
trimetilamonio Flujo: 1 mL/min Perclorato subterranea
Elucién: 2 mL HCI 0.2M + 26-52
Reconstitucion: - Perrenato
SPME
Fibra de PDMS de 25 pm Benceno
1,4-bis(triethoxisilil)benceno recubierta con PMO
. Tolueno
y ) Muestra: - Etilbenceno ) ) ) [233]
trietoxivinil-silano Extraccion: 10 min a 25°C .
o Xileno
con agitacion
Desorcion térmica: 0.5 min
SPE
80 mg de sorbente 1-104
Muestra: 1 mL
. 2-97-105
3-isocianat il Flujo: Gravedad 3-106-112
( misocianatopropt > Lavado: 3 mL H20 e
trietoxisilano )l 4-102
Elucion: 6 mL ACN 5103
Evaporacién del eluato a 6- 108
sequedad y reconstitucién 1- Bisfenol F
en 1 mL de ACN 2- Bisfenol A
MISPE 3- HFBPA
i Cartucho: 80 mg de 4- Fenol ) Agua 231]
sorbente 5- Resorcinol 1.73
Muestra: 1 mL 6-4,4"-Bifenol 2— 95
(3-isocianatopropil)- Flujo: Gravedad 3: 104
trietoxisilano Lavado: 3 mL H20 492
con BPA Elucién: 6 mL ACN 583
Evaporacion del eluato a
6- 87
sequedad

Reconstituciéon del
extracto en 1 mL de ACN

8002172140 Nl [D12128 UOIIINPOIFU]
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SPME
Fibra recubierta de PMO
de 20 pm de grosor
Muestra: 10 mL con NaCl Hidrocarburos

3—cloro;:‘rc:ﬁ?tzr?rlnce(t)gxisﬂano ) (20 % p/v) policiclicos ) ) ré:%u;al [234]
Extracciéon: 40 min a 500 aromaticos?
rpmy 65°C
Desorcién térmica:
2 min a 260°C

1 Cimaterol, Terbutalina, Salbutamol, Atenolol, Ractopamina, Clemproperol, Acebutolol, Metoprolol, Tulobuterol, Clembuterol, Brombuterol, Carazolol,
Labetalol, Mabuterol, Propranolol, Betaxolol, a-Zearalanol, Ketoprofeno, Naproxeno, Meloxicam, Flunixino, Carprofeno, Diclofenaco, Ibuprofeno, Acido
tolfendmico, Vedaprofeno.

2Naftaleno, Metilnaftaleno, Bifenilo, Acenafteno, Fluoreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno.

ACN: Acetonitrilo; FP: Factor de preconcentracién; HO: Agua; HCI: Acido clorhidrico; MeOH: Metanol; HFBPA: Hexafluorobisfenol A; MISPE: Extraccién
en fase sélida con polimero impreso; NaCl: Cloruro sédico; PDMS: Polidimetilsiloxano; PMO: Organosilice mesoporosa periddica; RDX: 1,3,5-trinitro-1,3,5-
triazaciclohexano; SPE: Extracciéon en fase solida; SPME: Microextraccion en fase solida; TNT: 2,4,6-trinitrotolueno.

0017210 1l [Diatia8 UOIONPOIFUT
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I.6. Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido desarrollar nuevas
metodologias analiticas en el formato de la Electroforesis Capilar, que permitan la
separacion y determinacion enantiomérica de farmacos y agroquimicos, con el fin
de aplicarlas al andlisis de formulaciones farmacéuticas, muestras
medioambientales y medios de cultivo empleados para la evaluacion de la
estabilidad y toxicidad de contaminantes emergentes. Todo ello, utilizando una
técnica considerada como “técnica limpia” por respetar los principios de la
Quimica Verde debido al bajo consumo de reactivos y muestras necesario. Debido
a las bajas concentraciones a las que estos compuestos se encuentran en las
muestras medioambientales, el interés de este trabajo se ha centrado también en
proponer nuevos métodos de preconcentracion en el formato de la extraccion en
fase solida con el fin de mejorar la sensibilidad obtenida para los compuestos
estudiados cuando se wutiliza deteccion UV en Electroforesis Capilar,

instrumentacion facilmente accesible a muchos laboratorios de analisis.

La consecucién de este objetivo general ha implicado el planteamiento de

los siguientes objetivos especificos:

» Estudiar el potencial de discriminacién quiral de distintas ciclodextrinas
como selectores quirales en CE para llevar a cabo la separacion de los
enantiomeros de wun farmaco antiurémico comercializado como
enantiomero puro con el fin de establecer condiciones de partida para el
desarrollo de un método analitico quiral en el modo CD-EKC para el

control de formulaciones farmacéuticas.
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Desarrollar una metodologia analitica por CE en el modo CD-EKC que
permita la separacién enantiomérica simultinea de wuna mezcla

multicomponente de farmacos considerados contaminantes emergentes.

Desarrollar una metodologia analitica por CE en el modo CD-EKC que
permita la separacién enantiomérica simultinea de wuna mezcla

multicomponente de herbicidas fenoxiacidos.

Sintetizar, caracterizar y evaluar nuevas organosilices mesoporosas con
ligandos neutros o catidénicos para su empleo como sorbentes en la
extraccion en fase sélida de farmacos considerados contaminantes
emergentes y herbicidas fenoxidcidos, de aguas de rio y depuradora,

previa a su determinacién por CD-EKC.

Evaluar la estabilidad de contaminantes emergentes y sus mezclas
mediante la cuantificacién individual de sus enantiémeros por CD-EKC en
muestras abidticas y bidticas utilizando dos organismos: la planta acuética

Spirodela polyrhiza y el microcrustaceo Daphnia magna.

Determinar la toxicidad de contaminantes emergentes y sus mezclas
mediante su cuantificaciéon por CD-EKC en condiciones de ecotoxicidad
utilizando la planta acudtica Spirodela polyrhiza y el microcrustaceo
Daphnia magna con el fin de establecer el impacto de su presencia en

muestras ambientales sobre organismos no diana.
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Parte experimental

II.1 Reactivos, patrones y muestras

I1.1.1 Reactivos

Todos los reactivos empleados han sido de grado analitico. El agua
empleada en la preparacion de las disoluciones se purificé con un sistema Milli-Q

de Millipore (Bedford, MA, USA).

Para la preparacién de disoluciones tampén en los experimentos de CE, se
utilizé acido boérico (H3BOs), acido ortofosférico (HsPOs) al 85 %, formiato
amonico (NH4COOH), 4cido férmico (HCOOH) e hidréxido sédico (NaOH),
todos adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Las CDs empleadas como selectores quirales en CE (Tabla IL.1) se
adquirieron en AraChem (Tilburg, Holanda), Sigma-Aldrich, Fluka (Buchs, Suiza)
y Cyclolab (Budapest, Hungria).

Tabla I1.1 CDs empleadas en este trabajo.

Casa
CD Acrénimo
comercial
Sigma-
a-CD a-CD
Aldrich
a-CD sulfatada S-a-CD Cyclolab
p-CD p-CD Fluka
B-CD fosfatada P-B-CD Cyclolab
Sigma-
B-CD sulfatada S-B-CD
Aldrich
y-CD sulfatada S-y-CD Cyclolab

89



Parte experimental

(2-hidroxipropil)-B-CD HP-B-CD Fluka
(2-hidroxipropil)-y-CD HP-y-CD Cyclolab
Acetyl-3-CD Ac-B-CD Cyclolab
Carboxietil-p-CD CE-B-CD Cyclolab
Carboxietil-y-CD CE-y-CD Cyclolab
Carboximetil-a-CD CM-a-CD Cyclolab
Carboximetil-p-CD CM-B-CD Fluka
Carboximetil-y-CD CM-y-CD Cyclolab
Heptakis-(2,3-di-O-acetil-6-O-sulfo)-p-CD HDAS-3-CD AraChem
Sigma-
Heptakis-(2,3-di-O-metil-6-O-sulfo)-p-CD HDMS-3-CD
Aldrich
Sigma-
Heptakis(2,3,6-tri-O-metil)-p-CD TM-B-CD
Aldrich
Sigma-
Heptakis-(2,6-di-O-metil)-3-CD DM-B-CD
Aldrich
Hidroxipropilbuten-B-CD HP-B-3-CD Cyclolab
Succinil-p-CD Succ-p-CD Cyclolab
Sigma-
Succinil-B-CD Succ-B-CD
Aldrich
Succinil-y-CD Succ-y-CD Cyclolab

Las disoluciones patrén de los compuestos analizados en este trabajo se
prepararon en metanol (MeOH) (Scharlau Chemie), dimetilsulféxido (DMSO)
(Scharlau Chemie, Merck (Darmstadt, Alemania)) y agua Milli-Q.

Las formulaciones farmacéuticas de colchicina se disolvieron en agua

Milli-Q.
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Para la extraccion SPE de los compuestos estudiados (capitulos IV y V), se

emplearon MeOH y acetonitrilo (ACN), ambos adquiridos en Scharlau Chemie.

Para la realizacién de estudios por RMN (capitulo III), se utilizaron agua
deuterada (D2O) con un grado de deuteracion > 98 % y dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-ds) con un grado de deuteracion > 99 % adquiridos en Sigma-
Aldrich.

En la sintesis de PMOs (capitulos IV y V), se emplearon poli(etilenglicol)
(EO20PO70EO20, Pluronic 123®, P123), bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
al 98 % y tetraetilortosilicato (TEOS) al 98 % adquiridos en Sigma-Aldrich,
mientras que &acido clorhidrico (HCI) al 37 %, solucién de amoniaco (NHs),
DMSO, ACN, MeOH, etanol (EtOH) al 99.5 % y acetato de etilo (EtOAc) fueron de

Scharlau Chemie.

Los ligandos empleados en la sintesis de PMOs se agrupan en la Tabla

I1.2.

Tabla I1.2 Caracteristicas de los ligandos empleados en la sintesis de PMOs.

Ligando Acrénimo Estructura Casa comercial
1,4-bis(trietoxisilil)- O> <J
(AN /
benceno TESB 0—si si—o0
0/ \O Gelest
(95 %)
> < (Morrisville,
PA 19067,
o
1,4- S|v_0/ USA)
bis(trimetoxisililetil- ~ TMSEB \TIQIL\
benceno (85 %) /O_S|i
/O
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Bis(3- J_/
trietoxisililpropil)- TEPA
amina /_/7

JS'

ABCR GmbH

(Karlsruhe,
Alemania)
Cloruro de
(estirilmetil)bis(trietoxisilil STPA

| \

propil)-amonio

Para la realizacion de los ensayos de toxicidad (capitulo VI), los medios de
cultivo para la planta Spirodela polyrhiza y para el microcrustaceo Daphnia magna,

se adquirieron en MicroBio Test Inc. (Bélgica).

El reactivo fluorescente diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (= 97 %)

(capitulo VI), se adquiri6 en Sigma-Aldrich.

I1.1.2 Patrones

En la Tabla II.3 se agrupa la estructura y casas comerciales en las que se
han adquirido los patrones de los farmacos analizados (capitulos III, IV, VI). Todo
ellos eran de alta pureza (> 99 %) y comercializados como racémicos, a excepcién

de la (S)-Colchicina que se adquirié como enantiémero puro.
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Tabla I1.3 Estructura y casas comerciales en las que se adquirieron los patrones de

los farmacos.

Farmaco Estructura Casa comercial

>/NH OH
%
o)
Sanofi

(R,S)-Betaxolol
(Paris, Francia)

S-Colchicina Sigma-Aldrich

Santa Cruz
Biotechnolo
(R,S)-Colchicina &Y
(Heidelberg,

Alemania)
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(R,S)-Duloxetina HCI

IS Chemical
Technology
(Shanghai, China)

(R,S)-Econazol

Sigma-Aldrich

(R,S)-Metoprolol

tartrato

Astra

(Héssleholm, Suecia)

(R,S)-Propranolol

/Y\J\
O N
H

OH

Sigma-Aldrich

(R,S)-Verapamil

(R,S)-Terbutalina

Z" |
0 N\/\CEO\ Sigma-Aldrich
o
OH
H
HO N
*
\@)\/ W< Sigma-Aldrich
OH
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Los patrones de los herbicidas fenoxiacidos estudiados (capitulo V) se
muestran en la Tabla II.4 junto con sus estructuras. Todos ellos fueron de alta
pureza (> 99 %) y comercializados como racémicos. Los acidos (R,S)-2-(2,4,5-
triclorofenoxi)propanoico (fenoprop), (R,S)-2-(4-cloro-2-metilfenoxi)propanoico
(mecoprop), (R,S)-2-(2,4-diclorofenoxi)propanoico (dicloroprop), (R,S)-2-(4-
clorofenoxi)propanoico (4-CPPA) y (R,S)-2-(3-clorofenoxi)propanoico (3-CPPA)
fueron de Sigma-Aldrich, mientras que el acido (R,S)-2-fenoxipropanoico (2-PPA)
fue adquirido en Chem Service (West Chester, EEUU).

Tabla II.4 Estructuras de los patrones de los herbicidas.

Sustituyentes
Farmaco Estructura
R> Rs Ry Rs
(R,5)-2-PPA R, H H H H
(R,5)-3-CPPA Rs o H Cl H H
(R,S)-4-CPPA * H H Cl H
,S)-Dicloropro
R,S)-Dicloroprop Cl H Cl H
,S)-Fenopro
R,S)-Fenoprop Re ° o cl H a_ a
(R,S)-Mecoprop Rs CHs H Cl H

I1.1.3 Muestras

Las formulaciones farmacéuticas de colchicina analizadas (capitulo III) se
adquirieron en una farmacia en Alcala de Henares, Madrid (Espafia), con un

contenido de 0.5 mg de colchicina por capsula.

Las muestras de depuradora analizadas en el capitulo IV (afluentes y
efluentes) se recogieron de diferentes plantas de tratamiento de aguas ubicadas en

Sevilla y Guadalajara, mientras que las del capitulo V fueron recogidas de un
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efluente de una planta de tratamiento de aguas de Cadiz y de Sevilla, y del rio
Henares (Alcala de Henares). Las muestras se transportaron en hielo y en

oscuridad hasta el laboratorio, siendo los pH de las mismas los siguientes:

Muestra afluente de Sevilla, pH 7.3
Muestra efluente de Sevilla, pH 7.6
Muestra efluente de Guadalajara, pH 9.0
Muestra efluente de Cadiz, pH 7.6
Muestra de rio de Rio Henares, pH 7.8

Las muestras correspondientes a los estudios de estabilidad y toxicidad
(capitulo VI) de duloxetina, econazol y sus mezclas, fueron proporcionadas por la

Dra. Karina Boltes, del drea de Ingenieria Quimica de la Universidad de Alcala.

I1.2 Instrumentacion

Los andlisis realizados por CE se llevaron a cabo en un equipo de
electroforesis capilar HP3PCE de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) con
un detector de absorciéon UV-Vis de diodos en serie (DAD). El control del equipo
y el tratamiento de datos se realizaron con el software HPPCE ChemStation de

Agilent Technologies.

Los capilares de silice fundida empleados para llevar a cabo las
separaciones enantioméricas por CE eran de silice fundida de Polymicro
Technologies (Phoenix, AAZ, USA), con diametro externo (d.e.) de 375 um,
diametro interno (d.i.) de 50 pm y longitud total de 58.5 cm (longitud efectiva 50

cm).
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Los experimentos de RMN realizados en el capitulo III se llevaron a cabo
en un sistema de RMN modelo INNOVA 500 de Varian (Palo Alto, CA, USA),
equipado con el software MestReNova version 10.0.2 de Mestrelab Research

(Santiago de Compostela, Espafia).

Las isotermas de absorcién-desorcion de N se obtuvieron con un

analizador Micromeritics ASAP 2020 (Norcroos, Atlanta, GA, USA).

La caracterizaciéon de los PMOs por microscopia electrénica de barrido
(SEM) se realiz6 con un equipo XL20 ESEM de Philips (Resto, VA, USA) con un
sistema de espectrometria de energia dispersiva (EDS), y la de microscopia
electrénica de transmisiéon (TEM) con un microscopio modelo TECNAI 20 de

Philips (Hillsboro, OR, USA).

Los experimentos de RMN de 13C se llevaron a cabo con un espectrometro
Bruker Avance III/HD (Rheinstetten, Alemania) y los de %Si con un

espectrometro Bruker Avance III/HD 9.4T.

Los espectros de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) se
obtuvieron con un espectrofotometro Perkin Elmer Frontier FTIR (Waltham, MA,

USA).

Las medidas por difraccion de rayos X (XRD) se realizaron con un
difractometro modelo PW3040/00 XPert MPD/MRD de Philips (Almelo,
Holanda).

El analisis elemental se llevé a cabo mediante un analizador LECO CHNS-

932 (St. Joseph, MI, USA).

Los anélisis térmicos (TGA y DTA) se realizaron con un analizador

termogravimétrico Setsys 18 A (Setaram, Caluire, Francia).
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Otro equipamiento

Granatario modelo 440-35N de Kern (Balingen, Alemania).
Balanza analitica AE260 Delta Range de Mettler (Toledo, Espafia).

Bafios de ultrasonidos adquiridos en Penta Manufacturing Company

(Livingston, NJ, USA) y ].P. Selecta (Barcelona, Espafia).
pH-metro modelo 744 de Metrohm (Herisau, Switzerland).
Estufa modelo Conterm tipo Poupinel de J.P. Selecta S.A. (Barcelona, Espafia).

Reactor/autoclave de acero inoxidable con vaso de teflén adquirido en Parr

Instrument Company (Moline, EEUU).

Evaporador Eppendorf Concentrator plus (Eppendorf Ibérica, S.L.U., Madrid,
Espafia).

Sistema SPE de Waters (Barcelona, Espafa) y cartuchos de extracciéon de 6 mL

(65 mm de longitud y 11 mm de didmetro).

I1.3. Procedimientos

I1.3.1 Electroforesis capilar

Los capilares nuevos se acondicionaron a 1 bar de presién siguiendo el

procedimiento siguiente: MeOH durante 5 min, NaOH 1M durante 25 min, agua

Milli-Q durante 5 min (mas HCl 0.1 M durante 10 min en caso de usar tampén

acido) y el tampon correspondiente durante 30 min.
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Al inicio de cada dia de trabajo, se sigui¢ una rutina de lavado del capilar

diferente en funciéon de la metodologia empleada:

e Para los andlisis de colchicina (Cap. III), NaOH 0.1 M durante 10 min,

agua Milli-Q durante 5 min y tampén borato durante 40 min.

* DPara los analisis de fadrmacos (Cap. IV y VI), tampoén fosfato durante 20

min y el medio de separacién durante 10 min.

» Para los anélisis de herbicidas fenoxiacidos (Cap. V), NaOH 0.1 M durante
5 min, agua Milli-Q durante 5 min, disolucién tampén durante 5 min y

medio de separacion durante 10 min.

Entre inyecciones consecutivas, los capilares se acondicionaron de la

forma siguiente:

» Para los andlisis de colchicina (Cap. III) consisti6 en NaOH 0.1 M durante
2 min, tampén borato durante 2 min y el medio de separacién durante 2

min.

* Paralos analisis de f&rmacos (Cap. IV y VI) consistié en HCI 0.1 M durante
2 min, agua Milli-Q durante 1 min y el medio de separacion durante 5

min.

* DPara los andlisis de herbicidas fenoxidcidos (Cap. V) consistié en agua
Milli-Q durante 2 min, NaOH 0.1 M durante 2 min, agua Milli-Q durante 2

min y el medio de separacién durante 5 min.

Al final de cada jornada de trabajo, los capilares se lavaron con NaOH 0.1

M durante 5 min y agua Milli-Q durante 5 min.
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I1.3.2 Preparacion de tampones y medios de separacién electroforéticos

Para la preparaciéon del tampoén empleado en el Capitulo III de esta
memoria se peso la cantidad de Hs;BOs necesaria para obtener la concentracién
deseada tras su disoluciéon en agua Milli-Q y ajustando previamente el pH a 9.0
con NaOH 1 M. En el caso de los Capitulos IV y VI, se tom6 el volumen adecuado
de HsPO, para obtener la concentraciéon deseada en agua Milli-Q y se ajust6 a pH
3.0 con NaOH 1 M. En el Capitulo V se prepararon varios tampones tomando el
volumen adecuado de HsPO, o pesando la cantidad adecuada de NH,COOH de
modo que al preparar las disoluciones en agua Milli-Q se obtuvieran las
concentraciones deseadas, ajustando previamente el pH con NaOH 1 M o

HCOOHa pH 3.0/7.0 0 5.0, respectivamente.

Los medios de separacion se prepararon disolviendo la cantidad adecuada

de cada CD en el tampon correspondiente para obtener la concentraciéon deseada.

Todos los medios de separacién se filtraron previamente a su utilizacién
con filtros de nylon de tamafio de poro de 0.45 um (Scharlau Chemie) y se

almacenaron a 4°C.

I1.3.3 Preparacion de las disoluciones patrén y de las muestras

Se preparé una disolucion de colchicina racémica (Capitulo III) de
concentracion 1000 mg/L en agua Milli-Q/DMSO en proporcion 1:1 (v/v).
Asimismo, se prepar6 una disolucién patrén del enantiémero puro de colchicina
(S-colchicina) de concentraciéon 500 mg/L en DMSO. Las disoluciones patréon de
los farmacos estudiados en los Capitulos IV y VI 'y de los herbicidas fenoxiacidos

analizados en el Capitulo V, se prepararon disolviendo cada uno de ellos en
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MeOH, excepto duloxetina que se disolvi6 en DMSO, hasta obtener una
concentracion de 1000 mg/L. A partir de estas disoluciones patrén, se prepararon
las correspondientes disoluciones de trabajo por dilucién con agua Milli-Q, y

posteriormente se almacenaron en oscuridad a 4°C.

Para el anélisis de colchicina en formulaciones farmacéuticas, se trituraron
6 pastillas del farmaco en un mortero y se homogeneiz6 el polvo resultante
pesando la cantidad adecuada del mismo, disolviéndolo en agua Milli-Q/DMSO
1:1 (v/v) y centrifugando durante 20 min a 25°C y 4000 rpm. Se recogié el
sobrenadante y tras su dilucion con agua Milli-Q, se filtr6 y se inyect6 en el

equipo de CE.

Las aguas residuales de depuradora y de rio se filtraron mediante papel de
filtro Whatman de grado 44/50 (Scharlau Chemie) y se almacenaron en frascos de

vidrio a 4°C.

I1.3.4 Sintesis de las organosilices mesoporosas

Para la sintesis de las organosilices mesoporosas funcionalizadas con
ligandos neutros, la relacién molar de reactivos fue la siguiente: Ligando organico
(TESB o TMSEB): 1; P123: 0.05; CTAB: 0.15; HCl: 7.14; EtOH: 56.4; Agua Milli-Q:
1471.4; TEOS: 5 (solo en uno de los materiales sintetizados con TMSEB (TMSEB-
2). De acuerdo a estas relaciones molares, para sintetizar PMO-TESB-1, se
afiadieron en un matraz de fondo redondo 7 g de P123 y 1.2 g de CTAB, que se
disolvieron con agitacion contundente tras afiadir 80 mL de HCI 2 M, 591 mL de
agua Milli-Q y 73 mL de EtOH. Depués de una hora, se afiadieron por goteo
controlado con una micropipeta 8.85 mL del ligando TESB y la mezcla se agit6 1 h

mas.
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Para el ligando TMSEB, se realiz6 la sintesis de dos materiales diferentes.
Para la sintesis de PMO-TMSEB-1, se afiadieron en un matraz de fondo redondo
59 g de P123 y 1 g de CTAB y se disolvieron en 67 mL de HCl 2 M, 500 mL de
agua Milli-Q y 62 mL de EtOH, con agitacion contundente durante 1 h. A
continuaciéon, se afiadieron 6.55 mL del ligando TMSEB por goteo con
micropipeta y la mezcla se agité durante una hora mas. Para la sintesis de PMO-
TMSEB-2, se emplearon 2.1 g de P123, 0.4 g de CTAB y se disolvieron en 25 mL de
HCI 2 M, 182 mL de agua Milli-Q y 23 mL de EtOH con agitacién contundente
durante 1 h, tras lo que se afiadi6 una mezcla de 2.8 mL del ligando TMSEB y 7.7
mL de TEOS (como fuente adicional de silice), nuevamente por goteo con

micropipeta, tras lo que se agit6 durante otra hora.

Cada mezcla se transfirié a un reactor autoclave de teflon que se calent6 a
100°C durante 16 h. Transcurrido este tiempo, se formé un precipitado blanco que
se filtr6 en una placa filtrante y se lavo varias veces con agua Milli-Q y EtOH para
eliminar completamente restos del tensioactivo CTAB que pudiera quedarse entre
los mesoporos. El material PMO-TMSEB-1 se lavé adicionalmente varias veces a
60°C durante 48 h con EtOH, EtOAc y DMSO. Finalmente, los materiales se
secaron a 60°C durante 6 h, y se sometieron a las correspondientes pruebas de

caracterizacion.

Para la sintesis de organosilices mesoporosas funcionalizadas con ligandos
catiénicos, la relacion molar de reactivos fue la siguiente: Ligando orgénico
(TEPA o STPA): 1; P123: 0.05; CTAB: 0.15; HCI: 7.14; EtOH: 56.4; Agua Milli-Q:
1471.4; TEOS: 5 (en el caso de TEPA), y 14 (en el caso de STPA).

Para sintetizar PMO-STPA, usando TEOS como fuente adicional de silice,
se afladieron en un matraz de fondo redondo 2.7 g de P123 y 0.5 g de CTAB, que

se disolvieron con agitacion contundente tras afiadir 31 mL de NH; 2 M, 229 mL
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de agua Milli-Q y 28 mL de EtOH. Despues de una hora, se afiadié por goteo
controlado con una micropipeta una mezcla compuesta por 13.8 mL del ligando

STPA y 27 mL de TEOS, y la mezcla se agit6 durante 1 h mas.

Para sintetizar PMO-TEPA utilizando TEOS como fuente adicional de
silice, se afiadieron en un matraz de fondo redondo 4.6 g de P123 y 0.8 g de
CTAB, que se disolvieron con 52 mL de NH3 2 M, 384 mL de agua Milli-Q y 48
mL de EtOH, con agitacion contundente durante 1 hora, tras lo que se afiadié una
mezcla compuesta por 6.4 mL del ligando TEPA y 31.8 mL de TEOS, por goteo

con micropipeta, y se agité durante 1 h mas.

Las mezclas se transfirieron a un reactor autoclave de teflén que se calent6é
a 100°C durante 16 h. Transcurrido este tiempo, se formé un precipitado blanco
en el caso de PMO-TEPA y naranja en el caso de PMO-STPA, que fueron filtrados
en placa y lavados varias veces con agua Milli-Q y EtOH para eliminar
completamente restos del tensioactivo CTAB que pudieran quedarse entre los
mesoporos. Finalmente, los materiales se secaron a 60°C durante 6 h y se

sometieron a las pertinentes pruebas de caracterizacion.

I1.3.5 Extraccion en fase solida

Tanto para farmacos como para herbicidas fenoxiacidos, el proceso de SPE
se realiz6 en un cartucho de extraccion de 6 mL en el que se empaquetaron 100 o
200 mg de material mesoporoso depositado entre dos fritas de polietileno y con
una membrana de filtro de nylon, con un tamafio de poro de 0.45 pm, insertada
junto a la frita inferior en contacto con el material mesoporoso para evitar la
pérdida de éste durante la extraccion. El acondicionamiento del mismo se realiz6

con 5 mL de MeOH y 5 mL de agua Milli-Q. Seguidamente, se pasé un volumen
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de agua Milli-Q o de muestra real de agua suplementadas con los analitos a un
flujo de 1 mL/min. Posteriormente, se dejaron secar los cartuchos durante 20 min
pasando aire para la eliminacion de interferentes, y se procedi6 a la elucién de los
analitos retenidos con dos alicuotas de 4 mL de MeOH. Los eluatos se evaporaron
hasta sequedad y se reconstituyeron en un volumen de 500 pL de MeOH:agua

Milli-Q (10:90, v/v).

La extraccion se realiz6 en 3 cartuchos diferentes: Por dos de ellos se pasé
una disoluciéon de agua Milli-Q o una muestra real de agua enriquecidas con los
analitos, mientras que por el tercero solo se pasé un volumen similar de agua
Milli-Q o muestra real de agua que se suplementaron con los analitos tras la
elucion. Las cantidades de los analitos con las que se suplementaron las
disoluciones y las muestras se calcularon teniendo en cuenta el factor de
preconcentracién (PF) obtenido en cada paso de optimizacién, de tal modo que a
la hora de cuantificar los analitos, en la reconstituciéon del eluato se obtuviera una

concentracion por encima del LOQ instrumental del método.

Para obtener las mejores condiciones de extraccion por SPE, se
optimizaron la cantidad de sorbente, el volumen de ruptura, la naturaleza del

eluyente y el volumen de elucién.

I1.3.6 Estudios de estabilidad de duloxetina, econazol y sus mezclas en los

medios de cultivo correspondientes a Spirodela polyrhiza 'y Daphnia magna

La estabilidad de duloxetina y econazol se evalué tanto de forma
individual como en mezclas de ambos toxicos en condiciones abiéticas y biéticas
tras un tiempo de incubacién de 72 h (para Spirodela polyrhiza) y a 24, 48 y 72 h

para Daphnia magna, a unas concentraciones que van desde 0.1 a 20 mg/L de
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racemato de cada farmaco para la planta acudtica y desde 3 a 30 mg/L para
Daphnia magna. En el caso de Spirodela polyrhiza, la estabilidad de los compuestos
estudiados se evalud en condiciones de exposicion a luz UV continua, mientras
que para Daphnia magna los estudios se llevaron a cabo en oscuridad. Cada uno de
los ensayos se llevd a cabo por triplicado. La estabilidad se evalué por
comparacion de las concentraciones iniciales de los enantiémeros de los
compuestos estudiados y dichas concentraciones tras el tiempo de incubacién
correspondiente. Todas las concentraciones de los enantiémeros se determinaron

por EKC.

I1.3.7 Ensayos de toxicidad

Los ensayos de toxicidad para el organismo Spirodela polyrhiza se
realizaron, por duplicado, en incubadora segiin la normativa 1ISO20079 (ISO DIS
2005 para los tests de toxicidad para Lemna con modificaciones). Para ello, la
planta se puso en contacto con 2 mL del medio de cultivo Steinberg y se
afiadieron los farmacos a diferentes concentraciones de forma individual y en
mezclas. Paralelamente, se llevé a cabo un ensayo control como referencia en el

cual no se afladieron los farmacos a la planta.

Los ensayos de toxicidad para el organismo Daphnia magna se realizaron
por cuadruplicado en oscuridad y a 20°C siguiendo la guia OECD 202. En cada
determinacién 5 organismos se pusieron en contacto con 10 mL del medio de
cultivo y se adicionaron los toxicos a diferentes concentraciones de forma
individual y en mezclas. Paralelamente, se llevé a cabo un ensayo control como

referencia en el cual no se afiadieron los téxicos.
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I1.4 Tratamiento de datos

Los valores de resoluciéon (Rs) se calcularon con el software de la

ChemStation segtn la ecuacién:

Rs = 1.18 -2 (Ecuacion I1.1)
T wl4+ w2
donde t; y t2 son los tiempos de migraciéon de los picos correspondientes a cada

uno de los enantiémeros y w1y wa sus respectivas anchuras a mitad de la altura.

Para compensar la variabilidad en las condiciones electroforéticas y
mejorar la reproducibilidad de los resultados, se emplearon las areas de pico
corregidas (Ac) respecto a los tiempos de migracion, que se obtienen dividiendo

el drea de cada pico entre su correspondiente tiempo de migracién.

Los limites de detecciéon (LOD) y limites de cuantificacion (LOQ) se
obtuvieron experimentalmente en base a la concentracion de analito
correspondiente a una relacién sefial/ruido (S/N) de 3 o 10, respectivamente, o

bien, a partir de las rectas de calibrado segtin las ecuaciones:

S

LOD = 3f (Ecuacién I1.2)
Sa .

LOQ =10 N (Ecuacion I1.3)

donde S, es la desviacion estandar de la ordenada en el origen y b es la pendiente

de la recta de calibrado.
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Los porcentajes de recuperacién (R (%)) obtenidos tras el proceso de SPE

se calcularon utilizando la siguiente ecuacion:

A
R (%) = A—R x 100 (Ecuacion I1.4)
T
donde Ar es el area de pico corregida para cada enantiomero después de su
elucion del cartucho SPE y Ar es el area de pico corregida que se deberia obtener

para cada enantiémero si hubiera sido retenido y eluido al 100 % del cartucho

SPE.

Para el célculo de los pardmetros de toxicidad se empled la siguiente

ecuacion del efecto medio y del indice de combinacion (CI) [235]:

fa — ( D ) (Ecuacion I1.5)

donde D es una concentracién de téxico que afecta a una fraccion (f.) de una
poblacién de organismos; D, es la concentracion media efectiva y m representa la

sigmoidicidad de la curva dosis-efecto.

Los valores de CI se obtuvieron de acuerdo a la siguiente ecuacién para un

porcentaje determinado “x” de inhibicién [236]:

(Ecuacion I1.6)

@ = (D); _ Zn (Dx)1-n — {[D]j/ PX [D]}

O L5 D)y (i /11 — El) ™

donde (CI)~ es el indice de combinacién para n téxicos a una inhibicion x, (D)1
es la suma de las concentraciones de n téxicos que producen un grado de

inhibicion x en una mezcla, {[D];/Zy[D]} es la relacion de un toéxico (j)
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determinado que induce una inhibicién x en una mezcla, y (Dm)i{(fax)j/ [1-(fax);]}*/™

es la dosis para cada téxico individual que produce el mismo efecto.
Programas empleados en el tratamiento de datos
En el tratamiento de datos se emplearon los programas Excel Microsoft

Office 2010, Statgraphics Plus 5.1 y Origin 6.0.

Los célculos tedricos de fuerzas de Van der Waals y de carga idnica

Hiickel (capitulos IV y V) se realizaron mediante el software Chem3D Pro 12.0.

Los calculos para obtener los valores de los CI de mezclas de tdxicos

(capitulo VI) se realizaron con el software CompuSyn (Estados Unidos).

El tratamiento de las imagenes de las hojas correspondientes a la planta
acuatica Spirodela polyrhiza (capitulo VI) se realiz6 con el software Image ] de

National Institutes of Health (Estados Unidos).
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Separacion enantiomérica del farmaco antiurémico colchicina por EKC

II1.1 Introduccién

En la Introduccién de esta memoria se ha destacado el elevado interés que
presenta la separacion enantiomérica de farmacos debido a la distinta actividad
biolégica que cada uno de ellos puede exhibir, asi como el hecho de que un gran
namero de los fadrmacos que consumimos son quirales y existe una tendencia
importante a comercializarlos como enantiémero puro. Todo ello pone de
manifiesto la clara necesidad de desarrollar metodologias analiticas para llevar a
cabo un adecuado control de calidad de las materias primas y formulaciones

farmacéuticas basadas en farmacos quirales.

EKC es una técnica de separacion en el formato de la CE que presenta un
gran potencial en el campo de las separaciones quirales (ver el Capitulo I de esta
memoria). En efecto, debido a que los dos enantiémeros de un compuesto quiral
poseen la misma movilidad electroforética en entornos aquirales, su separacién
por CE con medios de separacién convencionales no es posible. Por ello, es
necesario adicionar un selector quiral al medio de separaciéon de modo que tenga
lugar el establecimiento de un reparto basado en principios cromatogréficos que
se superpone a la separacion electroforética y que en el caso ideal permite la
separacion de los enantiémeros. Ello unido a que en EKC se utilizan reducidos
volimenes de muestra y de disolucion electrolitica (lo que reduce enormemente
el impacto medioambiental), se obtienen elevadas eficacias de separacion y el
selector quiral estd libre en disolucién favoreciéndose su interacciéon con los
analitos, permite considerar esta técnica como una opcién muy interesante para

llevar a cabo separaciones quirales.

Por todo ello, en este capitulo se ha empleado EKC con el fin de investigar

el potencial de discriminacién quiral de distintas ciclodextrinas empleadas como
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selectores quirales para llevar a cabo la separaciéon de los enantiémeros del

farmaco antiurémico colchicina.

La colchicina ((-)-N-[(75)-1,2,3,10-tetrametoxi-9-0x0-5,6,7,9-
tetrahidrobenzo[a]heptalen-7-il]acetamide) es un compuesto quiral con un centro
asimétrico por lo que estd constituido por dos enantidémeros. Ambos
enantidmeros son activos, aunque S-colchicina es algo més potente que el
enantiomero R [237]. De hecho, las formulaciones farmacéuticas de colchicina se
comercializan como enantiémero puro por lo que se hace necesario disponer de
metodologias analiticas adecuadas para asegurar su control de calidad y permitir
la determinacion de cantidades bajas de la impureza enantiémerica. Segtun la ICH
(Conferencia Internacional de Armonizacién) las impurezas deben poder

detectarse en nuevos farmacos a niveles del 0.1 % [24].

Se han descrito para colchicina diferentes actividades ademas del
tratamiento de las crisis agudas de gota [238], como son el tratamiento de la fiebre
mediterranea y enfermedades cardiacas [239] o de la piel y més recientemente

como agente antineopldsico experimental [240].

Sin embargo, a pesar del enorme interés que presenta la separacion
enantiomérica de colchicina, en el momento de la realizacién de este trabajo de
investigacion tnicamente se habia publicado un articulo describiendo Ia
separacion de sus enantiémeros por Cromatografia Liquida Plana en 3.5 h. El
método consistia en la utilizacién de una fase de silica gel impregnada con 4cido
L-aspéartico como selector quiral [241]. Ademds, no se encontré ninguna referencia

a la determinacion de colchicina en formulaciones farmacéuticas.

En este capitulo se presenta el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral con

el fin de investigar el potencial de discriminaciéon quiral de distintas
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ciclodextrinas empleadas como selectores quirales en CE en su modo EKC con el
fin de llevar a cabo la separaciéon de los enantiémeros de colchicina para poder
establecer condiciones de partida que permitan el desarrollo de un método
analitico quiral en el modo CD-EKC para el control de formulaciones

farmacéuticas de colchicina elaboradas como enantiémero puro.

II1.2 Objetivos

El objetivo de este capitulo ha sido investigar el potencial de
discriminacién quiral de distintas ciclodextrinas empleadas como selectores
quirales en CE en su modo EKC con el fin de llevar a cabo la separacion de los
enantiomeros del farmaco antiurémico colchicina para poder establecer
condiciones de partida que permitan el desarrollo de un método analitico quiral
en el modo CD-EKC para el control de formulaciones farmacéuticas de colchicina

elaboradas como enantiémero puro.

Con este fin se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Estudiar el potencial de discriminacién quiral de un grupo de ciclodextrinas

anidnicas en la separacién enantiomérica de colchicina por EKC.

2. Investigar el orden de migracioén de los enantiémeros de colchicina en aquellos

casos en los que haya sido posible separar los enantiémeros.

3. Optimizar las condiciones de separacion enantiomérica de colchicina por CD-
EKC con el fin de obtener los mejores resultados en cuanto a tiempo de anélisis

y resolucién enantiomérica.
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4. Establecer condiciones de partida que puedan servir de base para el desarrollo
de una metodologia analitica quiral en el modo CD-EKC para el control de

formulaciones farmacéuticas de colchicina elaboradas como enantiémero puro.

II1.3 Resultados y discusién

Teniendo en cuenta que el farmaco colchicina es un compuesto neutro
excepto a valores de pH muy 4cidos (pKa 1.85), se seleccioné un grupo de
ciclodextrinas cargadas negativamente como selectores quirales con el fin de
estudiar por primera vez su potencial de discriminacién frente a los enantiémeros
de colchicina por EKC. En efecto, en ausencia de otros aditivos en el medio de
separacion, la ausencia de movilidad electroforética de un compuesto neutro lleva
a la necesidad de formar complejos cargados que hagan posible su separaciéon por
esta técnica. La eleccién de estos selectores quirales se basé en el hecho de que las
ciclodextrinas son los mas utilizados en el formato de la CE y ademas han

demostrado ampliamente poseer un gran poder de discriminacién quiral.

Dado que las interacciones entre un soluto y una ciclodextrina pueden
tener lugar a través de distintos mecanismos tales como su inclusién en la cavidad
de la ciclodextrina o las interacciones con grupos de la superficie de la misma, se
eligieron derivados aniénicos de las tres ciclodextrinas nativas que se caracterizan
por el distinto tamafio de su cavidad: a-CD, 3-CD y y-CD. Asi, se investigo el
potencial de discriminacién quiral de trece ciclodextrinas aniénicas: CM-a-CD, S-
a-CD, CM-B-CD, CE-B-CD, Succ-p-CD, S-B-CD, P-B-CD, HDAS--CD, HDMS-§3-
CD, CM-y-CD, CE-y-CD, Succ-y-CD y S-y-CD. Las condiciones iniciales
seleccionadas para llevar a cabo estos experimentos consistieron en adicionar una
ciclodextrina a una concentracién 10 mM a un tampoén borato 10 mM a pH 9.0

(con el fin de favorecer la existencia de un flujo electroosmético con entidad
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suficiente para arrastrar los complejos aniénicos formados hacia el extremo
catédico del capilar en el que se encuentra el detector). Otras condiciones de
partida fueron un voltaje de 20 kV, una temperatura de 20 °C y una longitud de
onda de deteccién de 243 nm. En estas condiciones, de las trece ciclodextrinas
investigadas, tnicamente cuatro de ellas mostraron tener la capacidad de
discriminar los enantiémeros de colchicina: CE-3-CD, CE-y-CD, Succ-y-CD y S-y-
CD, demostrando que ninguna de las ciclodextrinas derivadas de la a-CD que es
la que posee una menor cavidad, proporcionaban indicios de discriminacién
quiral hacia colchicina, mientras que tres de las ciclodextrinas derivadas de la que
posee una mayor cavidad (y-CD) si que permitian obtener una separacion
enantiomérica de colchicina aunque con resoluciones inferiores a 0.8 excepto en el

caso de la Succ-y-CD que dio lugar a una resolucion enantiomérica de 1.1.

La investigacion del orden de migracion de los enantiémeros de colchicina
con las cuatro ciclodextrinas mencionadas puso de manifiesto que dicho orden de
migracion no era igual para todas ellas. En efecto, pudo comprobarse que cuando
se utilizaban CE-B-CD, CE-y-CD y Succ-y-CD, el primer enantiémero en migrar
era S-colchicina, el principio activo empleado en las formulaciones farmacéuticas
de colchicina, mientras que si el selector quiral era S-y-CD, el orden de migracién
de los enantiémeros era opuesto, observandose que el enantiémero S migraba en
segundo lugar siendo la impureza enantiomérica de colchicina (enantiémero R) la

que migraba en primer lugar.

El orden de migracién obtenido para los enantiomeros de colchicina con
Succ-y-CD, que era el selector quiral que habia demostrado un mayor poder de
discriminacion quiral frente a este farmaco, no pudo justificarse a partir de los
valores de las constantes aparentes de los complejos de cada enantiémero con la

ciclodextrina que fueron calculadas por RMN por el Dr. Antonio Salgado (Centro
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de Apoyo a la Investigaciéon de Quimica de la Universidad de Alcald). En efecto,
los estudios por RMN permitieron determinar valores de dicha constante
superiores para el enantiomero S que para el enantiémero R. Sin embargo, si el
enantiomero S forma complejos mas estables deberia migrar en segundo lugar, ya
que al estar més unido a la ciclodextrina negativa que migra en contra del flujo
electroosmético, deberia tardar mds en salir del sistema electroforético. El hecho
comprobado es que el enantiémero S de la colchicina migraba en primer lugar en
estas condiones. Ello permitié establecer que, ademas de la estabilidad de los
complejos analito-ciclodextrina, la movilidad electroforética de los mismos debe
jugar un papel importante en su migracién, como ya ha sido postulado en
trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacién para otros compuestos

[242].

Teniendo en cuenta que la mayor resolucion enantiomérica para colchicina
se obtuvo con Succ-y-CD, se procedié a llevar a cabo una optimizacién de la
separacion con este selector quiral. Con este fin, se estudi6 la influencia de la
concentracion del tampén borato, la concentracion de la ciclodextrina, la
temperatura, el tiempo de inyecciéon y los pardmetros de detecciéon sobre la

separacion enantiomérica de colchicina.

La variaciéon de la concentracion de tampén borato entre 10 y 75 mM
permiti6 seleccionar una concentracién 6ptima de 50 mM como compromiso entre
la intensidad de corriente generada y la resoluciéon enantiémerica obtenida,
concentracion a la cual se llevé a cabo el estudio del efecto de la concentracién de
Succ-y-CD sobre la separacion de los enaniémeros de colchicina. La concentracién
de ciclodextrina se varié entre 5 y 20 mM observdndose un incremento en la
resolucion enantiomérica con la concentracion si bien se eligié una concentracion

de 7 mM por proporcionar la mejor resolucion en el menor tiempo de anélisis (Rs
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= 2.9 en 11 min). El estudio del efecto de la temperatura se llevé a cabo para
valores de 16, 20 y 25 °C observandose un incremento de la resolucién
enantiomérica para colchicina al disminuir la temperatura con muy poco efecto en
el tiempo de analisis que solo se increment6 en un minuto (Rs = 4.1 en 12 min). La
optimizacion del tiempo de inyeccién entre 5 y 20 s (a una presién de 50 mbar)
mostré que un valor de 5 s mejoraba la resolucion (Rs = 5.6) sin pérdida de
sensibilidad y finalmente, la variacién en el ancho de banda en la deteccion UV
entre 4 y 35 nm puso de manifiesto que este dltimo valor daba lugar a un

aumento de la relacién sefal/ruido por lo que fue seleccionado como 6ptimo.

En las condiciones optimizadas, Succ-y-CD permitié obtener la primera

separacion enantiomérica de colchicina por CE en 12 min con resolucién de 5.6.

A pesar de que se considera deseable que la impureza enantiomérica de
un farmaco migre en primer lugar para que su pico no se vea afectado por el
ensanchamiento del pico de gran tamafio correspondiente al principio activo que
es mayoritario, en este caso, dada la elevada resolucién enantiomérica obtenida
para colchicina con Succ-y-CD, estas condiciones se propusieron como punto de
partida para desarrollar en nuestro grupo de investigacion una metodologia
analitica para la determinacién de los dos enantiémeros de colchicina en
formulaciones farmacéuticas considerando que la migracion en primer lugar de la
S-colchicina no constituye un hecho que deba impedir la determinacién de ambos
enantiémeros y en especial, de la impureza enantiémerica (R-colchicina) en estas

condiciones.

El posterior desarrollo de la metodologia analitica mencionada por otros
miembros de nuestro grupo de investigacion permitié corroborar que, en efecto,
la migracién en segundo lugar de la impureza enantiomérica de colchicina no

perjudicaba la determinacién de ambos enantiémeros ya que fue posible alcanzar
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un limite de detecciéon de 0.3 mg/L para R-colchicina equivalente a un limite de
deteccion relativo (para una concentracién nominal de S-colchicina de 300 mg/L)
de 0.1 % lo que permitia comprobar el cumplimiento de las normativas legales
ICH que establecen dicho limite para las impurezas enantioméricas en farmacos
comercializados como enantiémeros puros. De hecho, cuando se desarroll6 un
método analitico para la determinacién enantiomérica de colchicina, también por
otros miembros del grupo de investigacién, basado en la utilizacién de S-y-CD
como selector quiral, situacién en la que R-colchicina era el primer enantiémero
en migrar, el limite de deteccién relativo fue del 0.3 % (para una concentracién
nominal de S-colchicina de 90 mg/L) a pesar de que el limite de deteccién de R-
colchicina en estas condiciones fue también de 0.3 mg/L. El limite de detecciéon
relativo en este caso no alcanzé a satisfacer los requerimientos de la normativa
legal ICH confirmando una vez mds que las condiciones de partida propuestas en
esta Tesis Doctoral y basadas en el empleo de Succ-y-CD fueron las mas idéneas
para el posterior desarrollo de una metodologia analitica para llevar a cabo la

determinacion tanto de S como de R-colchicina en formulaciones farmacéuticas.

Los resultados obtenidos en este capitulo de esta Tesis Doctoral junto con
los obtenidos por otros miembros del grupo de investigacion han dado lugar a la

publicacién del siguiente articulo cientifico:

Articulo 1

“Enantiomeric separation of the antiuremic drug colchicine by Electrokinetic
Chromatography. Method development and quantitative analysis”.

N. Menéndez-Lopez, J. Valimafa-Traverso, M. Castro-Puyana, A. Salgado, M. A.
Garcia, M.L. Marina.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 138 (2017) 189-196.
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Abstract

Two analytical methodologies were developed by CE enabling the
enantiomeric separation of colchicine, an antiuremic drug commercialized as pure
enantiomer. Succinyl-y-CD and Sulfated-y-CD were selected as chiral selectors
after a screening with different anionic CDs. Under the optimized conditions,
chiral resolutions of 5.6 in 12 min and 3.2 in 8 min were obtained for colchicine
with Succinyl-y-CD and Sulfated-y-CD, respectively. An opposite enantiomeric
migration order was observed with these two CDs being S-colchicine the first-
migrating enantiomer with Succinyl-y-CD and the second-migrating enantiomer
with Sulfated-y-CD. H-NMR experiments showed a 1:1 stoichiometry for the
enantiomer-CD complexes in both cases. However, the apparent and averaged
equilibrium constants for the enantiomer-CD complexes could be calculated only
for Succinyl-y-CD. The developed methods were applied to the analysis of
pharmaceutical formulations but only the use of Succinyl-y-CD enabled to detect

a 0.1 % of enantiomeric impurity in colchicine formulations.

Keywords: capillary electrophoresis / colchicine / quantitation /

enantioseparation / enantiomer migration order / H-NMR.

Abbreviations: CE-B-CD: Carboxyethylated-p-CD; CE-y-CD: Carboxyethylated-
y-CD; CM-a-CD: Carboxymethylated-a-CD; CM-B-CD: Carboxymethylated-f-
CD; CM-y-CD: Carboxymethylated-y-CD, EMO: Enantiomer migration order;
HDAS-$-CD: Heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-O-sulfo)-p-CD; HDMS-$-CD:
Heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-sulfo)-f-CD; Succ-B-CD: Succinyl-B-CD; Succ-y-
CD: Succinyl-y-CD.
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Highlights

* The first enantiomeric separation of colchicine by CE is reported.

* The inversion in the enantiomeric migration order was studied by H-RMN
experiments.

* Stoichiometry and equilibrium constants for enantiomer-CD complexes were
determined.

* The analysis of pharmaceutical formulations samples is presented.

* Uptoa0.1 % of enantiomeric impurity (R-colchicine) can be detected.

1. Introduction

The impact of chirality in the pharmaceutical field has increased in the last
years as shown by the development of an important number of drugs as single
isomers instead of racemic active ingredients. In fact, drug properties are strongly
dependent on the ingested enantiomer as a result of the inherent
enantioselectivity of biological processes. Due to the potentially different
bioactivity of the enantiomers of a chiral drug, it is mandatory for the
pharmaceutical laboratories to justify the commercialization of a new drug, either
as a pure enantiomer or as racemic mixture. Therefore, a rigorous quality control
must be carried out to determine the drug enantiomeric impurities present in a

pharmaceutical formulation, especially if they have adverse effects.

As many pharmaceutical compounds, colchicine ((-)-N-[(7S)-1,2,3,10-
tetramethoxy-9-ox0-5,6,7,9-tetrahydrobenzo[a]heptalen-7-yl]acetamide) (Figure 1)
is a chiral drug obtained from the corm and seeds of the autumn crocus,
Colchicum automnale, and other Liliaceae such as the glory lily, Gloriosa superb. This

naturally occurring alkaloid has been used since 600 A.D., known for its ability to
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bind to tubulin and inhibit microtubule polymerization so as to treat the sharp
crisis of gout [1], for the treatment of Mediterranean fever, cardiac diseases [2],

some skin diseases and more recently as an experimental antineoplastic agent [3].

OMe

Figure 1. Structure of colchicine. (*) shows the asymmetric carbon.

Both enantiomers of colchicine are active but the S-enantiomer was found
to be slightly more potent [4]. In fact, in earlier experiments, Corrodi and
Hardegger prepared and assayed optically pure (+)-colchicine in an in vitro
procedure as an inhibitor of mitosis and they found that this enantiomer was only
1/100t as potent as the natural alkaloid [5]. At the same time, Yeh at al. [6]
investigated the different activities of the colchicine enantiomers. Thus, the assay
of inhibition of tubulin by using unnatural (+)-colchicine prepared from (+)-
deacetylcolchicine showed a low potency (32% versus 90% for the (-)-enantiomer)
and it turned out much less toxic in mice (122.6 mg/kg versus 3.0 mg/kg for the
(-)-enantiomer) [4]. Owing to that this drug is commercialized as a pure
enantiomer in the treatment of these diseases, it is necessary to develop
enantioselective methods to ensure the quality control of its enantiomeric purity.

These methodologies must, on the one hand, separate the desired enantiomers of
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a chiral drug, and on the other hand, detect low amounts of the enantiomeric
impurity. According to International Conference on Harmonization (ICH)
guideline Q2(R1) [7], the validation of an analytical procedure must be carried out
in accordance with a certain convention. Moreover, ICH guideline on impurities
establishes that they must be detected in new drug products on the level of 0.1 %
[8].

CE is an effective choice for resolving enantiomers and analyzing
enantiomeric impurities [9-11] because it offers many advantages such as high
resolution power, low reagents and sample consumption, and high flexibility
given the possibility to easily modify the chiral selector added to the BGE [10, 12].
CE is also an interesting technique to evaluate the interactions between a given
CD and the analyte, even enabling to calculate the apparent and averaged
equilibrium constants of the formed CD-analyte complex [15, 16]. In this sense,
and in opposition to chromatographic techniques, the enantiomer migration order
(EMO) in CE not only depends on the affinity pattern of the enantiomers towards
the chiral selector but also on mobility effects present in the separation system
[17]. This means that the enantiomer which binds stronger to the CD may migrate
either in first or in second place, unlike in chromatographic techniques [18].
However, a disadvantage of CE is that this technique cannot provide any direct
information concerning structural and chemical mechanisms of CD-analyte
interactions [19]. To try to solve this problem, the use of complementary
techniques such as NMR spectroscopy is required in order to obtain information
about the average stoichiometry and the strength of the CD-analyte complexes.
Since CE and NMR are liquid-phase techniques, having a similar freedom degree
of the CD and the analyte, it could be assumed that information would be

transferable from one technique to another [20].
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Until now, the chiral enantiomeric separation of colchicine has only been
reported by TLC employing a silica gel phase impregnated with L-aspartic acid as
chiral selector [21]. In this case, the colchicine racemic mixture was separated into
its enantiomers although analysis times of 3.5 h were needed. To the best of our
knowledge, the determination of colchicine enantiomers in pharmaceutical
formulations has never been described. Also, studies of the molecular
mechanisms of the chiral recognition of colchicine with any chiral selector that

justified the observed EMOs using different CDs have not been reported.

The aim of this work was to develop CE methodologies that enabled the
enantioseparation of colchicine and to apply them to determine the content of S-
colchicine and its enantiomeric impurity in pharmaceutical formulations.
Investigations on the enantiomeric migration order of colchicine with different

CDs by H-NMR and CE would be also conducted.

2. Materials and methods

2.1. Reagents and samples

All reagents were of analytical grade. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Boric acid and sodium hydroxide
were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). The employed water was of
Milli-Q quality (Millipore, Bedford, MA, USA).Deuterated water (DO, > 98% D)
and deuterated dimethyl sulfoxide (DMSO-ds, > 99% D) were also from Sigma.

Carboxymethylated-p-CD (CM-B-CD) (DS~3) and Sulfated-B-CD (DS~7-
11) were from Fluka (Buchs, Switzerland). Heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-sulfo)-
p-CD (HDMS-B-CD) was from Sigma (St. Louis, MO, USA) and Heptakis-(2,3-di-
O-acetyl-6-O-sulfo)-p-CD (HDAS-B-CD) was from AraChem (Tilburg, The
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Netherlands). Carboxyethylated-p-CD (CE-pB-CD) (DS~3), Succinyl-p-CD (Succ-p-
CD) (DS~3.5), Carboxymethylated-y-CD (CM-y-CD) (DS~3), Carboxyethylated-y-
CD (CE-y-CD), Succinyl-y-CD (Succ-y-CD) (DS~3.5), Carboxymethylated-a-CD
(CM-a-CD) (DS~3.5), Phosphated-p-CD (DS~2-6), Sulfated-a-CD (DS~11) and
Sulfated-y-CD (DS~14) were from Cyclolab (Budapest, Hungary).

(R,S)-colchicine was from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg,
Germany) and (S)-colchicine was from Sigma. The commercial pharmaceutical
formulations were acquired in drug stores from Alcald de Henares, Madrid
(Spain). According to the labeled data, they contained 0.5 mg of colchicine per

capsule.

2.2. Apparatus

Electrophoretic experiments were carried out in an HP 3PCE system from
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) with a diode array detector (DAD).
Detection wavelength was 243 nm (bandwidth 35 nm for Succ-y-CD and 25 nm
for Sulfated-y-CD) and detector response time was 1 s. The electrophoretic system
was controlled with the HP 3PCE ChemStation software that included the data
collection and analysis. Separations were performed in uncoated fused-silica
capillaries of 50 um I.D. and a total length of 58.5 cm (50 cm effective length) from
Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA).pH measurements were performed
in a pH-meter model 744 from Metrohm (Herisau, Switzerland). Degassing took
place in an ultrasonic bath Ultrasons-H from J.P. Selecta (Barcelona, Spain).

All H-NMR spectroscopic experiments were performed using a Varian
INNOVA 500 NMR System (Palo Alto, CA, USA), fitted with an inverse 5 mm
HCX 500 MHz probe head, a variable temperature controller and z-gradient unit.
The operating frequency of the spectrometer was 499.61 MHz. The spectral width
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was 8012.8 Hz, and 16384 data points were acquired. For each experiment 16
scans were accumulated. The acquisition time was set at 2.045 s, with an interscan
delay (d1) of 1 s. All experiments were done at 25°C. All spectra were processed
with the MestReNova software (version 10.0.2, Mestrelab Research, Santiago de
Compostela, Spain).

2.3. Procedure

At the beginning of each working day the capillary was flushed with
NaOH 0.1 M for 10 min, 5 min with Milli-Q water and 40 min with the buffer. In
order to ensure the repeatability between injections, the capillary was flushed

with NaOH 0.1 M for 2 min, 2 min with the buffer and 2 min with the BGE.

Buffer solutions were prepared by dissolving the appropriate amount of
boric acid in Milli-Q water, adjusting the pH to the desired value (pH 9.0) with 1
M NaOH before completing the volume with water to get the desired buffer
concentration. Finally, BGEs were prepared by dissolving the appropriate amount

of the different CDs in the buffer solution.

Stock standard solutions of colchicine were prepared by dissolving the
appropriate amount of this drug in 1:1 MilliQ water/ DMSO. These solutions were
stored at 4 °C. Solutions of commercial pharmaceutical formulations were
prepared by grinding 6 tablets and homogenizing the resulting power. The
required amount for the analysis of the grinded powder was dissolved in a 1:1
MilliQ water/ DMSO mixture solventand centrifuged for 20 min with a rotational
speed of 4000 rpm at 25 °C. The supernatant was taken and brought to a known
volume. Afterwards, it was diluted to the required concentration employing

MilliQ water. All these solutions (samples, buffers and standards) were filtered
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through 0.45 pm pore size nylon membrane filters before their injection in the CE

system.

3. Results and discussion

3.1 Screening with anionic CDs

Since colchicine is a neutral compound except at very acidic pH (pKa 1.85)
[22], a screening test with thirteen anionic CDs was carried out with the aim of
selecting the most appropriate chiral selector to achieve the enantiomeric
separation. Anionic CDs (CM-a-CD, Sulfated-a-CD, CM-3-CD, CE-B-CD, Succ-p-
CD, Sulfated-p-CD, Phosphated-p-CD, HDAS--CD, HDMS-p-CD, CM-y-CD, CE-
y-CD, Succ-y-CD and Sulfated-y-CD) were employed at a concentration of 10
mM, in 10 mM borate buffer at pH 9.0. These experiments were carried out
employing a voltage of 20 kV, a temperature of 20 °C, and a detection wavelength
of 243 nm (bandwidth 4 nm). Among the CDs studied, only four of them enabled
the chiral separation of colchicine enantiomers. On the one hand, CE-B-CD and
CE-y-CD provided resolution values < 0.8 whereas Succ-y-CD gave rise to the
highest enantiomeric resolution (Rs 1.1). Using these three CDs as chiral selectors,
the first-migrating enantiomer was S-colchicine. On the other hand, Sulfated-y-
CD also originated chiral discrimination for colchicine (Rs 0.6) but in this case, the
enantiomeric migration order (EMO) was opposed, i.e., S-colchicine was the
second-migrating enantiomer (being the enantiomeric impurity the first-
migrating enantiomer). According to these results, both Succ-y-CD and Sulfated-
y-CD were chosen as chiral selectors. Then, an optimization of the experimental
conditions originating the maximum enantiomeric resolution for both CDs was

performed.
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The buffer concentration was varied from 10 to 75 mM (10, 25, 50 and 75
mM). Depending on the CD, an optimum buffer concentration was chosen as a
compromise between current intensity and resolution (50 mM for Succ-y-CD and
25 mM for Sulfated-y-CD). The influence of CD concentration on the chiral
resolution of colchicine enantiomers was investigated in the range from 5 to 20
mM. As it can be seen in Figure 2, the enantioresolution gradually improved
when the concentration of both cyclodextrins was increased. The results obtained
using a concentration of 7 mM for Succ-y-CD and 17 mM for Sulfated-y-CD gave
rise to the highest values for resolution in the shortest analysis times (Rs 2.9 in 11

min for Succ-y-CD and Rs 2.2 in 10 min for Sulfated-y-CD).

The effect of the temperature was studied (16, 20, and 25 °C). For Succ-y-
CD a temperature of 16°C was chosen since in this case a decrease in the
temperature gave rise to an increase in the resolution with only slightly higher
analysis times (Rs 4.1 in 12 min). For Sulfated-y-CD the resolution did not vary
appreciably with the temperature, so 20 °C was chosen as optimum value.

In order to study the influence of the injection time, values of 5, 10, 15, and
20 s were tested at 50 mbar. An injection time of 5 s was chosen for both CDs since
the resolution increased without a loss in sensitivity (Rs 5.6 for Succ-y-CD and Rs

3.2 for Sulfated-y-CD).

Detection parameters were optimized for both CDs by changing the
bandwidth (4, 10, 25, 30 and 35 nm). A value of 35 nm was chosen for Succ-y-CD
due to the increase obtained for the S/N ratio (from 4.7 at 4 nm to 52 at 35 nm)
while for Sulfated-y-CD the value selected was 25 nm due to the increase

observed at this value for the S/N (from 9 at 4 nm to 20 at 25 nm).
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Figure 2. Variation of the enantiomeric resolution of colchicine as a function of

Succ-y-CD and Sulfated-y-CD concentration.

Under the optimized conditions for the two CDs, the enantioseparation of
colchicine was completed in 12 min and a value of 5.6 for Rs with Succ-y-CD and

in 8 min and a value of 3.2 for Rs with Sulfated-y-CD (Figure 3).
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Figure 3. Electropherograms corresponding to the separation of a racemic mixture of
colchicine spiked with the S-enantiomer in the presence of Succ-y-CD (Experimental
conditions: BGE: 50mM borate buffer (pH 9.0) 7 mM Succ-y-CD; temperature: 16°C;
voltage: 20kV; \: 243 nm + 35 nm) and Sufated-y-CD (Experimental conditions: BGE:
25 mM borate buffer (pH 9.0) 17 mM Sulfated-y-CD; temperature: 20 °C; voltage: 20
kV; \: 243 nm + 25 nm].[S-colchicine] 20 mg/L, [R-colchicine]: 10 mg/L. Other
conditions: uncoated fused-silica capillary, 58.5 cm (50 cm effective length x 50 pm id;

hydrodynamic injection: 50 mbar x 5 s).
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3.2. Study of the interactions colchicine-Succ-y-CD and colchicine-Sulfated-y-CD by H-
NMR.

In order to investigate the different enantiomeric migration order
observed for colchicine enantiomers with Succ-y-CD and Sulfated-y-CD, and to
study the interactions between colchicine and these two CDs, some H-NMR

experiments were carried out.

The determination of the averaged stoichiometric ratio between each
enantiomer of colchicine and the chiral selector (Succ-y-CD or Sulfated-y-CD) by
H-NMR was achieved by constructing the corresponding Job's plot [23]. Thus,
stock solutions of racemic colchicine spiked with the S-enantiomer (ca. 90:10) and
Succ-y-CD or Sulfated-y-CD (7.14 mM CD in 50 mM borate buffer at pH 9.0 in
D;0O) were prepared. It must be considered that H-NMR spectra of colchicine in
the absence of the chiral selector have to be recorded in order to construct Job and
Scott’s plots. In the concentration range of H-NMR experiments (ca. 5-10 mM),
colchicine racemate was very little soluble in the aqueous buffer, for which reason

a 20 % v/v of DMSO-ds had to be added as co-solvent.

Solutions with different colchicine molar ratio (x = 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 and
1.0) were prepared by taking appropriate volumes of the stock solutions and
strictly under the same temperature conditions. The signal at 2.5000 ppm (DMSO-
de) was used as internal reference for chemical shift measuring. As shown in
Figure 4, some degree of complexation induced chemical shift (CICS) variation
was observed, as the chemical shift of chosen signals varied upon modifying
colchicine’s molar ratio. However, only the solutions with Succ-y-CD gave some
signal splitting due to distinct complexation of each enantiomer. The Job’s plots

for colchicine with both CDs gave maxima at a value of 0.5 for the colchicine
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molar ratio, which implied that 1:1 complexes had been formed in every case. It is
noteworthy that, as it can be observed in Figure 4, changes of the chemical shift of
colchicine signals upon complexation with Sulfated-y-CD were hardly noticeable,

whereas with Succ-y-CD substantial chemical shift variations resulted.
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Figure 4. H-NMR spectra (detailed) and Job’s plots for colchicine with (A) Succ-y-
CD and (B) Sulfated-y-CD.H-NMR signal assignment was done by direct

comparison to reported data [26].

The apparent and averaged equilibrium constants (K) can be numerically

determined from H-NMR titrations only when the stoichiometric ratios between
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donor and acceptor (in this case enantiomer and chiral selector) are 1:1. The

values of K can be thus calculated from the Scott’s equation [24]:

[selector]  [selector] 1

Aoone Ao, K.ne,

where [selector] is the molar concentration of the chiral selector, Adops is the
observed chemical shift difference between the 'H signals with and without the
presence of the chiral selector at a given selector concentration, and Ad; is the
chemical shift difference at saturation concentration of the chiral selector. In every
case, colchicine concentration was kept at 0.595 mM, whereas that of the chiral
selector ranged from 0.595 to 4.760 mM. Again, the signal at 2.5000 ppm was used
as reference. The Scott’s plots of the solutions of S-spiked colchicine with Succ-y-
CD gave acceptable regression lines (R2> 0.966) (data not shown). This resulted in
K values of 0.128 and 0.071 mM for S- and R-colchicine, respectively. Yet a
different trend was observed for the mixtures in which Sulfated-y-CD was
present, as no linearity was seen in the Scott’s plots and no K values could be
determined (data not shown). This was attributed to that both colchicine
enantiomers formed weak complexes with Sulfated-y-CD and the presence of a
high percentage (20 % v/v) of the strong solvent DMSO would dissociate these
complexes. With Succ-y-CD, however, complexes would be more stable, and the
presence of DMSO as co-solvent would not significantly affect them. In fact, the K
value for the S-enantiomer in the buffer (again pH 9.0, 50 mM borate in DO, with
only 0.5 % DMSO-ds as the internal reference) was 0.233 mM-1.

The highest K value obtained for S-colchicine with Succ-y-CD revealed a
more stable complex than for R-colchicine with the same CD. This would suggest

that the enantiomer originating the less stable complex should be the first-
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migrating enantiomer if the stability of the complex were the most important
factor influencing the enantiomeric migration order. However, as shown in
Figure 3, S-colchicine reached the detector first (ueor = 2.56 x10#4 cm?/Vs; s
enantiomer=2.12 X104 cm2/Vs; URenantiomer=2.03 x104 cm?2/Vs), showing that the
electrophoretic mobility of the complexes would be the predominant factor
instead of their stability. With Sulfated-y-CD, however, even though no K values
could be calculated, as no signal splitting was observed in the H-NMR titrations
(Figure 4), and consequently both enantiomers would form complexes with very
similar stability, the inversion of the enantiomeric migration order with respect to
Succ-y-CD would rely on the higher enantiomeric mobility of the complex of R-
colchicine with Sulfated-y-CD with respect to the complex formed with the S-
enantiomer (uror = 3.58 x104 cm?2/Vs; psenantiomer= 3.05 X104 ¢cm?/Vs; UR-enantiomer=

3.39 x104 cm?/Vs).

3.3. Quantitation of colchicine in pharmaceutical formulations

The developed methodologies were applied to the quantitation of S-
colchicine in pharmaceutical formulations and to assess their enantiomeric purity.
With this aim, the analytical characteristics of the developed methods were
evaluated in terms of selectivity, linearity, precision, accuracy and limits of
detection (LOD) and quantitation (LOQ). The separation selectivity was
appropriate for both CDs since colchicine enantiomers were well separated and
there was no evidence of interferences from the excipients present in the tablets.
Tables 1 and 2 show the results obtained for the linearity, recovery, precision,

and LODs and LOQs when using Succ-y-CD and Sulfated-y-CD, respectively.

Linearity was established from six standard solutions at different

concentration levels by plotting corrected peak areas (Ac) as a function of the
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analyte concentration in mg/L. As it can be seen in Tables 1 and 2, linearity was
proved to be adequate in all cases as R? values were > 99 % and confidence
intervals for the slopes did not include the zero value while confidence intervals

for the intercepts included the zero value (for a 95 % confidence level).

The Response Relative Factor (RRF), calculated dividing the slope of the
calibration lines; slopeimpurity/ Slopemain compound, Was between 0.8 and 1.2, which is
within European Pharmacopeia dictates [25] to demonstrate that R- and S-

colchicine responses are equivalent for the two CDs.

Comparison of the slopes obtained by the external standard calibration
method and the standard additions calibrations method (five known amounts of
R- and S-colchicine were added to a pharmaceutical formulation sample
containing a constant concentration of S-colchicine) showed that there were not
matrix interferences (p-value > 0.05), so the external calibration method can be

used to quantify the content of colchicine in the pharmaceutical formulations.

The accuracy of the method was evaluated as the recovery obtained for
colchicine enantiomers when spiking pharmaceutical samples solutions
containing 60 or 30 mg/L of S-colchicine (to evaluate the methodology with Succ-
y-CD or Sulfated-y-CD, respectively) with known concentrations of R-colchicine
(4 or 5 mg/L depending on the CE methodology) and S-colchicine (40 or 20 mg/L
depending on the CE methodology). As it can be observed in Table 1 and 2, the
recovery values obtained were acceptable as the 100% value is included in all

cases.
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Table 1. Analytical characteristics of the CE methodology for the determination of

colchicine enantiomers with Succinyl-y-CD.

R-colchicine

S-colchicine

External standard calibration methoda

Range 1-10 mg/L 5-360 mg/L
Slope + t X Ssiope 0.144 + 0.006 0.169 £ 0.004
Intercept £ t X Sintercept 0.007 £ 0.039 0.108 + 0.282
R? 99.5 % 99.7%
Standard additions calibration method?

Range 0-8 mg/L 0-90 mg/L
Slope + t X Ssiope 0.143 + 0.005 0.168 £+ 0.025
R? 99.7% 99.9%
Accuracy

Recovery* 98+3 % 101+£8 %
Precision

Instrumental repeatabilityd

t, RSD (%) 1.3 1.7

A, RSD (%) 29 1.8
Method repeatabilitye

t, RSD (%) 2.0 2.7

A, RSD (%) 3.7 3.1
Intermediate precisionf

t, RSD (%) 3.4 2.8

A, RSD (%) 49 52
LODs 0.3mg/L

LOQh 1.0 mg/L

A corrected area. @ Six standard solutions at different concentration levels injected in triplicate. * Adding of five
known amounts of R- and S-colchicine to a pharmaceutical formulation sample containing a constant
concentration of S-colchicine. ¢ Accuracy was evaluated as the recovery obtained from six pharmaceutical
samples solutions (n=6) containing 60 mg/L of S-colchicine (as labeled amount) spiked with 4 and 40 mg/L of
R- and S-colchicine, respectively. ¢ Six consecutive injections(n=6) of a pharmaceutical sample solution
containing 70 mg/L of S-colchicine (as labeled amount) spiked with 10 mg/L of R-colchicine. ¢ Six
pharmaceutical sample solutions containing 70 mg/L of S-colchicine (as labeled amount) spiked with 10 mg/L
of R-colchicine injected in triplicate (n=6). f{ Three pharmaceutical sample solutions containing 70 mg/L of S-
colchicine (as labeled amount) spiked with 10 mg/L of R-colchicine injected in triplicate in three different days
(n=9). 8 LOD obtained experimentally for a S/N = 3. " LOQ obtained experimentally for a S/N = 10.
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Table 2. Analytical characteristics of the CE methodology for the determination of

colchicine enantiomers with Sulfated-y-CD.

R-colchicine

S-colchicine

External standard calibration method?

Range 1-10 mg/L 5-120 mg/L
Slope £ t X Sslope 0.129 + 0.006 0.128 + 0.005
Intercept * t X Sintercept 0.026 + 0.036 -0.037 £0.210
R? 99.9 % 99.8%
Standard additions calibration method»

Range 0-5mg/L 0-60 mg/L
Slope = t X Sslope 0.119 £ 0.014 0.127 £ 0.003
R? 99.9% 99.9%
Accuracy

Recovery* 97 £5 102 +10
Precision

Instrumental repeatabilityd

t, RSD (%) 3.4 3.6

A, RSD (%) 4.0 3.2
Method repeatabilitye

t, RSD (%) 5.6 5.8

A, RSD (%) 2.2 4.0
Intermediate precisionf

t, RSD (%) 5.0 52

A, RSD (%) 5.8 8.2
LODs 0.3 mg/L

LOQ 1.0 mg/L

Ac corrected area. 2 Six standard solutions at different concentration levels injected in triplicate. ® Adding of five
known amounts of R- and S-colchicine to a pharmaceutical formulation sample containing a constant
concentration of S-colchicine. ¢ Accuracy was evaluated as the recovery obtained from six pharmaceutical
samples solutions (n=6) containing 30 mg/L of S-colchicine (as labeled amount) spiked with 5 and 20 mg/L of R-
and S-colchicine, respectively. 4 Six consecutive injection (n=6) of a pharmaceutical sample solution containing
35 mg/L of S-colchicine (as labeled amount) spiked with 5 mg/L of R-colchicine. ¢ Six pharmaceutical sample
solutions containing 35 mg/L of S-colchicine (as labeled amount) spiked with 5 mg/L of R-colchicine injected in
triplicate (n=6). f Three pharmaceutical sample solutions containing 35 mg/L of S-colchicine (as labeled amount)
spiked with 5 mg/L of R-colchicine injected in triplicate in three different days (n=9). 8 LOD obtained
experimentally for a S/N = 3. » LOQ obtained experimentally for a S/N = 10.
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Precision was evaluated considering the instrumental repeatability,
method repeatability and intermediate precision. To do that, pharmaceutical
sample solutions containing 70 mg/L of S-colchicine spiked with 10 mg/L of R-
colchicine were used to evaluate the precision of the method which employs Succ-
y-CD as chiral selector whereas pharmaceutical sample solutions containing 35
mg/L of S-colchicine spiked with 5 mg/L of R-colchicine were used when

Sulfated-y-CD was used.

Thus, instrumental repeatability was determined from six consecutive
injections of the corresponding pharmaceutical sample solutions. RSD values
obtained were lower than 4.0 % for corrected peak areas and lower than 3.6 % for
migration times. The method repeatability was assessed using six replicates of the
pharmaceutical solutions at the appropriate concentration depending on the CE
method evaluated, injected in triplicate and on the same day. RSDs were in this
case lower than 4 and 5.8 % for corrected peak areas and migration times,
respectively. Regarding the intermediate precision, it was evaluated by injecting
in triplicate three pharmaceutical solutions at the corresponding concentration for
each methodology during three consecutive days. RSD for peak areas were lower

than 8.2 % whereas for migration times were lower than 5.2 %.

Finally, LOD and LOQ values (calculated as the minimum concentration
yielding an S/N ratio of 3 and 10 times, respectively) were 0.3 and 1 mg/L with
Succ-y-CD and with Sulfated-y-CD, respectively. These LODs were

experimentally verified in both cases (see Figure 5).
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Figure 5. Electrophoregrams corresponding to the LOD of R-colchicine (0.3 mg/L) in
the presence of 300 mg/L or 90 mg/L of S-colchicine with (A) Succ-y-CD or (B)

Sulfated-y-CD, respectively. Other experimental conditions as in Figure 3.

In spite of the fact that the enantiomeric impurity (R-colchicine) was the
first-migrating enantiomer when using Sulfated-y-CD, the RLOD (calculated as
(the LOD for the minor enantiomer divided by the concentration of the major
enantiomer injected) x 100) obtained with Succ-y-CD(using a nominal valueof 300
mg/L for S-colchicine) was 0.1 % (enabling to assess the accomplishment of the
legal ICH regulations) while the RLOD obtained with Sulfated-y-CD was 0.3 %

(nominal value of 90 mg/L for S-colchicine).
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In summary, the two methodologies developed in this work with Succ-y-
CD or Sulfated-y-CD as chiral selectors have been properly validated,
demonstrating in both cases adequate values for the different analytical
characteristics evaluated. This demonstrated the suitability of both methodologies
for routine determination of the content of S-colchicine and its enantiomeric

impurity in pharmaceutical formulations.

Table 3 groups the results obtained for the determination of S-colchicine
by the developed methods. The content of S-colchicine agreed with the labeled
content and the content of R-colchicine was below the LOD of the methods for

both samples.

Table 3. Results obtained in the analysis by both CE methodologies of two
pharmaceutical formulations with an established content of 0.5 mg of colchicine

per capsule. Experimental conditions as in Figure 3.

Succ-y-CD Sulfated-y-CD
S 1 Colchicine % Colchicine % Established
amp e 0/0 R- Established 0/0 R- .
colchicine content colchicine colchicine content colchicine
(mg/capsule) content (mg/capsule) content
Capsule A <01 % 0.509 £ 0.023 102+5 <03 % 0.498 £ 0.012 98+3
Capsule B <01 % 0.489 £0.013 98+3 <03 % 0.495 £ 0.018 99 +4

4. Concluding remarks

Two chiral methodologies were developed in this work achieving for the
first time the enantiomeric separation by CE of colchicine, an antiuremic drug

commercialized as the pure S-enantiomer. Succ-y-CD and Sulfated-y-CD were
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used as the chiral selectors, originating opposite enantiomeric migration order for
colchicine. H-NMR experiments were carried out in order to study the separation
mechanism with both CDs. A 1:1 stoichiometry for the enantiomer-CD complexes
was obtained. However, the apparent and averaged equilibrium constants for the
enantiomer-CD complexes could be calculated only for Succ-y-CD, suggesting
that it was the electrophoretic mobility of the enantiomer-CD complexes, instead

of the stability, the predominant factor in the enantiomer migration order.

In spite of that the enantiomeric impurity (R-colchicine) was the first-
migrating enantiomer with Sulfated-y-CD, only Succ-y-CD enabled to detect up
to 0.1 % of R-colchicine according to the ICH guidelines. Moreover, Succ-y-CD
gave rise to a chiral resolution of 5.6 (in 12 min) compared to the resolution

obtained for Sulfated-y-CD (3.2 in 8 min).

The analytical characteristics of the two developed methods were
evaluated, showing a good performance for the quantitation of colchicine with a
LOD =~ 0.3 mg/L. The methods were successfully applied to the analysis of

pharmaceutical formulations.
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Determinacion enantiomérica de farmacos por EKC vy SPE con nuevas organosilices mesoporosas

IV.1 Introduccién

Como se ha comentado en el capitulo I de la presente memoria, el distinto
comportamiento y la diferente toxicidad que pueden poseer los enantiémeros de
un compuesto quiral presente en muestras medioambientales confiere un alto
interés a la posibilidad de poder determinar de forma individual dichos

enantidmeros en tales muestras.

El uso (y en algunos casos el abuso) importante de farmacos de uso coman
como los antidepresivos, antihipertensivos, broncodilatadores o antiftungicos,
entre muchos otros, ha dado lugar a que estén presentes en muestras ambientales
y ha hecho que sean considerados como contaminantes emergentes. Su presencia
en matrices ambientales como las aguas de rio o de depuradora, entre otras, ha
puesto de manifiesto la necesidad de disponer de metodologias analiticas
accesibles a muchos laboratorios para poder llevar a cabo el control de su
presencia en dichas muestras. Muchos de estos farmacos presentes en matrices
ambientales son quirales (mas del 60 % de los farmacos utilizados en la actualidad
[243]) y la determinacién individual de sus enantiémeros permite obtener
informacion relevante sobre la toxicidad real de dichas muestras, proporciona una
herramienta muy valiosa para llevar a cabo estudios de toxicidad de cada uno de
los enantiémeros asi como investigar su biodegradacién de forma independiente

o detectar procesos de enriquecimiento enantiomérico en el medioambiente [6].

La CE se ha revelado como una técnica con un enorme potencial de
separaciéon quiral como se ha puesto de manifiesto en el capitulo I de esta
memoria, siendo la EKC el modo méas empleado con este fin dada su flexibilidad
y sencillez para desarrollar métodos. Sin embargo, cuando se lleva a cabo una

separacion enantiomérica en el formato de la CE con deteccion UV, la sensibilidad
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de deteccioén en concentracion puede ser limitada debido al pequefio paso 6ptico
que supone el didmetro del capilar empleado para llevar a cabo la separacién. Por
ello, se hace necesario establecer una etapa de preparacién de muestra con fines a
llevar a cabo la preconcentraciéon de los analitos de forma previa a su
determinacién por EKC con deteccion UV, dando lugar a metodologias analiticas
facilmente implementables en todo laboratorio de anélisis. En este sentido, SPE ha
sido una de las técnicas de preparaciéon de muestra méas ampliamente utilizada
con estos fines y es frecuente que se lleven a cabo trabajos de investigacién con el
fin de desarrollar nuevos materiales que puedan ser usados como sorbentes en
SPE con buenos resultados para la preconcentracién de los analitos de interés de

forma rapida y econémica [244, 245].

Las silices mesoporosas constituyen una alternativa interesante a los
materiales utilizados como sorbentes en SPE. Los materiales mesoporosos o
mesoestructurados, de acuerdo con la IUPAC, son aquellos que poseen un
tamario de poro comprendido entre 20 y 500 A, es decir, comprendido entre los
materiales microporosos y los macroporosos. Ademds, poseen una elevada
superficie especifica, una distribucién de poro regular y la presencia de grupos
silanoles en su superficie permite su funcionalizacién con distintos tipos de
ligandos [246, 247] que les confieren diferentes caracteristicas que pueden ser
explotadas para la extraccion por SPE de distintos tipos de analitos. La
modificacion de las condiciones de sintesis de las silices mesoporosas permite

alterar las caracteristicas de estos materiales [248].

La funcionalizacién de las silices mesoporosas con ligandos orgénicos ha
dado lugar a las organosilices mesoporosas o materiales mesoporosos hibridos
que han abierto nuevas posibilidades para su utilizacién como sorbentes en SPE.

Estos materiales combinan la funcionalidad de distintos compuestos organicos
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con la estabilidad térmica de la parte inorgdnica dando lugar a wunas
caracteristicas de gran interés y potencial en distintas areas [247, 249, 250]. Dentro
de estos materiales hibridos se encuentran las organosilices mesoporosas
periédicas (PMOs) que contienen grupos organicos incorporados como
componentes puente en las paredes de sus poros y presentan elevadas areas
superficiales, gran estabilidad térmica y una estrecha distribucién de tamafio de

poro [251].

En este capitulo se presenta el trabajo de investigacién desarrollado en esta
Tesis Doctoral para llevar a cabo la sintesis de tres PMOs utilizando ligandos
neutros y su evaluacion como sorbentes para la extraccion y preconcentracién por
SPE de un grupo de farmacos de uso comun, considerados contaminantes
emergentes, en aguas. Dos de las organosilices se han sintetizado por primera vez
en este trabajo y se basan en el empleo del ligando 14-
bis(trimetoxisililetil)benceno (TMSEB) y la tercera, escasamente utilizada con
anterioridad [228, 252], se basa en el empleo del 1,4-bis(trietoxisilil)benceno
(TESB) como ligando. De las dos organosilices sintetizadas con TMSEB, para una

de ellas se utiliz6 una fuente adicional de silice (tetraetilortosilicato).

Los farmacos estudiados han sido duloxetina (antidepresivo), terbutalina
(broncodilatador), econazol (antifingico), propranolol (antihipertensivo),
verapamil (antihipertensivo, angina de pecho, arritmia, dolor de cabeza,
vasodilatador), metoprolol (antihipertensivo, infarto agudo de miocardio) y
betaxolol (antihipertensivo). La separacién enantiomérica simultdnea de estos
siete farmacos no se habia descrito en el formato de la CE con anterioridad a este
trabajo y su determinacién enantiomérica en aguas no se habia llevado a cabo en
el formato de la CE, como se observa en la Tabla 1.3 del capitulo I de esta

memoria, excepto en el caso de propranolol y metoprolol cuya determinacion en
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aguas por CE habia sido descrita en un tinico trabajo realizado por nuestro grupo

de investigacion [183].

La sintesis de las tres PMOs utilizadas en el trabajo de investigacion
descrito en este capitulo se realiz6 durante una estancia en el Departamento de
Tecnologia Quimica y Ambiental de la Universidad Rey Juan Carlos (URJC)
(Mostoles, Espafia) bajo la direccion de los Dres. Isabel Sierra Alonso, Sonia
Morante Zarcero y Damidn Pérez Quintanilla, participantes en el proyecto de
investigacion del MINECO al que se encuentra asociado el contrato predoctoral

del autor de esta memoria.

IV.2 Objetivo

El objetivo del trabajo de investigacién que se presenta en este capitulo ha
sido el desarrollo de una nueva metodologia analitica para la determinacién
enantiomérica simultdnea de una mezcla de farmacos de uso comun en aguas por
EKC previa extracciéon y preconcentraciéon de los mismos por SPE utilizando

PMOs sintetizadas con ligandos neutros.

Con el fin de conseguir este objetivo, se han planteado los siguientes

objetivos concretos:

1. Desarrollar una metodologia analitica por EKC utilizando ciclodextrinas como
selectores quirales, que permita la separaciéon simultdnea de los 14

enantiomeros de los siete farmacos de uso comun estudiados en este trabajo.

2. Sintetizar tres PMOs utilizando ligandos neutros, dos de ellas nuevas y
basadas en el empleo del ligando 1,4-bis(trimetoxisililetil)benceno (TMSEB)

(para una de ellas se utilizé una fuente adicional de silice, tetraetilortosilicato),

154



Determinacion enantiomérica de farmacos por EKC vy SPE con nuevas organosilices mesoporosas

y la tercera, escasamente utilizada con anterioridad, basada en el empleo del

1,4-bis(trietoxisilil)benceno (TESB) como ligando.

3. Caracterizar las PMOs periddicas sintetizadas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM), microscopia electrénica de transmisiéon (TEM),
isotermas de adsorcion-desorcién de N, anélisis elemental (EA), difracciéon de

rayos X (XRD) y espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

4. Evaluar las PMOs sintetizadas para su utilizacion como sorbentes para la
extraccion y preconcentracion de los siete farmacos estudiados en aguas por

SPE.

IV.3 Resultados y discusién

IV.31 Desarrollo de una metodologia analitica por Cromatografia
Electrocinética para la separacion enantiomérica simultianea de una mezcla de

siete farmacos de uso comun.

Con el fin de desarrollar una metodologia analitica por EKC que
permitiera la separacién simultdnea de los enantiémeros de los siete farmacos
estudiados, se seleccion6 un grupo de derivados de ciclodextrinas neutros y
anidénicos para realizar un screening inicial con los siete fdrmacos. Estos selectores
se utilizaron debido a su reconocido poder de discriminacién quiral para un gran
ndmero de compuestos de distinta naturaleza y por los resultados previos que se
habian descrito para algunos de ellos frente a algunos de los farmacos estudiados

cuando se investigaba su separaciéon enantiomérica de forma individual.

Se probaron cuatro CDs neutras (HP-3-CD, HP-y-CD, HP-B-B-CD, Ac-p-
CD) y cuatro anidnicas (Suc-B-CD, Suc-y-CD, S-p-CD, S-y-CD), todas ellas a una
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concentracion del 2 % (w/v) en el medio de separacién que consistié en una
disolucion electrolitica 25 mM en tampén fosfato a pH 3.0 con el fin de tener los
farmacos estudiados cargados positivamente para hacer posible su separacién con

CDs neutras e incrementar sus interacciones con las CDs anidnicas.

Unicamente la S-B-CD dio lugar a una separacién enantiomérica aceptable
para todos los compuestos estudiados en un tiempo de 16 min con resoluciones
de 8.3 (duloxetina), 8.4 (terbutalina), 8.5 (econazol), 4.1 (propranolol), 3.7
(verapamil), 2.5 (metoprolol) y 24 (betaxolol) destacando las elevadas
resoluciones obtenidas en un tiempo de analisis aceptable teniendo en cuenta que
fue posible separar simultdneamente por primera vez los 14 enantiémeros de
estos farmacos. Destacar ademas que algunas de las resoluciones obtenidas han
sido las mas altas en los tiempos de andlisis més cortos de todas las descritas en la
literatura. Este es el caso de duloxetina (Rs 8.3 en 6 min), terbutalina (Rs 8.4 en 6

min) o econazol (Rs 8.5 en 8 min).

Con fines a aplicar el método desarrollado a la determinacién de los
farmacos estudiados, se evaluaron las caracteristicas analiticas del método y se
puso de manifiesto que éstas eran adecuadas en términos de linealidad, precision,
y exactitud con LODs y LOQs instrumentales comprendidos entre 0.4 y 1.5 mg/L

y entre 1.3 y 5.0 mg/L, respectivamente para todos los enantiémeros.

El método desarrollado para la separacion enantiomérica simultanea de
los siete farmacos estudiados por CD-EKC se utiliz6 para evaluar el
comportamiento de las organosilices mesoporosas periddicas sintetizadas en este
trabajo como sorbentes para la extraccién y preconcentraciéon de los farmacos

estudiados en aguas.
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IV.3.2 Sintesis de tres organosilices mesoporosas periédicas basadas en

ligandos neutros.

En este trabajo de investigaciéon se han sintetizado dos PMOs nuevas
(PMO-TMSEB-1 'y PMO-TMSEB-2) wusando el ligando neutro 1,4-
bis(trimetoxisililetil)benceno (TMSEB) y una tercera (PMO-TESB-1) que habia sido
escasamente utilizada con anterioridad, como ya se ha comentado, y que estaba
basada en la utilizacion del ligando neutro 1,4-bis(trietoxisilil)benceno (TESB). De
las dos organosilices sintetizadas con TMSEB, para una de ellas se utiliz6 una

fuente adicional de silice (tetraetilortosilicato) (PMO-TMSEB-2).

Para la sintesis de las PMOs, en este trabajo de investigacién se describe
un método de sintesis sencillo en un solo paso. Para ello, se disolvié Pluronic 123
y CTAB a las proporciones adecuadas para cada material en una disoluciéon de
HCI, etanol y agua también a proporciones que dependian del tipo de material a
sintetizar. Tras agitar la mezcla (y afiadir TEOS en el caso del material TMSEB-2),
se afiadi6 el ligando en los tres casos, se transfiri6 la disoluciéon a un autoclave y
se calent6 a 100°C durante 16 h. El precipitado blanco se filtr6 y se lavé con agua
Milli-Q y etanol, y se sec6 a 60°C durante 6 h. Los restos de CTAB que pudieran
quedar en el interior de los poros, se eliminaron lavando varias veces a 60°C

durante 48 h con etanol, acetato de etilo y dimetilsulféxido.

IV.3.3 Caracterizacién de las organosilices mesoporosas periddicas sintetizadas

con ligandos neutros.

Los tres materiales sintetizados se caracterizaron mediante la realizacion

de isotermas de adsorcién-desorcion de Ny, analisis elemental, SEM, TEM y FTIR.
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En el caso del material PMO-TESB-1, ademas, se llevo a cabo un estudio XRD en

polvo y RMN.

Las isotermas de adsorcién-desorcién de N» para el material PMO-TESB-1
fueron del tipo IV correspondiente a un material mesoporoso de acuerdo con la
clasificacion de la IUPAC [197]. Ademds, mostraron la existencia de
mesoestructuras de canal largo con distribucién de tamafio de poro estrecho y
poros con forma cilindrica demostrando todo ello que este material es bastante
ordenado. Por otra parte, el material sintetizado en este trabajo presentaba
mayores diametro y volumen de poro que cuando se sintetizé previamente por
otros autores [228, 252] lo que le hacia mas atractivo para ser utilizado como
sorbente en SPE ya que ambas caracteristicas facilitan la difusion de los analitos a

través de los poros.

En contraposicion a lo observado para el material PMO-TESB-1, las
isotermas de adsorcién-desorcion de N> para el material PMO-TMSEB-1
mostraron zonas amorfas no mesoestructuradas y falta de uniformidad en la
distribuciéon de tamafio de poro de acuerdo a las propiedades de este material
mostrando que el ligando TMSEB da lugar a materiales menos ordenados que el
TESB. Con el fin de mejorar las propiedades texturales del material PMO-TMSEB-
1 se sintetiz6 otro material con el mismo ligando TMSEB pero utilizando TEOS
como fuente adicional de silice. Las isotermas de adsorcién-desorcién de N2 para
este material TMSEB-2 mostraron que seguian existiendo zonas amorfas no
mesoestructuradas y falta de uniformidad de tamafio de poro. Sin embargo, las
propiedades texturales mejoraron respecto al material PMO-TMSEB-1 al utilizar

TEOS como fuente adicional de silice.

El anélisis elemental permiti6 calcular el % de C con el fin de establecer la

cantidad de ligando organico incorporado en la silice. El grado de
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funcionalizacién fue mayor para el material PMO-TESB-1 seguido del PMO-
TMSEB-1 y finalmente del PMO-TMSEB-2 poniendo de manifiesto que el ligando
se incorpora al material en los tres casos y que la cantidad de ligando TMSEB que
se incorpora es menor debido a su mayor voluminosidad con respecto a TESB. En
el caso de los dos materiales funcionalizados con TMSEB, el menor grado de
funcionalizaciéon de PMO-TMSEB-2 se justifica por la menor proporcién de
ligando utilizado en la sintesis al usarse TEOS como fuente adicional de silice.
Finalmente, el analisis elemental permitié poner de manifiesto que ninguno de los
materiales contenia nitrégeno en su estructura demostrando que el proceso de

lavado para eliminar el CTAB residual fue correcto.

Con el fin de estudiar la morfologia y tamafio de particula de los
materiales se utiliz6 SEM. Los resultados revelaron que la morfologia de los tres
materiales no estaba bien definida ya que parte de las particulas eran esféricas
mientras otras eran quasi-esféricas o amorfas siendo el material PMO-TESB-1 el
que presentaba una forma de particula mejor definida con baja dispersién de
tamafios. Por el contrario, los materiales PMO-TMSEB-1 y PMO-TMSEB-2
mostraban particulas con forma no definida y una mayor dispersiéon de tamafio.
Ademas, las imagenes TEM para los tres materiales mostraban una estructura
porosa con canales tipo “gusano” sugiriendo que el empleo de dos ligandos
diferentes y una fuente adicional de silice en uno de ellos no contribuye a

modificar de forma significativa la distribuciéon de poro de los materiales.

El estudio de los tres materiales por FTIR puso de manifiesto una pauta
similar para todos ellos confirmando la existencia de puentes bencilo en sus
estructuras y mostrando que el ligando orgéanico se habia introducido

correctamente en la red de la PMO.
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Para el material PMO-TESB-1 se llev6 a cabo una caracterizacién adicional
por XRD en polvo y RMN. Los resultados obtenidos por XRD mostraron que la
incorporacion del grupo fenileno en el material como puente permite obtener un
material bien ordenado y mesoporoso, de acuerdo con los resultados observados
en las isotermas de adsorciéon-desorcion de N».. La presencia de los grupos
fenileno en la estructura del material PMO-TESB-1 se corroboré mediante RMN

de sélidos de 1*C y de 2Si.

En resumen, todos los materiales se caracterizaron por distintas técnicas
comprobando su funcionalizacién por los ligandos neutros y estableciendo su
morfologia y propiedades texturales, asi como comprobando la ausencia de restos
del tensioactivo CTAB en el interior de los poros que pudieran contaminar

posteriores andlisis con dichos materiales.

IV.3.4 Evaluacioén de las organosilices mesoporosas periddicas sintetizadas para
su utilizacion como sorbentes para la extraccién y preconcentracién de los siete

farmacos estudiados en aguas por SPE.

Las tres PMOs sintetizadas con ligandos neutros y caracterizadas en esta
Tesis Doctoral fueron evaluadas como sorbentes para la extraccion vy
preconcentracion por SPE de los siete farmacos estudiados en aguas. Los anillos
aromaéticos presentes en los ligandos utilizados para funcionalizar las silices
mesoporosas pueden dar lugar a interacciones moleculares entre dichos anillos y
las zonas polares de los farmacos por lo que se espera que dichos materiales
puedan ser buenos sorbentes para su extracciéon por SPE. Ademas, los farmacos
estudiados poseen atomos de oxigeno que pueden permitir también la adsorcién
a través de interacciones polares con los grupos silanol de la superficie de la silice.

La combinacién de estos dos tipos de interacciones (fuerzas de Van der Waals y
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puentes de hidrégeno) puede incrementar la capacidad de estos materiales como

sorbentes.

Con el fin de evaluar el potencial de los tres materiales sintetizados, se
partié de una cantidad de 100 mg de cada uno de ellos que se puso en contacto
con 100 mL de una disolucién estdndar que contenia los 14 enantiémeros de los
farmacos estudiados obteniéndose recuperaciones comprendidas entre el 80 y el
100 % para todos los farmacos con el material PMO-TESB-1 excepto para
terbutalina, para la que se obtuvieron recuperaciones del 30 %. Para PMO-
TMSEB-1 se obtuvieron resultados similares excepto para duloxetina y terbutalina
cuyas recuperaciones se redujeron al 40 % en el primer caso y aumentaron al 80 %
en el segundo. PMO-TMSEB-2 dio lugar a los peores resultados lo que se justific6
teniendo en cuenta la pobre distribucion de poro de este material y su falta de

homogeneidad en el mismo.

El empleo de una cantidad de material de 200 mg no mejor6 los resultados
de recuperacion de los analitos, sino que, por el contrario, fueron peores para los

tres materiales.

Con el fin de estudiar el maximo volumen de muestra que puede pasarse a
través del sorbente sin una pérdida significativa de la recuperacion de los
analitos, se determinaron dichas recuperaciones para los tres materiales (100 mg)
y volimenes de la disolucion estandar de los farmacos de 100, 150, 200 y 250 mL
observandose los mejores resultados para el material PMO-TESB-1 y para 200 mL
de disoluciéon (factor de preconcentracion 400) si bien la terbutalina no se

recuperaba a partir de 150 mL debido a su baja afinidad por este sorbente.

El estudio del efecto de la polaridad del disolvente de elucién se llevé a

cabo para el material PMO-TESB-1 utilizando 100 mg del mismo y un volumen de
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200 mL de disolucién. Al comparar metanol y acetonitrilo se observé que este
altimo no daba lugar a la elucion de los analitos por lo que se eligié metanol como

medio de eluciéon selecciondndose 2 x 4 mL como condiciones 6ptimas de elucion.

En las condiciones optimizadas fue posible obtener limites de
quantificacion para el método comprendidos entre 5.6 y 21.9 pg/L para 12 de los
enantiomeros estudiados excluyendo terbutalina y con valores de recuperacion de
los farmacos en muestras de agua de depuradora entre 73.9 y 102.9 % excepto

para econazol con valores de recuperacion entre 58.5y 72.4 %.

Los resultados obtenidos en este capitulo de esta Tesis Doctoral han dado

lugar a la publicacion del siguiente articulo cientifico:

Articulo 2

“Periodic mesoporous organosilica materials as sorbents for solid-phase extraction of
drugs prior to simultaneous enantiomeric separation by capillary electrophoresis”.

J. Valimafa-Traverso, S. Morante-Zarcero, D. Pérez-Quintanilla, M. A. Garcia, 1.
Sierra, M.L. Marina.

Journal of Chromatography A 1566 (2018) 135-145.
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Abstract

Two novel periodic mesoporous organosilica materials were synthesized
with a neutral phenylene-bridged ligand, 1,4-bis(trimethoxysilylethyl)benzene,
one of them using tetraethyl orthosilicate as additional silica source (PMO-
TMSEB-1 and PMO-TMSEB-2). A third material was also synthesized with 1,4-
bis(triethoxysilyl)benzene ligand (PMO-TESB-1) which use has scarcely been
reported. The three materials were evaluated as solid-phase extraction (SPE)
sorbents for the off-line extraction of a mixture of seven drugs of different nature
(duloxetine, terbutaline, econazole, propranolol, verapamil, metoprolol, and
betaxolol) from water samples. Subsequent simultaneous enantiomeric analysis
by CE, using sulfated-p-cyclodextrin (2 % w/v) dissolved in a 25 mM phosphate
buffer (pH 3.0) and a voltage of -20 kV (negative polarity) was carried out.
Enantiomeric resolutions ranging from 2.4 to 8.5 were obtained in an analysis
time of 16 min. After optimization of SPE parameters, it was shown that using just
100 mg of PMO-TESB-1 as sorbent, a preconcentration factor of 400 with 200 mL
solution was achieved, allowing recoveries between 80.5 and 103.1 % (except for
terbutaline), with good repeatability (% RSD = 2 - 8 %, n = 5). Analytical
characteristics of the method were evaluated in terms of precision, linearity and
accuracy with method quantitation limits between 5.6 and 219 pg/L. The
developed method was applied to the analysis of spiked wastewater samples
collected in different treatment plants, with recoveries between 73.9 and 102.9 %

except for econazole with recovery values ranging between 58.5 and 72.4 %.

Keywords: Periodic mesoporous organosilica, Solid-phase extraction, Chiral

drugs, Capillary electrophoresis, Simultaneous enantioseparation.
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Highlights

* New periodic mesoporous organosilica materials were prepared as sorbents
for SPE.

* 1,4-bis(trimethoxysilylethyl)benzene;  1,4-bis(triethoxysilyl)benzene  were
employed.

* Solid-phase extraction of chiral drugs from water samples gave good
recoveries.

* Simultaneous enantiomeric separation of seven chiral drugs by CE in 16 min.

* Enantiomeric resolutions from 2.4 to 8.5 for the seven drugs were obtained by

CE.

—

. Introduction

Nowadays, more than 60 % of commonly used pharmaceuticals are chiral
[1]. These chiral drugs tend to exhibit different therapeutic activity depending on
the enantiomer in an order of 50- to 500-fold effect [2] but also different toxicities
[3]. This fact together with their ubiquitous presence in waters and other
environmental samples make necessary to develop adequate analytical
methodologies to individually analyse the enantiomers of a chiral drug in these
samples enabling the correct assessment of their toxicity. Moreover, selective
sorption, microbial degradation, and biologically catalysed chiral inversion can
originate an enantiomer enrichment [3]. Although legal limits are not established
for pharmaceuticals in waters [4], uncertainties in risk assessment of chiral

pharmaceuticals as emerging environmental pollutants should be minimized [3].

Among the different analytical techniques enabling chiral separations

(HPLC, GC, SFC, CE), CE has widely been employed to carry out the
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enantiomeric separation of many drugs due to its inherent advantages such as
versatility and low volume of reagents and samples needed. Among the different
chiral selectors employed in CE (cyclodextrins (CDs), proteins, surfactants,

antibiotics, polysaccharides, etc.), CDs are the most widely used [5,6].

Pharmaceuticals are found in waters at concentrations generally ranging
from ng to pg per liter [3,7], so that it is usually necessary to use a
preconcentration technique, such as solid-phase extraction (SPE), prior to their
analysis. SPE involves the use of adsorbing targets onto a solid support and it has

been widely used to clean samples and to extract different types of analytes [8,9].

A family of mesoporous materials called PMOs (periodic mesoporous
organosilicas) was reported for the first time in 1999 [10]. These PMOs are
organic-inorganic hybrid materials that combine the properties of the organic
functionality and the chemical stability of the inorganic silica and some other
desirable characteristics like great surface area and ordered and narrow pores
distribution [11]. Generally, PMOs are synthesized by the sol-gel method, using
bridged organosilane precursors of the type (R'O);Si-R-Si(R'O)s, as Si source and
at the same time as organic moiety in which R is the organic functional group,
and a directing agent [12]. In contrast to other modified mesoporous silicas,
PMOs incorporate the organic functionalities directly into the silica framework, as
molecular bridging ligands. This aspect allows higher degrees of organic
functionality and improves the chemical and thermal properties of the materials.
Moreover, the problems of channel blockage or diffusion of analytes are reduced
in comparison with other mesoporous materials functionalized with the post-
synthesis method [13]. On the other hand, PMOs can be modified or tuned with
different organic moieties (such as methylene, ethylene, ethenylene, phenylene)

and other more complex functionalities like thiol, metal complexes, chiral groups,
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ionic entities or disulfide groups [14,15]. These organic functionalizations allow
the modification and optimization of their hydrophobic/hydrophilic behavior
[16] or the ability to form metal complexes, among others [15]. All these
properties stated above confer to these materials a great variety of applications
such as catalysis, drug delivery, sensing, preparation of stationary phases for
chromatography, etc, [17,18]. Moreover, PMOs were employed for adsorption of
different analytes (drugs, mercury, lead, cupper) [18-22], the extraction of
peptides and proteins [23,24], and to be anchored into the fiber in SPME of PAHs
[25].

In this article, a simple method of synthesis, with only one step, is
described for the preparation of two mnew PMOs wusing 14-
bis(trimethoxysilylethyl)benzene (TMSEB) bridges as silica source, one of them
with tetraethylorthosilicate (TEOS) as an additional silica source. A third PMO
material was also prepared with 1,4-bis(triethoxysilyl)benzene (TESB) as ligand
(Fig. S1 in supplementary material). All the materials have been thoroughly
characterized and evaluated as SPE sorbents for the extraction of seven drugs
with different pharmacological activity ((R,S)-duloxetine (antidepressant), (R,S)-
terbutaline (bronchodilator), (R,S)-econazole (antifungal), (R,S)-propranolol
(antihypertensive),  (R,S)-verapamil (antihypertensive, angina pectoris,
arrhythmia, headache, vasodilator), (R,S)-metoprolol tartrate (antihypertensive,
acute myocardial infarction), and (R,S)-betaxolol (antihypertensive)) from water
samples prior to their simultaneous enantiomeric separation by CE. The effect of
the combination of two silica sources to obtain mesoporous materials and of the
presence of an alkyl chain join to the benzene ring on the performance of the

synthesized materials as SPE sorbents was also investigated.
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2. Materials and methods

2.1. Reagents and samples

Poly(ethylene glycol) (EO20PO70EO20, Pluronic 123),
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 98 % and TEOS 98 %, were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). TESB 95 % and TMSEB 85 % were
obtained from Gelest (Morrisville, PA 19067, USA). Ortophosphoric acid 85 %,
sodium hydroxide (NaOH), sulfated-p-CD (S-p-CD, DS 7-11), succinyl-B-CD (Suc-
p-CD, DS 3.5) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Hydrochloric acid (HCl) 37 %, dimethyl sulfoxide (DMSO), acetonitrile (ACN),
methanol (MeOH), ethanol (EtOH) 99.5 % and ethyl acetate (EtOAc) were
obtained from Scharlau Chemie (Barcelona, Spain). The employed water was
Milli-Q quality (Millipore, Bedford, MA, USA). Hydroxypropyl--CD (HP--CD,
degree of substitution (DS) 0.6), hydroxypropyl-y-CD (HP-y-CD, DS 3.2), acetyl-{3-
CD (Ac-B-CD, DS 7), sulfated-y-CD (S-y-CD, DS 14), hydroxypropyl-buten-p-CD
(HP-B-B-CD, DS not reported) and succinyl-y-CD (Suc-y-CD, DS 3.5) were
purchased in Cyclolab (Budapest, Hungary).

Standard compounds with high purity (> 99 %) were purchased: (R,S)-
duloxetine HCl from IS Chemical Technology (Shanghai, China), (R,S)-
terbutaline, (R,S)-econazole, (R,S)-propranolol, and (R,S)-verapamil from Sigma-
Aldrich; (R,S)-metoprolol tartrate from Astra (Hdssleholm, Sweden) and (R,S)-

betaxolol from Sanofi (Paris, France).

Influent and effluent wastewater samples analyzed in this work were
collected from wastewater treatment plants located in different regions of Spain.

Standard sampling method was employed. Wastewater samples were taken after
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primary (influent) and secondary (effluent) treatments. Pre-cleaned sampling
glass vessels and automatic samplers (one sample per h) were used to collect 24 h
composite, proportional to flow. Collected samples we transported to the
laboratory on ice and in the dark. Wastewater sample 1 (influent, pH 7.3) and
wastewater sample 2 (effluent, pH 7.6) were obtained in Sevilla. Wastewater

sample 3 (effluent, pH 9.0) was collected in Guadalajara.

2.2. Preparation of stock and sample solutions

Stock standard solutions were prepared in MeOH, except for duloxetine
that was prepared in DMSO, and then diluting with Milli-Q water until desired
concentration, and were stored at 4°C. All working solutions were filtered
through a 0.45 pm pore size nylon filter membrane before analysis. In the drug
mixture, terbutaline and econazole were analyzed at a racemic concentration of 20

mg/L, and the rest of drugs at 10 mg/L.

Wastewater samples were filtered firstly through a Whatman filter paper
grade 44/50 followed by a 0.45 um nylon filter and stored in glass bottles at 4°C

before being analyzed.

2.3. Synthesis of periodic mesoporous organosilicas

For the synthesis of the PMO materials, chemicals were added in a molar
ratio as follows: 1 (ligand): 0.05 Pluronic 123: 0.15 CTAB: 7.14 HCl: 56.4 EtOH:
1471.4 H,O: 5 TEOS (if required). For the synthesis of the organosilica with TESB
as silica source (denoted PMO-TESB-1), 7 g of Pluronic 123 and 1.2 g of CTAB
were dissolved in a solution formed by mixing 80 mL of 2 M HCI, 591 mL H.O
and 73 mL EtOH. After 1 hour of stirring, 8.85 mL of the ligand TESB was added
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with a dropwise and stirring for 1 hour. In the case of the synthesis of the PMOs
employing TMSEB as organic ligand two materials were prepared, one of them
using TMSEB as unique silica source (denoted PMO-TMSEB-1) and the other one
with TMSEB and TEOS as silica sources (denoted PMO-TMSEB-2). To obtain the
PMO-TMSEB-1 material, 5.9 g of Pluronic 123 and 1 g of CTAB were dissolved in
a solution formed by mixing 67 mL of 2 M HCl, 500 mL H>O and 62 mL EtOH
and, after stirring for 1 h, 6.55 mL of the ligand TMSEB was added dropwise. To
obtain the PMO-TMSEB-2 material, 2.1 g of Pluronic 123 and 0.4 g of CTAB were
dissolved in a solution formed by mixing 25 mL of 2 M HCI, 182 mL H,O and 23
mL EtOH. After stirring for 1 h, a mixture of 7.7 mL of TEOS and 2.8 mL of
TMSEB (with a molar ratio 5:1) were added with droplet system. After the
addition of the ligand, each solution was transferred into a teflon-lined steel parr
autoclave and heated at 100°C for 16 h. The white precipitate was filtered off and,
washed with Milli-Q water and EtOH, and dried at 60°C for 6 h. In order to
eliminate completely the rests of CTAB inside the pores, the materials were

rewashed several times at 60°C during 48 h with EtOH, EtOAc and DMSO.
2.4. Characterization of periodic mesoporous organosilicas

Powder X-ray diffraction (XRD) pattern of the silicas was obtained on a
Philips diffractometer model PW3040/00 XPert MPD/MRD (Almelo, The
Netherlands) at 45 kV and 40 mA, using a wavelength Cu Ka (A = 1.5418 A) over
a range 04° < 20 < 10° at room temperature. N> gas adsorption-desorption
isotherms were obtained using a Micromeritics ASAP 2020 analyzer (Norcroos,
Altanta, GA, USA). Adsorption isotherms were measured at -196°C over the
interval of relative pressures (P/Po) from 104 to 0.993. Prior to each adsorption

analysis the samples were outgassed at 90°C in vacuum during 10 h in the port of

171



Determinacion enantiomérica de farmacos por EKC y SPE con nuevas organosilices mesoporosas

degasification of the instrument. Such temperature was chosen to avoid any
degradation of the organic ligands and to remove adsorbed species, solvents and
water. The specific surface areas were calculated using the Brunauer, Emmett and
Teller (BET) model. The pore size distributions were calculated using the Barrett-
Joyner-Halenda (BJH) model on the desorption branch. Elemental analysis (% C,
% N, % H) was performed with a LECO CHNS-932 analyzer (St. Joseph, MI,
USA). 3C CP NMR was recorded on a Bruker Avance III/HD Spectrometer
(Rheinstetten, Germany) at 100.53 MHz as resonance frequency (2000 transients,
spinning speed of 12 KHz, contact time 3 ms, pulse delay 5 s) and 2Si MAS NMR
spectra was recorded on a Bruker Avance III/HD 94T Spectrometer
(Rheinstetten, Germany) at 79.49 MHz as resonance frequency and 'H resonance
frequency of 400 MHz (1000 transients, spinning speed of 5 KHz, contact time 3
ms, pulse delay 60 s), using high power decoupling pulse program and a Varian
sounding line arranged to a Bruker 7.5 mm T3 HX. Scanning electron microscopy
(SEM) was carried out on a XL20 ESEM Philips (Resto, VA, USA) with an energy-
dispersive spectrometry system (EDS). Conventional transmission electron
microscopy (TEM) was carried out on a TECNAI 20 Philips microscope
(Hillsboro, OR, USA) operating at 200 KV. Finally, infrared spectra were recorded
on a Perkin Elmer Frontier FTIR spectrophotometer (Waltham, MA, USA) in the
region 4000-400 cm? by using spectra quality KBr powder, to determine the

presence of functional groups in the mesoporous structure.

2.5. CE conditions

Electrophoretic experiments were carried out on a HP 3PCE system from
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) with a diode array detector (DAD).
The electrophoretic system was controlled by HP 3PCE ChemStation software
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included the data collection and analysis. Background electrolyte (BGE)
employed in the CE-DAD experiments consisted of 25 mM phosphate buffer (pH
3.0) containing 2 % (w/v) of each of the eight neutral and anionic CDs studied.
Separations were performed in an uncoated fused-silica capillary of 50 um I.D.
and a total length of 58.5 cm (50 cm effective length), acquired in Polymicro
Technologies (Phoenix, AZ, USA) at -20 kV and 20°C. Injections were carried out
applying 50 mbar for 10 s. Detector parameters were: a response time of 1.0 s and
a wavelength of 194 nm (metoprolol and betaxolol), 200 nm (terbutaline,
econazole and verapamil), 215 nm (propranolol) and 220 nm (duloxetine)
(bandwidth 5 nm). At the beginning of each working day the capillary was
flushed with buffer solution for 20 min and 10 min of BGE, and at the end of the
day it was flushed with NaOH 0.1 M and Milli-Q water, both of them for 5 min.
In order to ensure the repeatability between injections, the capillary was flushed
(at 1 bar pressure) with HCI 0.1 M for 2 min, Milli-Q water for 1 min and BGE for

5 min.

2.6. SPE methodology

The extraction procedure was carried out in a 20-position extraction
manifold purchased from Waters (Barcelona, Spain), at a flow rate of 1 mL/min,
connected to a vacuum pump at 16 inHg. PMO materials were weighed in 6 mL
SPE cartridges (65 mm length, 11 mm diameter) that were packed carefully with
100 or 200 mg of each PMO and plugged with polyethylene frits at both ends
along with a 0.45 um pore size nylon filter membrane inserted at the bottom of
the mesoporous silica bed in order to avoid material loss during sample loading.
The conditioning process previous to sample loading was carried out with 5 mL

MeOH and 5 mL Milli-Q water. Once the sample was loaded, cartridges were
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dried by passing air for 20 min. Elution was performed by passing 2 x 4 mL
MeOH. The eluate was evaporated to dryness in an Eppendorf Concentrator plus
(Eppendorf Ibérica S.L.U., Madrid, Spain) (1400 rpm, 250 RCF, 30°C) coupled with
a 6 cone-shaped tube rotor and re-dissolved in 500 uL of MeOH:Milli-Q water
(10:90, v/v).

The optimization of the extraction procedure (sorbent amount,
breakthrough volume, eluent volume and nature) was carried out using three
different standard solutions of the seven racemic drugs. Two of these standard
solutions were prepared by spiking a given volume of Milli-Q water before the
extraction process at a concentration enabling to obtain (after the extraction
process) a final extract of 500 uL of MeOH:Milli-Q water (10:90, v/v) with a
racemic concentration of 20 mg/L for terbutaline and econazole and 10 mg/L for
the rest of drugs. The third solution was prepared by passing a given volume of
the eluent (methanol) through the extraction cartridge and then adding the
mixture of the racemic drugs (at a racemic concentration of 20 mg/L for
terbutaline and econazole and 10 mg/L for the rest of drugs). Recovery values
were calculated by comparing the corrected peak areas corresponding to the
analysis of the standard solutions spiked before the extraction process and those
obtained by spiking the methanol solutions after passing through the extraction

cartridge.

When spiked wastewater samples from treatment plants were analyzed,
method accuracy was evaluated as the recovery obtained for the drugs studied at
low and high concentrations levels when comparing the spiked amounts added to
the wastewater sample before SPE treatment and the determined drug

concentrations after SPE treatment by using the developed CE methodology.
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3. Results and discussion
3.1. Synthesis and characterization of the mesoporous organosilica materials

PMO-TMSEB-1, PMO-TMSEB-2 and PMO-TESB-1 materials were
synthesized in this work. N> adsorption-desorption isotherms are shown in Fig.
1A, C and E. For PMO-TESB-1 material (Fig. 1A), the isotherm is a typical type IV
isotherm, which corresponds with mesoporous materials, according to the IUPAC
classification [26]. The isotherm has a very prominent adsorption step at around
0.6 relative pressure (P/Po), showing that the capillary condensation of nitrogen
takes place in highly uniform mesopores [27]. This fact is also confirmed by the
narrow pore size distribution of the material (Fig. 1B) with most of the pores
centered at 42 A. The isotherm also has a H1 type hysteresis loop with almost
parallel branches confined to relative pressures between 0.5 and 0.7, this fact
indicates the irreversibility of the adsorption-desorption behavior in primary
mesopores [28]. All these features are characteristic of large channel
mesostructures with narrow pore size distribution and pores with cylindrical
shape, so it can be concluded that PMO-TESB-1 is quite ordered. In addition, with
this synthesis we have obtained a higher pore diameter and pore volume
compared with the previous synthesis of the same material carried out by
Esquivel et al. [29,30], which are desirable textural properties to facilitate the
diffusion of the analytes through the pores of the silica. By contrast, the Na
adsorption-desorption isotherms of the material PMO-TMSEB-1 (Fig. 1C) show a
hysteresis loop where the desorption branch of the material has a tailing before it
reaches the adsorption branch (the hysteresis loop is not completely close), and
there is not plateau at high relative pressures. This indicates that there are some

amorphous non-mesostructured domains in the material and the pore size
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distribution of the material (Fig. 1D) has some non-uniformity of pore opening

sizes [28].
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Figure 1. N> adsorption-desorption isotherms (A, C, E) and pore-size distribution
(B, D, F) of PMO-TESB-1, PMO-TMSEB-1 and PMO-TMSEB-2, respectively.

For PMO-TMSEB-1, the hysteresis loop observed is type H2, which is
typical for porous materials that have large voids and narrow constrictions. The
hysteresis loop of PMO-TMSEB-1 is not confined as it was in the case of PMO-

TESB-1 starting from relative pressure of 0.2 and ending in the saturation vapor
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pressure. This fact could be attributed to the presence of secondary mesopores
[28], which are pores between particles of the hexagonally ordered phase. The
presence of these non-mesostructured domains and secondary mesopores are in
agreement with the textural properties found for this material (see Table 1) where
PMO-TMSEB-1 shows that the structure is more shrink and there is a lack of
textural properties with lower surface area, pore volume and pore diameter
compared with PMO-TESB-1 (the mesostructured order of PMO-TMSEB-1 is poor
compared with PMO-TESB-1, and the ligand TMSEB lead to a less ordered
materials compared with the materials obtained using ligand TESB). In order to
enhance the textural properties of the material PMO-TMSEB-1 we synthesized a
new material with the same ligand but using TEOS as co-source of silica denoted
as PMO-TMSEB-2. The N> adsorption-desorption of this material and its textural
properties are shown in Fig. 1E and Table 1. As we can see from its N>
adsorption-desorption isotherm, this material still presents a hysteresis loop,
where the desorption branch of the material has a tailing before it reaches the
adsorption branch. There is also not plateau at high relative pressures, which as
for PMO-TMSEB-1, indicates that there are some amorphous non-mesostructured
domains in the material and the pore size distribution of the material has some
non-uniformity of pore opening sizes, as can be clearly see in the pore size
distribution of PMO-TMSEB-2 (see Fig. 1F). Nevertheless, with these results it can
be concluded that the textural properties (Sper and pore volume) of PMO-TMSEB-
2 have been improved compared to PMO-TMSEB-1 with the introduction of
TEOS as co-source of silica (Table 1).

In order to quantify the amount of organic ligand incorporated into the
silica framework, by means of elemental analysis, the % C was calculated. As
shown in Table 1, all the materials prepared showed no amount of nitrogen in its

structure demonstrating that the washing process to remove rest of surfactant
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molecules of CTAB was successful and the three materials are free of surfactant
that could be released in future analysis and contaminate them. As for % C, it
showed PMO-TESB-1 has a functionalization degree of 5.34 mmol/g material, in
PMO-TMSEB-1 was 4.01 mmol/g and in PMO-TMSEB-2 was 2.27 mmol/g, so
that means that ligands were successfully incorporated in the framework of each

material.

Table 1. Textural properties of the PMO materials synthesized in this work.

Elemental analysis (%o)

Pore
SBET Pore size
Material volume 3 (mmol
mygh A ¢ N @
(cm¥/g) ligand/g)d
PMO-TESB-1 569 0.70 42 383 00 44 5.34
PMO-TMSEB-1  115.2 0.14 38 482 00 5.6 4.01
PMO-TMSEB-2 302 0.24 35 272 0.0 4.0 2.27

a BET are (Brunauer, Emmett and Teller).

b Total pore volume was measured at relative pressure (P/Po) = 0.97.

¢ Pore diameter estimated by using the BJH (Barrett, Joyner and Halenda) model applied on the desorption
branch of the isotherm.

4 mmol of ligand per g of PMO calculated with the % C obtained by elemental analysis.

What is more, the decrease in the amount of the ligand TMSEB,
incorporated into the silica framework in PMO-TMSEB-1 compared with PMO-
TESB-1 is due to the higher steric hindrance of the more voluminous TMSEB than
TESB. On the other hand, the lowest amount of TMSEB in PMO-TMSEB-2 is a
consequence of the lower ratio of TMSEB in the synthetic process due to the use

of TEOS as co-source of silica.
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SEM was used to study the morphology and size of the particles of the
materials prepared (see Fig. S2 A, C and E in supplementary material). The SEM
micrograph shows that the morphology of these materials is not well defined,
where part of the particles is spherical and some other quasi-spherical or
amorphous type being the PMO-TESB-1 the one which present shape particles
best defined (see Fig S2 A). The dispersion in the size of the particles in the case of
PMO-TESB-1 is low with particles with a size from 3.32 to 5.80 pm. On the other
hand, the materials PMO-TMSEB-1 and PMO-TMSEB-2 (Fig. S2 C and E in
supplementary material) show particles with a non-defined shape and bigger
particle size dispersion that goes from 5 to 17 um in PMO-TMSEB-1 and from 1 to
9 um in the case of PMO-TMSEB-2. TEM images of PMO-TESB-1, PMO-TMSEB-1
and PMO-TMSEB-2 (see Fig S2 B, D and F, respectively, in supplementary
material) show that the three materials have a porous structure with a wormhole-
like arrangement of channels. These results suggest that the use of two different
ligands TESB and TMSEB and the incorporation in the synthesis of two source of
silica TMSEB and TEOS in material PMO-TMSEB-2 are not contributing to a
significant change or disruption of the pore arrangement of the three materials

after these modifications in the synthesis conditions.

In Fig. S3 (supplementary material) the FTIR of three materials is
depicted, a similar pattern was observed for each material, with most remarkable
peaks in the fingerprint region. At 3400 and 3000 cm? appears a wide peak
belonging to O-H stretching of physisorbed HxO. The three materials exhibited
several bands in the range 2800-2975 cm, these bands could be attributed to C-H
stretching vibrations of possible rest of the surfactant (Pluronic 123), or most
probable non-hydrolysed ethoxy or methoxy groups. These bands are more
intense in the spectra of PMO-TMSEB-1 and PMO-TMSEB-2 that is in agreement
with the -CH>-CHb>- chains that the TMSEB ligand have in its structure. Stretching
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bands between 1645 and 1379 cm! as well as, C-H bend bands at 1456 cm-,
confirmed the presence of the benzyl bridges in the solid framework of all the
materials. These FTIR spectra showed that the organic ligand was correctly
introduced in the PMO network. All remaining peaks belonged only to Si-O
bonds, as observed in the intense peak at 1155, 1090, 923 and 773 cm-! owing to Si-

O-Si bending and stretching process, as well as Si-O-Si rocking at 526 cm-t.

Finally, for PMO-TESB-1 material, additional characterization was carried
out by powder XRD (Fig. 2A) and NMR (Fig. 2B and 2C). XRD pattern of PMO-
TESB-1 indicates that this material displays a well-resolved pattern at low 20
values with a very sharp basal diffraction peak around 1.1 A indexed as (100)
index Miller showing that the incorporation of phenylene moiety into the material
as a bridge-bonded group allows to obtain a well-ordered and mesoporous
material, which is in good agreement with the results obtained in the N
adsorption-desorption isotherms. These XRD patterns are typical in materials
with uniform pores in the mesoporous range and non-symmetrical 3D wormhole-
like structure of the porous framework, with a pore structure lacking long-range
order [31]. The material has a din spacing of 80.5 A obtained from the (100)
reflection assigned to the pore-to-pore centre correlation distance with a unit cell
dimension ap = 93 A, and a wall thickness of 51 A estimated from ao—BJH pore

diameter [32].
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Figure 2. A) XRD diffraction pattern, B) 13C NMR spectra and C) 25i NMR spectra
of PMO-TESB-1 sorbent.

This spectrum displays three T site peaks around -79 ppm, -71 ppm and -
62 ppm which could be assigned as T3 [SiC(OSi)s], T2 [SiC(OEt)(OSi)z] and T?
[SiC(OH)2(OSi)] organosiliceous species, respectively. These T sites verify the
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presence of the functional groups in the framework of the silica. In addition, the
absence of Qn sites in the 2Si NMR spectra is an indicative of no cleavage of Si-C
bonds during the synthesis [35]. The high proportion of T? sites indicates a high

grade of condensation and a good uniformity of the synthesized material.

The presence of the phenylene groups in the framework of the PMO-
TESB-1 material was corroborated by solid-state 13C and 2Si NMR spectroscopy
(Figs. 2B and 2C). Solid-state 13C CP-MAS NMR spectrum (Fig. 2B) of the PMO-
TESB-1 displays three peaks, an intense resonance peak at 6 ca 130 ppm that
corresponds to the sp? carbons of the phenylene moieties of the PMO-TESB-1
material (C1) [20,33] and two other less intense peaks at & 12 ppm and & 55 ppm
due to the signal of sp3carbons of the methylene (C2) and the methyl groups (C3)
of the ethoxy groups, respectively, that were not completely hydrolyzed after the
synthesis [34]. The high ratio between the peak area signals of C1/C2 and C1/C3
clearly demonstrated a great degree of condensation of the PMO-TESB-1 material,
where most of the TESB ligand is homogenously distributed into the PMO
material framework, which is in good agreement with the characterization stated
above. In addition, the absence of other peaks in the NMR spectra indicates the
complete absence of rest of surfactants (CTAB and Pluronic 123) in the material,
which shows that the washing procedure employed in this synthesis is more
successful than other PMOs synthesis reported in the literature before [14,30]. The
251 MAS NMR spectrum of PMO-TESB-1 is shown in Fig. 2C.

3.2. Enantiomeric separation of a mixture of drugs by CE

With the aim of developing a CE method enabling the simultaneous
enantiomeric separation of the seven chiral drugs with different pharmacological

activities (duloxetine, terbutaline, econazole, propranolol, verapamil, metoprolol
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and betaxolol) with good enantioselectivity and enantioresolution (Rs), different
CDs were tested due to the high discrimination power of these chiral selectors.
Based on previous results reported by several researchers who employed a wide
range of chiral selectors to individually separate the enantiomers of these
compounds [36-43], an initial screening of CDs was carried out using neutral (HP-
B-CD, HP-y-CD, HP-B-B-CD, Ac-p-CD) and anionic (Suc-B-CD, Suc-y-CD, S-p-
CD, S-y-CD) CDs at an initial concentration of 2 % (w/v). An acidic BGE was
employed in order to guarantee the presence of the charged forms of the analytes,
necessary for their separation with neutral CDs, and enabling to improve their
interaction with the anionic chiral selectors. Thus, a 25 mM phosphate buffer at
pH 3.0 and 2 % (w/v) CD was employed to carry out the screening with the
above-mentioned CDs. The results obtained showed that only S-B-CD offered an
acceptable simultaneous enantiomeric separation for all compounds in an
analysis time of 16 min (see Figure 3A) with the following enantiomeric
resolutions: duloxetine (8.3), terbutaline (8.4), econazole (8.5), propranolol (4.1),
verapamil (3.7), metoprolol (2.5) and betaxolol (2.4). In comparison with other
previous works, where individual enantiomeric separations of these analytes
were reported using the same chiral selector with the same [36, 40, 41, 43] or
different degree of substitution [37, 38], for most of the compounds studied, a
notable improvement in the enantioresolution and shorter analysis times were
obtained under the above-mentioned conditions. Moreover, this is the first time
that the simultaneous separation of all the enantiomers of the studied drugs is

reported by CE.
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Figure 3. Electropherograms corresponding to the enantiomeric separation of: (A) a
standard solution containing the seven racemic drugs at concentrations of 20 mg/L for
terbutaline and econazole and 10 mg/L for the other drugs, (B) wastewater sample 1
(after SPE treatment), and (C) wastewater sample 1 spiked before SPE treatment with the
seven racemic drugs at the following enantiomeric concentrations: D and P (2.5 pg/L), E
(8.2 ng/L), Tand V (5.0 ug/L), M and B (6.2 pg/L), using 100 mg of PMO-TESB-1 sorbent
and 200 mL of sample volume. D: duloxetine, T: terbutaline, E: econazole, P: propranolol,
V: verapamil M: metoprolol, B: betaxolol; 1, First-migrating enantiomer; 2, Second-
migrating enantiomer. Experimental conditions: BGE, 25 mM phosphate buffer (pH 3.0)
and 2 % (w/v) S-B-CD, capillary (50 pm 1.D., total length of 58.5 cm (50 cm effective
length)), injection: 50 mbar x 10 s, temperature: 20°C, separation voltage: -20 kV, UV

detection at 210 + 5 nm.
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3.3. Evaluation of periodic mesoporous organosilica materials for solid-phase extraction

The three PMOs synthesized in this work were evaluated as sorbents for
the extraction of the seven chiral drugs studied. In fact, the organic moieties that
are inside the silica network (ligands TESB and TMSEB) contain aromatic rings
that can present molecular interactions (Van der Waals forces) between the
electronic cloud of the ring and the polar part of the drugs. On the other hand,
analytes have oxygen heteroatoms, which permit adsorption through polar
interactions (a hydrogen-bonding mechanism) with the sylanol groups that exist
in the silica walls (when TEOS is used as co-silica source). The combination of
these two types of mechanisms can improve the adsorption capacity of these

materials.

Initially, with 100 mg of PMOs and 100 mL of a standard solution
containing the seven drugs (at concentrations enabling to obtain final
concentrations (after the SPE process) of 20 mg/L for terbutaline and econazole,
and 10 mg/L for the other drugs analyzed), recovery values between 80 and 100
% were achieved, using PMO-TESB-1, except for terbutaline with values of 30 %
(Fig. 4A). PMO-TMSEB-1 showed a similar behavior for most analytes except for
duloxetine and terbutaline, with a decrease to less than 40 % and an increase to
near 80 % in the recovery, respectively, compared with the recovery values
obtained with PMO-TESB-1. PMO-TMSEB-2 provided the worst recoveries for all
the analytes in comparison with the two previous ones. This result could be
justified by the poor and non-homogeneous pore distribution of this material

inside its mesoporous structure.

The amount of sorbent in the cartridge was increased up to 200 mg in

order to study if this increase could improve the recovery values. However,
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recovery values obtained (see Fig. 4B) were similar to those obtained with 100 mg
of sorbent in the case of PMO-TESB-1, being lower for terbutaline (10 %). As for
PMO-TMSEB-1, each compound suffered a notable recovery decrease with 200
mg of sorbent, with no recovery at all for duloxetine and similar terbutaline
recovery as compared with 100 mg; and as for PMO-TMSEB-2, this material
showed flow problems due to sorbent packing which made difficult the solution
passing through it. In this way, PMO-TESB-1 showed to be the best sorbent with
the highest recovery values for analytes (except for terbutaline) in an amount of
100 mg. These good results can be attributed to its higher Sger, pore volume, pore
size and functionalization degree that allow a better retention of the target
analytes and to achieve an excellent recovery. In the case of terbutaline, the low
recovery obtained for this drug with the PMO-TESB-1 material could be
explained taking into account the interaction between analytes and the organic
sorbent due to Van der Waals forces (Table S1 in supporting material) where a
significant decrease in these forces can be observed for terbutaline with respect to

the other analytes studied.

The next step was to study the breakthrough volume, parameter that
determines the maximum volume of sample that can be passed through the
sorbent without a significant loss in the recovery. This study was carried out with
the three PMO materials to compare the results obtained, and the volume of

standard solution was increased from 100 to 150, 200 and 250 mL.
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Figure 4. Recovery percentages and error bars obtained for each enantiomer of
the drugs with 100 mg (A) and 200 mg (B) of sorbent packing and 100 mL of a
standard solution of the racemic drugs at a concentration of 100 pg/L for
terbutaline and econazole, and 50 pg/L for the other drugs. D: duloxetine, T:
terbutaline, E: econazole, P: propranolol, V: verapamil, M: metoprolol, B:
betaxolol; 1, First-migrating enantiomer; 2, Second-migrating enantiomer. Other

experimental conditions as in Fig 3.
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Best results were obtained for PMO-TESB-1 (see Fig 5), where recoveries
were similar up to 200 mL (PF was 400), even though terbutaline was lost at 150
mL because its low affinity for this sorbent. As a consequence, 200 mL was the
optimum value for all the other analytes since 250 mL gave rise to recovery
percentages decreased until 56 and 84 %. Other sorbents (see Fig. S4 in
supplementary material) also originated acceptable recoveries, within 80-90 % at
200 mL of solution passing through the cartridge with PMO-TMSEB-1, although
duloxetine and terbutaline showed the lowest affinity only with 15-20 % of
recovery. PMO-TMSEB-2 showed a similar behavior but with a complete loss of

terbutaline recovery, 15 % of duloxetine and 80 % for the other drugs.

Using PMO-TESB-1 as the best sorbent with a packing of 100 mg and a
breakthrough volume of 200 mL, a study of the effect of the polarity of the elution
solvent was carried out using MeOH and ACN. It was observed that no elution
occurred with ACN as elution solvent since no peaks were detected in the
electropherograms (results not shown). Therefore, MeOH was chosen as elution
solvent to follow the optimization process being the elution with 2 x 4 mL MeOH

the conditions selected.
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Figure 5. Recovery percentages and error bars obtained for each enantiomer of the drugs
taking into account the breakthrough volume loaded in the cartridges (n = 6) at 100, 150,
200 and 250 mL of a standard solution of racemic drugs at using 100 mg of PMO-TESB-1
as sorbent. An amount of 10 pg for terbutaline and econazole and of 5 pg for the other
drugs was present in the different volumes of solution tested. D: duloxetine, T:
terbutaline, E: econazole, P: propranolol, V: verapamil, M: metoprolol, B: betaxolol; 1,
First-migrating enantiomer; 2, Second-migrating enantiomer. Other experimental

conditions as in Fig 3.

3.4. Analytical characteristics of the developed SPE-CE method

Analytical characteristics of the developed method using PMO-TESB-1 as
sorbent were evaluated in terms of linearity, precision, accuracy, instrumental
limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ), and method limits of detection
(MDL) and  quantitation = (MQL) (see  Tables 2 and  3).
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Table 2. Analytical characteristics of the developed CE method for the simultaneous enantiomeric determination of seven drugs.

Analyte Linearity Precision
Instrumental repeatability Intermediate precision (n=6)
(n=6)
Linear Linear sb Ac// Tm (RSD (%)) Ac// Tm (RSD (%)) LOD (mg/l)  LOQ (mg/L)
range equation bxtSy - — for each for each
bx +a Sa Low High Low High . .
(mg/L) . . . . enantiomer enantiomer
(R2\ concentration concentration concentration concentration
Duloxetine 0.36x - 0.08 0.03 0.36 + 52//16 09//09 79//10 65//08
(D1) 0.9963 0.09 0.08 ) ) ) ) ) ) ) )
Duloxeti 11 0.34x - 0.06 003 034z 03 7
wioxetine O ' o= 26//21 1.0// 06 74//10 7.5//09
(D2) 0.9966 0.07 0.08
Terbutaline 0.63x - 0.36 0.02 0.63 + Y 04//07 60//08 31//12
(T1) 0.9975 0.27 0.05 0772 4770 0/70. A//1
2-25 0.7 23
Terbutaline 0.62x - 0.26 0.01 0.62 % 19//18 027710 65 /709 447713
(T2) 0.9974 0.21 0.03 /71 2//1 5/70. 4//L
Econazole 0.49x - 0.49 0.02 0.49 = 607725 20//13 161 a5 62 /725
(E1) 0.9961 0.62 0.06 0772 /71 A//3. 2//2
3-15 1.5 5.0
Econazole 0.48x - 0.52 0.02 0.48 = 51//93 207714 170 /738 5207
(E2) 0.9950 0.62 0.06 /72 0//1: 0773 2//2
Propranolol 0.49x - 0.08 0.01 0.49 = 51//27 20//18 189 // 22 99 //55
(P1) 0.9960 0.04 0.03 /72 /71 91/ 2 2//5.
1-20 0.4 1.3
Propranolol 0.49x - 0.04 0.02 0.49 + 80//29 04 /715 125 /729 147757
(P2) 0.9967 0.04 0.05 0772 4771 S//2 4175
Verapamil 0.68x - 0.07 0.04 0.68 + 52 /794 27 7718 1117712 88 /730
(V1) 0.9952 0.20 0.09 2//2 7/ /71 8//3.
- 2-15 0.6 2.0
Verapamil 0.68x - 0.06 0.04 0.68 = 52 /726 30//16 170 /712 85 /730
(V2) 0.9925 0.14 0.10 2//2 /71 0771 5773
Metoprolol 0.60x - 0.08 0.07 0.60 =
88//33 3.0//21 10.0// 1.0 45//17
(M1) 0.9974 0.16 0.19
2.5-12 0.7 2.3
Metoprolol 0.61x - 0.07 0.07 0.61+ 46 /734 10//22 92 /711 68 // 17
(M2) 0.9961 0.21 0.19 6//3: 0772 2//1 8//1
Betaxolol 0.56x - 0.18 0.02 0.56 + 58//33 20//22 68//45 20//18
(B1) 0.9980 0.06 0.06 ) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Betaxolol 2o 0.56x - 0.13 005 056+ 08 26
etaxoto X ' b= 50//33 20//21 81// 46 15//18
(B2) 0.9966 0.12 0.14

a: intercept. b: slope. Sa: intercept standard deviation. Sb: slope standard deviation. Confidence interval at 95% as confidence level (n = 6). E1: first-migrating enantiomer. E2: second-
migrating enantiomer. Ac: corrected area. Tm: migration time. LOD: instrumental limit of detection. LOQ: instrumental limit of quantitation. Low and high concentration levels
respectively, for each enantiomer (mg/L): Duloxetine (1 and 15), Terbutaline (2 and 25), Econazole (3 and 15), Propanolol (1 and 20), Verapamil (2 and 15), Metoprolol (2.5 and 12) and

Retaxolol (2 5 and 121 Fxnerimental conditions as in Fienre 3
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Table 2 shows the analytical characteristics of the developed CE method
for the simultaneous enantiomeric determination of seven drugs. Linearity was
determined by plotting the corrected peak area as a function of the enantiomer
concentration for each compound with a total of six standard solutions injected by
triplicate. In all cases R? values were = 0.993, being this procedure repeated
during three different days. Linear equations were expressed according to a
confidence range taking into account the mean value of slope and its statistical
error at 95 % confidence level. Results expressed very low error values and an
acceptable linearity. Instrumental LODs and LOQs were calculated considering 3
and 10 times the S/N ratio, respectively. LODs were experimentally tested and
when differing from the calculated ones, the experimental values were considered
and included in Table 2. LODs ranged from 0.4 to 1.5 mg/L and LOQs from 1.3 to
5.0 mg/L. Precision of the method was evaluated in terms of instrumental
repeatability and intermediate precision. The first one was determined from nine
repeated injections of a standard solution in Milli-Q water at low and high
concentration levels (1 and 15 mg/L for duloxetine; 2 and 25 mg/L for
terbutaline; 3 and 15 mg/L for econazole; 1 and 20 mg/L for propranolol; 2 and
15 mg/L for verapamil; 2.5 and 12 mg/L for metoprolol; 2.5 and 12 mg/L for
betaxolol) without employing the SPE procedure, that is, directly injecting the
standard solutions in the CE system. RSD values (%) were lower than 8.8 % for
corrected peak areas and 3.4 % for migration times at both concentration levels,
respectively. Intermediate precision was determined also at the above-mentioned
concentration levels for three consecutive days by injecting each standard
solution by triplicate each day, with RSD values ranging from 1.4 to 17.0 % for

corrected peak areas and from 0.8 to 5.7 % for migration times.

Accuracy was evaluated as recovery values obtained for spiked

wastewater samples 1 and 2 (pH near to 7.5), at low and high concentration levels
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(Mg/L) (Table 3). Since drugs analyzed were not detected in these wastewater
samples, they were spiked at a concentration so that after SPE preconcentration
process, analytes were detected and quantified just beyond their LOD and LOQ.
As observed in Table 3, accuracy was acceptable (with similar results at both
concentration levels) with values for wastewater 1 (influent water) from 73.9 to
102.9 % and for wastewater 2 (effluent water) from 81.8 to 100.9 % except for
econazole for which recovery values for both wastewater samples were the lowest
and ranged from 585 to 67.0 % (wastewater 1) and from 64.8 and 72.4 %
(wastewater 2). Additionally, recovery values were calculated for spiked effluent
wastewater with pH 9.0 (wastewater sample 3) obtaining values from 75.8 to
102.3 % for all drugs except for econazole (with recoveries ranging from 66.8 to
69.9 %) (Table S3, supplementary material). These results were similar to those
obtained for wastewater samples at pH near to 7.5 (wastewater samples 1 and 2).
The lower recovery obtained for econazole at both pH values (7.5 and 9.0) could
be related with the fact that econazole has the lowest pKa value (6.7) among all
the compounds studied so at pH 7.5 and 9.0 it is a neutral compound while the
other drugs studied can be positively charged (pH 7.5) or be partially ionized (pH
9.0) and they could increase their interactions with the sorbent through
electrostatic forces with the negatively charged silanol groups that remain in the

material.

Table S2 (supplementary material) groups the preconcentration factors
(PFs) reported previously for the drugs studied in this work from water samples
when other commercial and non-commercial SPE sorbents were used and the
concentrations found for these drugs in some water samples around the world [2,

44-62].
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Table 3. Recovery values and method limits of detection and quantification obtained for the drugs studied from spiked wastewater samples 1 and 2
using 100 mg PMO-TESB-1 sorbent and 200 mL sample volume (n = 6).

Water sample 1 Water sample 2
Recovery RSD Recovery RSD Recovery RSD Recovery RSD
Analyte (%) %) %) (%)  MDI/MQL (%) (%) (%) (%) MDI/MQL
Low concentration High concentration (/L) Low concentration High concentration (ng/L)

Duloxetine (D1) 98.4 44 102.9 2.0 24/80 99.3 3.3 81.8 4.2 17/58
Duloxetine (D2) 97.1 2.3 98.9 2.2 24/78 98.0 2.5 84.4 2.0 18/59
Terbutaline (T1) ND - ND - - ND - ND - -
Terbutaline (T2) ND - ND - - ND - ND - -
Econazole (E1) 61.5 3.7 61.0 1.3 6.3 /211 64.8 12.7 70.8 34 5.8/183
Econazole (E2) 58.5 41 67.0 1.4 6.6 /219 65.2 13.3 72.4 1.7 59/ 195
Propranolol (P1) 92.2 4.0 80.1 1.7 19/62 97.4 6.5 90.8 2.9 19/63
Propranolol (P2) 97.1 4.6 79.7 1.2 20/6.6 85.4 4.6 89.7 1.6 17 /56
Verapamil (V1) 75.9 1.6 81.5 1.9 24/79 100.9 3.5 87.7 1.8 29/98
Verapamil (V2) 73.9 6.1 84.3 3.7 25/83 98.0 44 89.8 2.3 3.0/10.1
Metoprolol (M1) 101.3 1.7 88.6 34 3.7/124 94.0 438 95.6 2.3 46 /153
Metoprolol (M2) 99.7 2.5 86.4 3.0 35/11.8 92.5 49 96.1 1.9 51/1638

Betaxolol (B1) 88.9 4.6 82.7 1.9 33/11.1 89.6 1.9 84.6 2.1 43 /145

Betaxolol (B2) 87.8 3.8 85.1 43 3.2/10.6 93.4 2.8 90.9 0.7 44 /146

Water sample 1: influent water treatment plant®filia; Water sample 2: effluent water treatmeratnplof Sevilla. MDL: method limit of detection; MQImethod limit of
guantitation. Concentration levels for each enanéio(pg/L): Duloxetine (2.5 and 37.5), Terbutal{Bed and 62.5), Econazole (7.5 and 37.5), Propcaifdl5 and 50),
Verapamil (5 and 37.5), Metoprolol (6.25 and 30J &etaxolol (6.25 and 30). Experimental conditiassnFigure 3.
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Different types of materials have been employed, such as commercial
Oasis HLB [44-46, 53-56], Oasis MCX [47, 48, 57, 58], MIP4SPE [49], SupelMIP [50],
MWCNTs [60] or mesoporous non-commercial, SBA-15-Cis [2] and MCM-41 [59].
Commercial sorbents provided lower PFs than that obtained in this work except
for Oasis MCX [47, 57] (recovery values =40-85 % for propranolol and metoprolol
with PF 2000 ( surface water) and 71-87 % for metoprolol with PF 500 (river and
wastewater samples), and Oasis HLB [53] (recovery 81-103 % for metoprolol with
PF 2000 (wastewater sample)). However, mesoporous non-commercial materials
SBA-15-Cis and MCM-41 provided lower PF values (100-300) in tap, river or
ground water samples with similar recovery values for propranolol [2],
metoprolol [2, 59] and betaxolol [59] (77-118 %). Comparing these results with
those obtained in this article, a multiple recovery has been achieved for six
analytes in a mixture (excluding terbutaline) in spiked wastewaters with
acceptable results in a range from 80 to 100 % and a PF of 400, depending on the

physical-chemical characteristics of both, drugs and sorbents.

MDLs and MQLs were calculated considering 3 and 10 times the S/N
ratio, respectively, estimated from the lowest concentration level of spiked
wastewater samples (samples were spiked before SPE treatment) and applying
the corresponding PF of the SPE process. Values for MDLs ranged from 1.9 to 6.6
pg/L and from 1.7 to 5.9 pg/L for wastewater samples 1 and 2, respectively, and
values from 6.2 to 21.9 pg/L and 5.6 to 19.5 ng/L for MQLs for the same
wastewater samples, respectively (Table 3). These values of MQLs can enable the
determination of the drugs studied in wastewater samples since higher
concentrations were found in some wastewater samples around the world. In fact,
as shown in Table S2 in supplementary material, propranolol can be found in
water samples at levels ranging from pg/L to 6.5 ug/L [46], 37.5 ng/L [51] or 603
pg/L [52] (MQLs obtained in this work for its enantiomers range from 5.6 to 6.6
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pg/L); metoprolol can be found in water samples at levels ranging from pg/L to
26 ng/L [62] or 950 ng/L [61] (MQLs obtained in this work for its enantiomers
range from 11.8 and 16.8 pg/L ); and econazole can be found in water samples at
levels ranging from 1.2 to 28 pg/L [52] (MQLs obtained in this work for its
enantiomers range from 18.3 and 21.9 pg/L).

Fig. 3B and 3C show the electropherograms corresponding to wastewater
sample 1 (Fig. 3B) and to the same sample spiked (before SPE treatment) at the
ug/ L level with racemic standards of the seven drugs studied in this work (Fig.
3C) using in both cases a SPE treatment with 100 mg of PMO-TESB-1 sorbent, 200
mL of sample volume and elution with 2 x 4 mL MeOH. No peaks were observed
in the electropherogram corresponding to wastewater sample 1 (Fig. 3B)
indicating that the drugs studied were not present in the sample or were present
below the method detection limits grouped in Table 3. Fig. 3C shows that only
the peaks corresponding to the enantiomers of six of the seven drugs could be
observed since terbutaline showed low recoveries as above-mentioned. Peaks
corresponding to 2.5 ug/L duloxetine and propranolol, 5 ng/L verapamil, and 6.2
ng/ L metoprolol and betaxolol can be observed in this Figure, concentrations that
correspond to those found in some cases in wastewater samples (Table S2 in

supplementary material).

4. Conclusions

Two novel materials based on mesoporous organosilica with neutral
phenylene-bridged ligand, 1,4-bis(trimethoxysilylethyl)benzene, were
synthesized in this work, one of them using tetraethyl orthosilicate as additional
silica source. A third material was also synthesized with 14-

bis(triethoxysilyl)benzene ligand which use has scarcely been reported
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previously. The material with 1,4-bis(triethoxysilyl)benzene ligand was found to
be the best sorbent for the off-line solid-phase extraction of seven common drugs
with different pharmacological activities. However, interesting characteristics
with  good  recovery  values  were  also shown by  14-
bis(trimethoxysilylethyl)benzene mesoporous organosilica materials, especially
that synthesized without additional silica source. Optimized conditions for SPE
with 1,4-bis(triethoxysilyl)benzene enabled preconcentration factors of 400 with
100 mg sorbent and 200 mL solution allowing high recovery values for the drugs
studied from spiked wastewater samples from treatment plants except for
terbutaline and enabling method quantitation limits from 5.6 to 21.9 pug/L using
CE for the simultaneous enantiomeric separation of the six drugs in 16 min. The
results presented in this article show the potential of the use of periodic
mesoporous organosilica materials as sorbents for off-line SPE prior to CE

separation in the simultaneous chiral analysis of drugs from water samples.
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Figure S1. Ligands used for PMOs synthesis: TESB (left) and TMSEB (right).
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Figure S2. SEM micrographs (A, C, E) and TEM pictures (B, D, F) for PMO-TESB-
1, PMO-TMSEB-1, PMO-TMSEB-2, respectively.
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Figure S3. FTIR spectra of PMOs synthesized, PMO-TESB-1 (A), PMO-TMSEB-1
(B) and PMO-TMSEB-2 (C).
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Figure S4. Recovery percentages and error bars obtained for each enantiomer of the drugs
studied as a function of the breakthrough volume loaded in the cartridges (n = 6) at 100,
150, 200 and 250 mL of a standard solution of racemic drugs. (A) 100 mg PMO-TMSEB-1,
(B) 200 mg PMO-TMSEB-2. An amount of 10 pg for terbutaline and econazole and of 5 pg

for the other drugs was present in the different volumes of solution tested. D: Duloxetine;

T: Terbutaline; E: Econazole; P: Propranolol; V: Verapamil; M: Metoprolol; B: Betaxolol; 1:

First-migrating enantiomer; 2: Second-migrating enantiomer. Other conditions as in

Figure 3.
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Table S1. Comparison between the recovery percentages using PMO-TESB-1 and
Van der Waals force for each drug.

Analyte Recovery (%)) Van der Waals force

(Kcal/mol)
Terbutaline 30 7.4
Duloxetine 83 17.6
Econazole 92 194
Propranolol 95 18.9
Verapamil 97 38.1
Metoprolol 101 17.8
Betaxolol 97 30.6

(*) Recovery values for the drugs studied expressed as the mean of the values obtained for
both enantiomers employing PMO-TESB-1 with 100 mg and a standard solution volume
of 100 mL and elution with 2 x4 mL. MeOH.
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Table S2. Preconcentration factors reported for the drugs studied using other commercial and non-
commercial materials for their SPE extraction from water samples and concentrations found for these drugs

in some water samples around the world.

Analyte Sorbent Recovery (%) PF Sample Quantified concentration Technique Ref.
Propranolol SBA-15-C1s 86-114 300 ?gﬁﬁ;i:ﬁ 6,7-333 g/ L (spiked) CE-UV* 2]
75-89 300 Wastewater 21.8-67.7 ng/L LC-MS/MS [44]
Oasis HLB 65-80 40 Wetland 1pg/L SFC-MS* [45]
100 91 Wastewater 0.2-6.5pg/L LC-TOE-MS [46]
40-69 2000 Surface water 5-7ng/L UPLC-MS/MS [47]
Oasis MCX
80 200 Wastewater 1.79-370.7 pg/L LC-ESI-MS/MS [48]
MIP4SPE 60-112 25 Wastewater 74-144 ng/L LC-MS/MS [49]
SupelMIP 97-109 100 River water 04 pg/L HPLC-UV* [50]
- - - Wastewater 15.5-37.5 ng/L HPLC-MS/MS [51]
- - - Wastewater 30-603 pg/L LC-MS/MS [52]
Metoprolol SBA-15-C1s 85-118 300 T;g;ﬁ;iz:;f 6,7-333 g/ L (spiked) CE-UV* 2]
81-103 2000 Wastewater 0.6-1.3 pg/L HPLC-MS/MS* [53]
94-103 100 Wastewater 0.25-1.19 ng/L HPLC-MS/MS [54]
75-90 200 Wastewater 0.44 ng/L (spiked) UPLC-MS/MS [55]
Oasis HLB 99-151 100 SEufrfgce;‘x‘;gr 0.55-3.65 ug/L LC-MS/MS [56]
85-94 300 Wastewater - LC-MS/MS [44]
70-77 40 Wetland 1pg/L SFC-MS* [45]
55-85 2000 Surface water 7-155ng/L UPLC-MS/MS [47]
Onsio MCX 71-87 500 Vf;;’gj‘;‘gr 364 ng/L LC-ESI-MS/MS [571
83 200 Groundwater 0.25ng/L LC-TOF-MS [58]
90 200 Wastewater 2.94-328.7 pg/L LC-ESI-MS/MS [48]
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(Continued)
Analyte Sorbent Recovery (%) PF Sample Quantified concentration Technique Ref.
Metoprolol MCM-41 100 100 River water -- uLC-MS/MS [59]
MIP4SPE 40-91 25 Wastewater 0.08-3.05 ng/L LC-MS/MS [49]
MWCNTs 80-87 100 River and 42 ng/L LC-MS/MS [60]
wastewater
- - - Wastewater 800-950 pg/L LC-MS/MS, GC-MS [61]
- - - Wastewater 0.018-26 pg/L LC-MS/MS [62]
Terbutaline Oasis HLB 19-38 100 Effluent and 1153 ng/L LC-MS/MS [56]
Surface water
Verapamil Oasis HLB 99-122 100 Effluent and ND LC-MS/MS [56]
Surface water
Duloxetine Oasis HLB 75-109 300 Wastewater - LC-MS/MS [44]
Betaxolol MCM-41 77-92 100 River water 26 ng/L uLC-MS/MS [59]
MIP4SPE 60-101 25 Wastewater -~ LC-MS/MS [49]
MWCNTs 69-92 100 River and - LC-MS/MS [60]
wastewater
Econazole - - - Wastewater 1.2-28 ug/L LC-MS/MS [52]

* Enantiomeric separation; PF: Pre-concentration factor; UPLC: Ultra

Performance Liquid Chromatography; SFC:

Supercritical Fluid Chromatography; ESI: Electrospray lonization; TOF: Time-of-flight; pLC: p-Liquid Chromatography;
MWCNTs: Multiwalled carbon nanotubes.
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Table S3. Recovery values obtained for the drugs studied in water sample 3 (effluent water sample at pH 9.0)

using 100 mg PMO-TESB-1 sorbent and 200 mL sample volume (n = 6).

Analyte Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%)
Low concentration High concentration
Duloxetine (D1) 96.2 3.0 974 2.3
Duloxetine (D2) 102.3 3.3 100.7 2.2
Terbutaline (T1) ND - ND -
Terbutaline (T2) ND - ND -
Econazole (E1) 69.9 9.3 66.8 52
Econazole (E1) 67.7 74 67.4 5.6
Propranolol (P1) 84.3 9.4 91.0 42
Propranolol (P2) 85.3 8.6 91.2 53
Verapamil (V1) 76.6 8.8 86.3 3.7
Verapamil (V2) 75.8 11.0 89.0 41
Metoprolol (M1) 80.7 9.5 99.8 52
Metoprolol (M2) 82.5 10.6 100.5 3.0
Betaxolol (B1) 84.3 2.8 91.8 45
Betaxolol (B2) 84.0 24 92.0 4.0

Experimental conditions: BGE: 25 mM phosphate buffer (pH 3.0) / 2% (w/v) S-p-CD, injection: 50 mbar x 10 s, voltage: -20 kV,

temperature: 20 °C, capillary: 58.5 cm (50 cm effective length) x 50 um I.D. Concentration levels for each enantiomer (ng/L):

Duloxetine (2.5 and 37.5), Terbutaline (5.0 and 62.5), Econazole (7.5 and 37.5), Propranolol (2.5 and 50), Verapamil (5 and 37.5),

SUS0.10A0SI SIDI[ISOUDSI0 SDAINH 10D S It )] 404 S0IDUIAD] 9P DILIgUI0 UDUa U DUIILIdIa(]






CAPITULO V

DETERMINACION ENANTIOMERICA
SIMULTANEA DE UN GRUPO DE HERBICIDAS
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CROMATOGRAFIA ELECTROCINETICA PREVIA
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V.1 Introduccién

La utilizacion de agroquimicos comerciales quirales como racematos
origina la adiciéon al medioambiente del doble de la cantidad necesaria de los
mismos en los casos en los que solo uno de los enantiémeros del agroquimco es
activo. Por ello, existe una tendencia a la comercializacién de los agroquimicos
como enantiémeros puros y debe ser una exigencia para la proteccion del
medioambiente, si bien la comercializacién de estos productos como racematos es
mas rentable econémicamente por lo que es necesario desarrollar metodologias
analiticas que permitan un control de estos productos y de las muestras

medioambientales.

Los herbicidas son un tipo de pesticidas muy utilizado en agricultura. En
el caso de los herbicidas fenoxidcidos, el enantiomero R es el que posee la
actividad herbicida mientras que el enantiomero S puede ser inactivo o tener
menor actividad como herbicida que el isémero R. El extensivo uso de los acidos
fenoxialcanoicos como herbicidas ha dado lugar a su presencia en aguas
subterraneas que pueden llegar a estar contaminadas con concentraciones de
estos compuestos a niveles de ng/L. La determinacién de estos compuestos a
estos niveles de concentraciéon puede hacer necesario con frecuencia el empleo de

técnicas de preconcentracion tales como la SPE.

El desarrollo de nuevos materiales como sorbentes para SPE tiene un gran
interés en la actualidad. En este contexto, la sintesis de materiales mesoporosos ha
demostrado tener un alto potencial para la extraccién y preconcentraciéon de
distintos compuestos por SPE [253, 254]. Como se ha comentado en el capitulo I
de esta memoria, las PMOs presentan importantes ventajas por su estabilidad y

posibilidad de funcionalizar dichos materiales con una amplia variedad de
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ligandos que les confieren distintas caracteristicas de retencién frente a

compuestos con propiedades variadas.

En este capitulo se presenta el trabajo de investigacion desarrollado en esta
Tesis Doctoral para llevar a cabo la sintesis de dos nuevas PMOs utilizando
ligandos catiénicos y su evaluacion como sorbentes para la extraccion y
preconcentracion por SPE de un grupo de herbicidas fenoxidcidos en aguas. Los
ligandos cationicos empleados han sido cloruro de
(estirilmetil)bis(trietoxisililpropil)amonio (PMO-STPA) y bis(3-
trietoxisililpropil)amina (PMO-TEPA) con el fin de obtener materiales que
permitan trabajar en el modo mixto fase reversa/intercambio aniénico fuerte o

intercambio anidnico fuerte, respectivamente.

Dado el enorme potencial de la CE para llevar a cabo separaciones
quirales, en este trabajo de investigacion se llevé a cabo la separacién de los
enantiomeros de una mezcla de herbicidas fenoxidcidos con el fin de utilizar el
método desarrollado para la evaluacion de las organosilices mesoporosas
sintetizadas y poder aplicar el método SPE-CE-UV desarrollado a la

determinacién de dichos compuestos en aguas de rio y de depuradora.

Los herbicidas fenoxidcidos estudiados han sido fenoprop, mecoprop,
dicloroprop, 4-CPPA, 3-CPPA y 2-PPA. La separacion enantiomérica simultdnea
de estos seis herbicidas fenoxiacidos no se habia llevado a cabo en el formato de la
CE con anterioridad a este trabajo y su determinacién enantiomérica en aguas,
como se observa en la Tabla 1.3 del capitulo I de esta memoria, no se habia
realizado excepto en el caso de fenoprop y dicloroprop cuya determinaciéon

enantiomérica en aguas por CE tinicamente se habia descrito en un trabajo [255].
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La sintesis de las dos PMOs utilizadas en el trabajo de investigacion
descrito en este capitulo se realiz6 durante una estancia en el Departamento de
Tecnologia Quimica y Ambiental de la Universidad Rey Juan Carlos (URJC)
(Mostoles, Espafia) bajo la direccion de los Dres. Isabel Sierra Alonso, Sonia
Morante Zarcero y Damidn Pérez Quintanilla, participantes en el proyecto de
investigacion del MINECO al que se encuentra asociado el contrato predoctoral

del autor de esta memoria.

V.2 Objetivos

El objetivo del trabajo de investigacién que se presenta en este capitulo ha
sido el desarrollo de una nueva metodologia analitica para la determinacién
enantiomérica simultanea de una mezcla de herbicidas fenoxiacidos en aguas por
Cromatografia Electrocinética previa extraccion y preconcentracion de los mismos
por SPE utilizando organosilices mesoporosas periddicas sintetizadas con

ligandos catiénicos.

Con el fin de conseguir este objetivo, se han planteado los siguientes

objetivos concretos:

1. Desarrollar una metodologia analitica por EKC utilizando ciclodextrinas como
selectores quirales, que permita la separaciéon simultdnea de los 12

enantiomeros de los seis herbicidas fenoxidcidos estudiados en este trabajo.

2. Sintetizar dos nuevas organosilices mesoporosas periddicas utilizando
ligandos catiénicos, cloruro de (estirilmetil)bis(trietoxisililpropil)amonio

(PMO-STPA) y bis(3-trietoxisililpropil)amina (PMO-TEPA), para obtener
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materiales que permitan trabajar en el modo mixto fase reversa/intercambio

anidnico fuerte o intercambio aniénico fuerte, respectivamente.

3. Caracterizar las PMOs sintetizadas mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM), microscopia electrénica de transmisién (TEM), isotermas de
adsorcion-desorcion de Ny, analisis elemental (EA), RMN de sélidos de 13C y

2Si y analisis termogravimétrico (TGA).

4. Evaluar las PMOs sintetizadas para su utilizacion como sorbentes para la
extraccion y preconcentracion de los seis herbicidas fenoxiacidos estudiados en

aguas por SPE.

V.3 Resultados y discusion

V.3.1 Desarrollo de wuna metodologia analitica por Cromatografia
Electrocinética para la separacion enantiomérica simultanea de una mezcla de

seis herbicidas fenoxiacidos.

El desarrollo de una metodologia analitica por EKC para llevar a cabo la
separaciéon enantiomérica simultdnea de los seis herbicidas fenoxidcidos
estudiados en este trabajo se abordd seleccionando un conjunto de 6
ciclodextrinas neutras como selectores quirales y realizando un screening con las
mismas utilizando como medio de separacién un tampén formato 50 mM a pH
5.0 al cual los compuestos de interés se encuentran cargados positivamente. Las
ciclodextrinas ensayadas de forma individual fueron dos ciclodextrinas nativas,
a-CD y B-CD, y otros cuatro derivados de ciclodextrinas, DM-3-CD, TM-3-CD,
HP-p-CD y HP-y-CD, todas ellas a una concentraciéon de 15 mM. Entre todas las
ciclodextrinas ensayadas, el empleo de 3-CD, HP-B-CD y TM-B-CD dio lugar a los
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mejores resultados mostrando que la $-CD y sus derivados dan lugar a un mayor
poder de discriminacién quiral para estos compuestos que la a-CD y derivados de
y-CD, de acuerdo a lo ya descrito con anterioridad para otros compuestos [256].
En efecto, -CD permiti6 obtener resoluciones enantioméricas entre 0.7 y 4.4
excepto para dicloroprop, cuyos enantiémeros no se separaron, con un tiempo de
analisis de 27.5 min; HP-B-CD dio lugar a resoluciones enantioméricas entre 1.4 y
2.7 excepto para fenoprop que no se separé enantioméricamente, con un tiempo
de analisis de 274 min; y finalmente, TM-B-CD originé resoluciones
enantioméricas entre 0.8 y 5.2 excepto para 2-PPA, en un tiempo de andlisis de

36.7 min.

Con el fin de mejorar la separacion enantiomérica obtenida para los
fenoxidcidos estudiados, se utilizaron mezclas duales de las tres CDs que habian
dado lugar a los mejores resultados, y se mantuvo para cada una de ellas una
concentracion de 15 mM en el mismo medio de separaciéon. De las tres
combinaciones posibles (B-CD+HP-B-CD, p-CD+TM-pB-CD y HP-B-CD+TM-p-
CD), fue el sistema dual constituido por HP-p-CD+TM-B-CD el que dio lugar a la
separacion enantiomérica simultanea de cinco de los seis herbicidas fenoxidcidos

estudiados.

A continuacién, se investig6 el efecto de la concentracién de las CDs en la
mezcla dual ensayando concentraciones de 10, 15 y 20 mM de cada una. Los
resultados obtenidos permitieron observar que para cuatro de los compuestos
estudiados (fenoprop, mecoprop, dicloroprop y 4-CPPA), la resolucién
enantiomérica aumentaba a bajas concentraciones de HP--CD mientras que para
3-CPPA y 2-PPA su resolucién enantiomérica mejoraba a altas concentraciones de
TM-B-CD. A la vista de estos resultados se seleccioné una mezcla 10 mM en HP-

B-CD y 20 mM en TM-B-CD que permiti6 llevar a cabo la separacién simultanea
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de los 12 enantiémeros de los fenoxidcidos estudiados con valores de resolucion
comprendidos entre 1.1 y 3.0 en un tiempo de analisis inferior a 35 min. El empleo
de un tampon fosfato 50 mM a pH 7.0 dio lugar a una reduccion importante del
tiempo de anélisis a 11 min con resoluciones enantioméricas comprendidas entre
0.6 y 1.7, y el estudio del efecto de la temperatura (15, 20 y 25°C) revel6 que a 15°C
era posible aumentar la resolucién enantiomérica de los compuestos (entre 0.9 y
2.4) aunque en un tiempo algo mayor (16 min). Finalmente, con el fin de
incrementar la resoluciéon enantiomérica obtenida para fenoprop, que era la mas
baja, se probaron mezclas en las cuales la concentracién de HP-B-CD era de 5 o de
7 mM (5 mM en HP-3-CD + 20 mM en TM-B-CD y 7 mM en HP-3-CD + 20 mM
en TM-B-CD) observando los mejores resultados a una concentracién 7 mM en
HP-p-CD, a la cual las resoluciones enantioméricas obtenidas estaban

comprendidas entre 1.1 y 2.9 en 16 min.

Un incremento en el valor del potencial a 25 kV permiti6 reducir el tiempo
de analisis a 11 min con resoluciones enantioméricas de 2.7 para mecoprop, de 2.0
para dicloroprop, de 1.7 para 4-CPPA, de 1.6 para 2-PPA y de 1.2 para fenoprop y
3-CPPA, si bien en estas condiciones se observé una co-elucién parcial entre el
enantiomero del mecoprop que eluye en segundo lugar y el enantiémero del
dicloroprop que eluye en primer lugar que no impidi6 la determinacién

individual de los enantiémeros correspondientes de cada compuesto.

La evaluaciéon de las caracteristicas analiticas del método desarrollado
puso de manifiesto que la linealidad, precisiéon y exactitud del método eran
adecuadas y que los valores de los LODs y LOQs instrumentales estaban

comprendidos entre 0.7 y 1.5 mg/Ly 2.2y 5.0 mg/L, respectivamente.

El método desarrollado para separar los 12 enantiémeros de los herbicidas

fenoxiacidos estudiados en este trabajo se aplicé a la evaluacién de las dos
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organosilices mesoporosas sintetizadas en este trabajo para llevar a cabo su

extraccién y preconcentracion de aguas por SPE.

V.3.2 Sintesis de dos nuevas organosilices mesoporosas peridédicas basadas en

ligandos catiénicos.

En este trabajo de investigacion se han sintetizado dos nuevas
organosilices mesoporosas periédicas basadas en ligandos cationicos cuya sintesis
no habia sido descrita con anterioridad. Los ligandos utilizados han sido cloruro
de (estirilmetil)bis(trietoxisililpropil)Jamonio (STPA) y bis(3-
trietoxisililpropil)amina (TEPA) que han dado lugar a la obtencién de materiales
que permiten trabajar en el modo mixto fase reversa/intercambio aniénico fuerte

o intercambio aniénico fuerte, respectivamente.

En comparacién con el empleo de medios acidos para sintetizar este tipo
de materiales, la innovacién que se presenta en este trabajo es la utilizacion de un
medio basico. En efecto, en medio &cido no fue posible obtener las organosilices
mesoporosas periddicas con los ligandos cationicos STPA y TEPA. Este resultado
podria justificarse si se tiene en cuenta que estos ligandos (que nunca habian sido
empleados con anterioridad para la sintesis de PMOs) estan cargados
positivamente en medio acido fuerte debido a la presencia de grupos amino en su
estructura. Estas cargas positivas en los ligandos podrian dar lugar a repulsiones
electrostaticas con los iones del CTAB alterando la correcta formacién de las

micelas, necesaria para obtener una estructura mesoporosa.

La sintesis de las organosilices mesoporosas se llev6 a cabo utilizando en
ambos casos TEOS como fuente de silice. Se disolvié Pluronic 123 y CTAB a las

proporciones adecuadas para cada material en una disolucién de NHs, agua y
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etanol también a proporciones que dependian del tipo de material a sintetizar.
Tras agitacion, se afiadi6 una mezcla del ligando y TEOS a la proporciéon
adecuada para cada material, se transfiri6 la disolucién a un autoclave y se
calent6 a 100°C durante 16 h. El precipitado blanco (PMO-TEPA) o naranja (PMO-
STPA) se filtr6 y se lavé con agua Milli-Q y etanol, y se sec6 a 60°C durante 6 h.

V.3.3 Caracterizacion de las nuevas organosilices mesoporosas periédicas

sintetizadas con ligandos catiénicos.

Las dos organosilices mesoporosas sintetizadas con ligandos catiénicos se
caracterizaron mediante la realizacion de isotermas de adsorcién-desorcién de Ny,
analisis elemental, SEM, TEM, FTIR y TGA. En el caso del material PMO-STPA se
llev6 a cabo también su caracterizacién adicional por RMN de sélidos de 13C y de
19Gi.

Las isotermas de adsorcién-desorciéon de N> para ambos materiales fueron
del tipo IV correspondiente a un material mesoporoso de acuerdo con la
clasificacion de la IUPAC. En el caso de PMO-STPA, ademds, mostraron la
existencia de mesoporos altamente uniformes, aunque podrian estar presentes
algunas zonas no-mesoestructuradas amorfas con alguna no uniformidad en la
distribucién de tamafio de poro. Todo ello compatible con la amplia distribucién
de tamafio de poro que presenta el material, con la mayoria de poros centrados en
235 A, lo que podria explicarse por el gran tamafio del ligando STPA. La isoterma
también indico la presencia de mesoestructuras de grandes canales y poros de
forma cilindrica. En el caso del material PMO-TEPA, las isotermas mostraron
mesoporos mas uniformes que para PMO-STPA lo que se confirma por una
distribuciéon de poro maés estrecha, con la mayor parte de los poros centrados en

125 A, lo que est4 de acuerdo con el menor tamafio del ligando TEPA. También se
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confirmo para este material la existencia de mesoestructuras de grandes canales y

con poros de forma cilindrica.

Las micrografias SEM para estos materiales mostraron una morfologia no
bien definida en la cual pocas particulas son esféricas siendo la mayoria amorfas o
con forma de prisma lo que podria explicarse si se tiene en cuenta el tamafio y
forma de los ligandos STPA y TEPA y el pH basico empleado en la sintesis, tal y
como habia sido indicado previamente por otros autores [257, 258]. La dispersion
en el tamafio de particula es bastante grande para ambos materiales (entre 16 y 30
pm para PMO-STPA y entre 12 y 40 um para PMO-TEPA), siendo el TEPA el

ligando que da lugar a mayor tamafio de particula.

Las imagenes TEM pusieron de manifiesto que ambos materiales poseen
una estructura porosa con canales tipo gusano. Estos resultados estan de acuerdo
con los descritos en trabajos previos en los que observé que altos ratios de
tensioactivo (respecto al contenido total de tensioactivo y fuente de silice) dan

lugar a un ordenamiento de poros no hexagonal [259, 260].

Los espectros FTIR de los dos materiales sintetizados mostraron pautas
similares confirmando que el ligando organico estaba correctamente introducido
en la red del material PMO, hecho también corroborado por analisis elemental
que permiti6 calcular el % de nitrégeno que puso de manifiesto un mayor grado
de funcionalizacién para PMO-TEPA que para PMO-STPA, de acuerdo al mayor
volumen del ligando STPA.

La presencia del ligando en la red PMO se corroboré también por TGA
que ademds permitié confirmar la estabilidad térmica de los materiales que se
correspondia con la observada en trabajos previos para otras organosilices

funcionalizadas [247].
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La caracterizacion adicional de PMO-STPA por RMN de sélidos de 3C y

de #Si confirmé la presencia del ligando STPA en el material.

En resumen, la caracterizacion de las dos nuevas organosilices
mesoporosas por distintas técnicas permitié asegurar su funcionalizacién por los

ligandos catiénicos y estudiar su morfologia y propiedades.

V.3.4 Evaluacién de las organosilices mesoporosas periddicas sintetizadas con
ligandos catiénicos para su utilizaciéon como sorbentes para la extraccién y
preconcentracion de los seis herbicidas fenoxiacidos estudiados en aguas por

SPE.

Una vez sintetizadas y caracterizadas las dos PMOs con ligandos
catiénicos, se procedié a su evaluaciéon como sorbentes para la extraccién y

preconcentracion por SPE de los seis herbicidas fenoxiacidos estudiados en aguas.

Destacar que el mecanismo de retencion para el material PMO-STPA es
mixto combinando fase inversa e intercambio iénico debido al grupo estirilmetil
que interacciona mediante fuerzas de Van der Waals con el anillo aromético de
los fenoxidcidos al tiempo que tiene lugar una interaccién iénica entre los grupos
carboxilo y los grupos amino cargados positivamente. Sin embargo, para PMO-

TEPA, la retencion tnicamente tiene lugar mediante intercambio aniénico.

Inicialmente se utilizaron cantidades de 100 y 200 mg de sorbente y
distintos valores de pH del disolvente de eluciéon (2 x 4 mL de metanol a pH 5.6 o
1.8) cuando se hacian pasar volimenes de 100 mL de una disolucién acuosa
standard de los compuestos estudiados a pH 6.3. Los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto que las recuperaciones obtenidas a pH 5.6 para PMO-

STPA fueron elevadas tanto cuando se utilizaban 100 mg de sorbente como
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cuando la cantidad del mismo era 200 mg. Sin embargo, en el caso de PMO-TEPA
las recuperaciones fueron muy bajas cuando se utiliz6 una cantidad de 100 mg de
sorbente (exepto para fenoprop) y mejoraban para 200 mg de sorbente utilizado.
La utilizacién de un pH 1.8 en el disolvente de elucién se tradujo en un aumento
en las recuperaciones con PMO-TEPA cuando se utilizaba una cantidad de 100
mg de sorbente ya que a este pH el grupo carboxilo de los fenoxidcidos estaba
protonado y se reducian las interacciones idnicas con los grupos amino del
sorbente. Aun asi, las mejores recuperaciones se obtuvieron para PMO-STPA por
lo que se seleccioné este material con el fin de optimizar las condiciones de

extraccion de los compuestos estudiados.

Utilizando 100 mg del material PMO-STPA se investigé el maximo
volumen que es posible pasar por el sorbente sin que la recuperaciéon de los
analitos se reduzca de modo apreciable. Los volimenes ensayados fueron 100,
200, 500, 750 y 1000 mL de disolucién acuosa estandar de los fenoxiacidos. Las
recuperaciones mas altas se obtuvieron con un volumen de 750 mL (factor de
preconcentraciéon de 1500) lo que puso de manifiesto la capacidad de esta

organosilice mesoporosa para preconcentrar los compuestos estudiados.

Los LODs y LOQs del método obtenidos con muestra de agua de rio y de
depuradora enriquecidas con los herbicidas fenoxiacidos y teniendo en cuenta el
factor de preconcentraciéon de 1500 estaban comprendidos entre 0.1 y 4.3 ug/Ly
entre 0.4 y 14.3 pug/L, respectivamente y las recuperaciones obtenidas para aguas

de rio y de depuradora variaron entre 78.3 a 107.5 %.

La comparaciéon de los porcentajes de recuperacion y del factor de
preconcentracion obtenidos para los herbicidas fenoxiacidos con 100 mg del
material PMO-STPA como sorbente en SPE con trabajos previos llevados a cabo

con otros sorbentes, ha puesto de manifiesto los excelentes resultados obtenidos
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con la nueva organosilice mesoporosa sintetizada en este trabajo utilizando una
cantidad de material mucho menor de la que usualmente se utiliza para la

extraccion de los compuestos estudiados por SPE.

Es posible concluir por tanto que la existencia de un mecanismo mixto de
fase inversa e intercambio i6nico permite incrementar la retencion de los
herbicidas fenoxiacidos en el material PMO-STPA resultando un material con
caracteristicas ventajosas para llevar a cabo la extraccion y preconcentraciéon de

dichos compuestos en agua por SPE.

Los resultados obtenidos en este capitulo de esta Tesis Doctoral han dado

lugar a la publicacion del siguiente articulo cientifico:

Articulo 3

“Cationic amine-bridged periodic mesoporous organosilica materials for off-line solid-
phase extraction of phenoxy acid herbicides from water samples prior to their
simultaneous enantiomeric determination by capillary electrophoresis”.

J. Valimafa-Traverso, S. Morante-Zarcero, D. Pérez-Quintanilla, M. A. Garcia, 1.
Sierra, M.L. Marina.

Journal of Chromatography A 1566 (2018) 146-157.

228



Articulo 3

“Cationic amine-bridged periodic mesoporous organosilica materials for off-
line solid-phase extraction of phenoxy acid herbicides from water samples
prior to their simultaneous enantiomeric determination by capillary

electrophoresis”

J. Valimania-Traverso, S. Morante-Zarcero, D. Pérez-Quintanilla, M.A. Garcia, 1.
Sierra and M.L. Marina
J. Chromatogr. A 1566 (2018) 146-157






Determinacion enantiomérica de herbicidas por EKC y SPE con nuevas organosilices mesoporosas

Abstract

Two novel materials based on periodic mesoporous organosilica (PMO)
with cationic amine-bridged ligands, (styrylmethyl)bis(triethoxysilylpropyl)-
ammonium chloride (PMO-STPA) and bis(3-triethoxysilylpropyl)amine (PMO-
TEPA), were synthesized in this work to obtain materials with reverse-
phase/strong anionic exchange mixed-mode or strong anionic exchange retention
mechanism, respectively. The resulting materials were comprehensively
characterized and showed functionalization with cationic amine-bridged ligands,
and values of surface areas characteristic of mesoporous materials (higher than
100 m2/g). These materials were evaluated for the off-line solid-phase extraction
(SPE) of a mixture of six phenoxy acid herbicides (fenoprop, mecoprop,
dichlorprop, 2-(4-chlorophenoxy)propionic acid (4-CPPA), 2-(3-
chlorophenoxy)propionic acid (3-CPPA), 2-phenoxypropionic acid (2-PPA)) from
water samples previous to their analysis by CE with diode-array detection using a
dual chiral selector system (20 mM of heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-3-CD (TM-{3-
CD) and 7 mM of (2-hydroxypropyl)-B-CD (HP-B-CD) dissolved in 50 mM
phosphate buffer, pH 7.0) which enabled the simultaneous enantiomeric
separation of the six phenoxy acid herbicides in 11 min. SPE parameters were
optimized and recoveries obtained for PMO-STPA and PMO-TEPA sorbents were
compared. Under the optimized conditions, it was demonstrated that using 100
mg of PMO-STPA sorbent, a maximum preconcentration factor (PF) of 1500 was
achieved with 750 mL of standard solution, allowing recoveries between 75.5 and
112.2 %, with good repeatability (RSD =1.9-8.7 %, n= 6). Analytical characteristics
of the method were evaluated in terms of precision, linearity and accuracy with

method quantitation limits (MQL) between 0.4 and 14.3 ng/L. The developed
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method was applied to the analysis of river samples and effluents from

wastewater treatment plants, with recoveries ranging from 78.3 to 107.5 %.

Keywords: Periodic mesoporous organosilica, Cationic amine-bridged ligands,
Solid-phase extraction, Capillary electrophoresis, Chiral phenoxy acid herbicides,

Simultaneous enantioseparation.

Highlights

* Two novel PMOs were synthesized for phenoxy acid herbicides solid-phase
extraction

* A preconcentration factor of 1500 enabled to detect phenoxy acids at pg/L
levels

* The use of a mixture of two CDs allowed acceptable chiral resolution for
herbicides

* The simultaneous enantiomeric separation of six phenoxy acids is obtained in

11 min

1. Introduction

Nowadays, many commercial agrochemicals are chiral and about 30 % of
them are pesticides with active ingredients containing one or more chiral centers,
being herbicides a type of pesticide that is currently among the most commonly
used [1]. Some chiral herbicides are sold as pure active stereoisomers, but for
economic reasons, many other are still used as racemates, being commonly only
one enantiomer active [1]. In the case of phenoxy acid herbicides, the R-

enantiomer is biologically active [1, 2], whereas the other isomer is inactive or less
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active enantiomer, which simply contributes to the chemical load that pollutes the
environment. For these reasons, analytical methods are needed to separate the

stereoisomers of these compounds and to evaluate the pollution grade.

Phenoxyalkanoic acids are extensively used in agriculture and their
behavior in soils is governed by their chemical structures. A filtering process may
occur through the soils originating that these herbicides can achieve ground
waters which can be polluted at concentrations in the pg/L levels [3]. As a
consequence, it is usually necessary to use a preconcentration process, such as

SPE, prior to their analysis, being this technique widely used for sample clean-up.

In recent years, the application of mesostructured materials as new
sorbents has considerably increased for sample preparation. These materials
present high surface area, well-defined pore size distribution, large pore volume
and can be chemically modified with organo-functional groups to obtain
functionalized silicas with specific binding sites on their surface, which is
potentially useful in those processes where the specific and selective retention of
different kinds of compounds is required [4, 5]. Moreover, the preparation for the
first time in 1999 of the so-called periodic mesoporous organosilica (PMOs)
offered a new family of hybrid mesoporous materials with very interesting
surface and mechanical properties [6]. These materials are organic-inorganic
hybrid materials that combine the properties of the organic functionality and the
chemical stability of the inorganic silica as well as some other desirable
characteristics like great surface area. Generally, PMOs are synthesized by the sol-
gel method, using bridged organosilane precursors of the type (R'O)sSi-R-
Si(R'O)3, as Si source and at the same time as organic moiety in which -R is the
organic functional group, and a directing agent [7]. PMOs incorporate the organic

functionalities directly into the silica framework, as molecular bridging ligands, in

233



Determinacion enantiomérica de herbicidas por EKC y SPE con nuevas organosilices mesoporosas

contrast to other modified mesoporous silicas where the organic groups are
pending from the walls. This aspect allows higher degrees of organic functionality
and a more homogenous distribution of them through the whole framework. This
improves the chemical and thermal properties of the materials and reduces the
problems of channel blockage or diffusion of analytes, in comparison with other
mesoporous materials functionalized with the post-synthesis method [8]. On the
other hand, PMOs can be modified or tuned with different organic moieties (such
as methylene, ethylene, ethenylene, phenylene) and other more complex
functionalities like thiol, metal complexes, chiral groups, ionic entities or disulfide
groups [9, 10]. These organic functionalizations allow the modification and
optimization of their hydrophobic/hydrophilic behavior [11] or the ability to
form metal complexes, among others [10]. All these properties stated above confer
to these materials a wide variety of applications such as catalysis, drug delivery,
sensing, adsorption, preparation of stationary phases for chromatography,

separation, etc.

PMOs with amine-bridge ligands synthesized in this work present a high
interest based on two aspects. First, in PMOs, the ligands are introduced not only
in their surface, as happens with the post-synthesis modified materials, but also
inside the whole framework of the materials. This fact provides them with bigger
amount of active sites, without blocking the pores of the mesoporous material, as
could happen with post-synthesis modified materials when bulky ligands are
used. Secondly, the use of amine-bridged ligands allows to extract simultaneously
a wide range of analytes since these ligands can act as mixed-mode sorbents, so
they can interact simultaneously with ionic and neutral species by combining
both effective reversed-phase and ion exchange interaction modes. This property
can be achieved effectively using amine ligands that allow working with anion

exchange or reversed-phase. Depending on the pH of the medium, the amine part
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of the ligand will be neutral or positively charged, therefore, this fact can allow
reversed-phase/strong anionic exchange mixed-mode retention mechanism, in
this way better selectivity for analytes can be reached only modifying the pH of
the medium. To the best of our knowledge the ligand employed in this work
(styrylmethyl)bis(triethoxysilylpropyl)ammonium chloride (STPA) has been used
for the first time in this article to prepare PMOs although PMOs modified with
amine bridge ligands have been synthesized and characterized before [12-15].
However, most of the amine ligands employed in PMOs preparation were less
bulky and they have been mostly applied in catalyst or heavy metal recovery. In
the case of the second ligand used in this work, bis(3-triethoxysilylpropyl)amine
(TEPA), it has previously been employed to prepare PMOs used in adsorption
studies [16-18] and enzyme immobilization [19, 20] although any application to

phenoxy acid analysis was reported.

Different types of SPE sorbents (Table S1 in supplementary material) [21-
40] have previously been used in the pre-concentration of some of the phenoxy
acids studied in this work from water samples, some commercial such as Oasis
HLB [21-25], C18 [26-29] and C18 assisted with CTAB [30,31], LiChrolut EN,
LiChroprep RP-18 [32] and SAX Disc [33], and other non-commercial such as
polystyrene-divinylbenzene polymer [34], graphitized carbon black (GCB) [35],
alumina with SDS and TBA [36], graphene oxide [37], and and molecularly
imprinted polymers (MIPs) [38-40] (see Table S1 in supplementary material).
Most of the extraction procedures carried out with water samples were focused
on fenoprop, mecoprop and dichlorprop, whereas 4-CPPA, 3-CPPA and 2-PPA

have not been analyzed in none of them.

Among the different analytical techniques enabling the separation of

stereoisomers, CE has widely been employed with this aim due to its advantages,
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such as simplicity, the use of small volume of reagents and samples, high
efficiency and resolution, rapid analysis and a reasonable operating cost which
presents a high interest from the economic and environmental viewpoints. The
most employed separation mode in chiral CE is Electrokinetic Chromatography
(EKC) in which a chiral selector is added to the buffer to allow the separation of
enantiomers. A wide range of chiral selectors have been tested, such as
cyclodextrins (CDs), proteins, surfactants, antibiotics, polysaccharides, etc, being

CDs the most widely used [41,42].

In this article, a simple method of synthesis, with only one step, is
described  for the  preparation of two new PMOs  using
styrylmethylbis(triethoxysilylpropyl) ammonium chloride (STPA) or bis(3-
triethoxysilylpropyl)amine (TEPA) and tetraethylorthosilicate (TEOS) as silica
sources. All the materials were thoroughly characterized and evaluated as SPE
sorbents for the extraction of six phenoxy acid herbicides (fenoprop, mecoprop,
dichlorprop, 2-(4-chlorophenoxy)propionic acid (4-CPPA), 2-(3-
chlorophenoxy)propionic acid (3-CPPA), 2-phenoxypropionic acid (2-PPA)) from
water samples, before their simultaneous enantiomeric separation and
determination by CE with diode array detector (DAD). The effect of the different
interactions between sorbents and analytes due to a reverse-phase/strong anionic
exchange mixed-mode (PMO-STPA) or strong anionic exchange (PMO-TEPA)

retention mechanism on the performance of the extraction was also investigated.
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2. Materials and methods

2.1. Reagents

Poly(ethylene glycol) (EO20PO70EO20, Pluronic 123), cetyltrimethyl-
ammonium bromide (CTAB) 98 %, ortophosphoric acid 85 %, sodium hydroxide
(NaOH), ammonium formate, formic acid, boric acid and TEOS 98 % were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). TEPA 95 % and STPA 40 %
were obtained from ABCR GmbH (Karlsruhe, Germany). Methanol (MeOH),
ethanol (EtOH) 99.5 %, hydrochloric acid solution 37 % and ammonia solution

(NHs) 32 % were obtained from Scharlau Chemie (Barcelona, Spain).

The employed water was Milli-Q quality (Millipore, Bedford, MA, USA).
a-Cyclodextrin (a-CD), heptakis (2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrin (DM-p-CD) and
TM-B-CD were bought in Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA); B-cyclodextrin (p-
CD) and HP-p-CD in Fluka (Buchs, Switzerland); and (2-hydroxypropyl)-y-
cyclodextrin (HP-y-CD) was obtained from Cyclolab (Budapest, Hungary).

2.2. Standard solutions and water samples

Standard compounds with high purity (> 98 %) were purchased: (R,S)-2-
(2,4,5-trichlorophenoxy)propanoic acid (fenoprop) 97 %, (R,S)-2-(4-chloro-2-
methylphenoxy)propanoic acid (mecoprop), (R,S)-2-(2,4-
dichlorophenoxy)propanoic acid (dichlorprop), 4-CPPA and 3-CPPA from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). 2-PPA from Chem Service (West Chester, USA).
Stock standard solutions were prepared in MeOH (in a concentration of 1000
mg/L) and then diluted with Milli-Q water until desired concentration to obtain

working solutions, and were stored at 4°C. All solutions were filtered through
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0.45 pm pore size nylon membrane filters before analysis. For SPE optimization
purposes, an herbicide mixture of fenoprop at a racemic concentration of 5 mg/L,

and 10 mg/L for the rest of phenoxy acid herbicides, was analyzed.

Water samples (WS) analyzed in this work were collected through
different locations: WS1 was obtained from effluent treatment plant (Cadiz, Spain,
pH 7.6), WS2 from an effluent treatment plant (Sevilla, Spain, pH 7.3), and WS3
from Henares river (Alcald de Henares, Spain, pH 7.8). WS were stored (WS1 and
WS3 for one month and WS2 for three months) in glass bottles at 4°C and filtered

with 0.45 um nylon filters before being analyzed.

2.3. Synthesis of periodic mesoporous organosilicas

For the synthesis of the PMO materials, chemicals were added in a molar
ratio as follows: 1 (ligand): 0.05 Pluronic 123: 0.15 CTAB: 7.14 NHs: 56.4 EtOH:
1471.4 H2O: 10 TEOS (in the case of TEPA ligand) and :14 TEOS (in the case of
STPA ligand). For the synthesis of the organosilica employing STPA as organic
ligand and TEOS as silica sources (denoted PMO-STPA), 2.7 g of Pluronic 123 and
0.5 g of CTAB were dissolved in a solution formed by mixing 31 mL of NH; 2M,
229 mL H>O and 28 mL EtOH. After 1 h of stirring in a round glassware flask of
500 mL, a mixture of 13.8 mL of STPA and 27 mL TEOS (with molar ratio 1:14)
was added with droplet system. In the case of TEPA as organic ligand and TEOS
as silica sources (denoted PMO-TEPA), 4.6 g of Pluronic 123 and 0.8 g of CTAB
were dissolved in a solution formed by mixing 52 mL of 2 M ammonia solution,
384 mL HO and 48 mL EtOH. After 1 h of stirring in a round glassware flask of
500 mL, a mixture of 6.4 mL of TEPA and 31.8 mL of TEOS (with molar ratio 1:10)
was added with a droplet system and stirring for 1 h. After the addition of the

ligand, each solution was transferred into a teflon-lined steel Parr autoclave and
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heated at 100°C for 16 h. The precipitate (white colour with TEPA and orange
colour in the case of STPA) was filtered off, washed with Milli-Q water and EtOH,
and dried at 60°C for 6 h.

2.4. Characterization of periodic mesoporous organosilicas

N2 gas adsorption-desorption isotherms were obtained using a
Micromeritics ASAP 2020 analyzer (Norcroos, Atlanta, GA, USA). Adsorption
isotherms were measured at -196°C over the interval of relative pressures from 10-
4 t0 0.993. Prior to each adsorption analysis the samples were outgassed at 90°C in
vacuum during 10 h in the port of degasification of the instrument. Such
temperature was chosen to avoid any degradation of the organic ligands and to
remove adsorbed species, solvents and water. The specific surface areas were
calculated using the BET (Brunauer, Emmett and Teller) model. The pore size
distributions were calculated using the Barrett-Joyner-Halenda (BJH) model on
the desorption branch. Elemental analysis (% C, % N, % H) was performed with a
LECO CHNS-932 analyzer (St. Joseph, MI, USA). Thermogravimetric analysis
(TGA) was carried out using a Setsys 18 A (Setaram, Caluire, France)
thermogravimeric analyzer with a 100 pL platinum crucible, in a synthetic air
atmosphere with a temperature increasing from 25°C to 800°C at a speed of 10°C
per min. 3C CP/MAS NMR was recorded on a Bruker Avance III/HD
Spectrometer (Rheinstetten, Germany) at 100.53 MHz as resonance frequency
(2000 transients, spinning speed of 12 KHz, contact time 3 ms, pulse delay 5 s)
and 2#5i MAS NMR spectra was recorded on a Bruker Avance III/HD 94T
Spectrometer (Rheinstetten, Germany) at 79.49 MHz, as resonance frequency and
1H resonance frequency of 400 MHz (1000 transients, spinning speed of 5 KHz,

contact time 3 ms, pulse delay 60 s), using high power decoupling pulse program
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with unplugging as sequence and a Varian sounding line arranged to a Bruker 7.5

mm T3 HX.

Scanning electron microscopy (SEM) was carried out on a XL20 ESEM
Philips (Resto, VA, USA) with an energy-dispersive spectrometry system (EDS).
Samples were treated with a sputtering method with the following parameters:
sputter time 100 s, sputter current 30 mA, and film thickness 20 nm using sputter
coater BAL-TEC SCD 005. SEM was used to study the morphology and size of the
particles of the materials prepared in this work. Conventional transmission
electron microscopy (TEM) was carried out on a TECNAI 20 Philips microscope
(Hillsboro, OR, USA) operating at 200 KV, with a resolution of 0.27 nm and +70°
of sample inclination, using a beryllium oxide sample holder. The samples were
prepared by dispersing the powder products as slurry in acetone and

subsequently deposited and dried on a honey carbon film on a Cu grid.

Finally, the infrared spectra were recorded on a Perkin Elmer Frontier
FTIR spectrophotometer (Waltham, MA, USA) in the region of 4000-400 cm™? by
using spectra quality KBr powder, to determine the presence of functional groups

in the mesoporous structure.

2.5. CE separation

Electrophoretic experiments were carried out on a HP 3PCE system from
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) with a DAD controlled by a HP 3PCE
ChemStation software. Background electrolytes (BGE) tested in the CE-DAD
experiments consisted of 50 mM formate buffer (pH 5.0), 50 mM phosphate buffer
(pH 7.0) containing individual CDs as chiral selectors or a dual system of CDs at

different concentrations. pH measurements were carried out in a 744 pH-meter
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from Metrohm (Herisau, Switzerland). Separations were performed in an
uncoated fused-silica capillary of 50 um I.D. and a total length of 58.5 cm or 63.5
cm (50 or 55 cm effective length, respectively) acquired in Polymicro Technologies
(Phoenix, AZ, USA). Different separation voltages (15, 20, 25 and 30 kV) and
working temperatures (15, 20 and 25°C) were tested. Injections were carried out
by applying 50 mbar for 5 or 10 s. Detector parameters were as follows: a
response time of 1.0 s and a wavelength of 194 nm (2-PPA and 4-CPPA), 200 nm
(mecoprop, dichlorprop and 3-CPPA) and 210 nm (fenoprop) (bandwidth 5 nm).
At the beginning of each working day the capillary was flushed with NaOH 0.1 M
for 5 min, Milli-Q water for 5 min, buffer solution for 5 min and BGE for 10 min,
and at the end of the day it was flushed with NaOH 0.1M and Milli-Q water, both
of them for 5 min. In order to ensure the repeatability between injections, the
capillary was flushed with Milli-Q water for 2 min, NaOH 0.1 M for 2 min, Milli-

Q water for 2 min and BGE for 5 min.

2.6. SPE conditions

The extraction procedure was carried out in a 20-position extraction
manifold purchased from Waters (Barcelona, Spain), at a flow rate of 1 mL/min
approximately, connected to a vacuum pump at 16 InHg. SPE 6 mL cartridges (65
mm length, 11 mm diameter) were packed with 100 or 200 mg of each PMO
synthetized (PMO-STPA or PMO-TEPA) and plugged with polyethylene frits at
both ends along with a 0.45 pm pore size nylon filter membrane inserted at the
bottom of the mesoporous silica bed in order to avoid material loss during sample
loading. The work methodology was carried out as follows: the conditioning
process previous to sample loading was carried out with 5 mL MeOH and 5 mL

Milli-Q water. Once the sample was loaded at a flow of 1 mL/min, air was passed
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for 20 min through the cartridges in order to eliminate sample solution in contact
with the sorbent by suction with pressure application. The elimination of the
remaining sample solution prior to the elution step, avoids the presence of sample
matrix components in the eluate. Elution was performed by passing 2 x 4 mL
MeOH (with apparent pH values of 5.6 or 1.8 (acidified with HCl)), and picked
up in a vial whose eluate was evaporated to dryness in a Eppendorf Concentrator
plus (1400 rpm, 250 RCF, 30°C) coupled with a 6 cone-shaped tube rotor,
purchased from Eppendorf Ibérica S.L.U. (Madrid, Spain), and re-dissolved in 500
uL of MeOH:Milli-Q water (10:90 v/v) for subsequent analysis by CE.

The optimization of the extraction procedure was carried out using three
different solutions spiked with the six phenoxy acid herbicides, two of them prior
to extraction and one of them after extraction process (simulated sample) in the
desired concentration level to obtain a final extract of 500 uL of MeOH:Milli-Q
water (10:90 v/v) with a racemic concentration of 5 mg/L for fenoprop and 10
mg/L for the rest of phenoxy acids for subsequent analysis by CE. Recovery
values were calculated by comparison of the corrected peak areas for the phenoxy

acid herbicides studied with those obtained for the simulated sample.

When water samples from river and effluents of treatment plants were
analyzed, accuracy for the SPE-CE method was evaluated as the recovery values
obtained for the six phenoxy acid herbicides at two different concentrations. With
this aim, the corrected peak areas obtained for the herbicides when the water
samples were spiked after SPE treatment were compared with the corrected peak
areas obtained for these compounds when the samples were analyzed by the
developed CE method. Concentration levels spiked in water samples for each
enantiomer (ug/L) were the following: WS 1 (Low 3.3 and High 16.7 for 3-CPPA
and 2-PPA or 20 for Fenoprop, Mecoprop, Dichlorprop and 4-CPPA); WS 2 and
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WS 3 (Low 125 and High 62.5 for 3-CPPA and 2-PPA or 75 for Fenoprop,
Mecoprop, Dichlorprop and 4-CPPA).

2.7. Evaluation of the analytical characteristics

Linearity was determined by plotting the corrected peak area (defined as
the peak area divided by the peak migration time) as a function of the enantiomer
concentration for each compound. Thus, ten standard racemic solutions, with the
following total concentration (mg/L) for both enantiomers of each compound,
were injected by triplicate: fenoprop (4-80), mecoprop (6-100), dichlorprop (8-80),
4-CPPA (8-80), 3-CPPA (6-80) and 2-PPA (10-80).

Instrumental LODs and LOQs (iLODs and iLOQs) were calculated
considering 3 and 10 times the S/N ratio, respectively. MDLs and MQLs were
calculated considering 3 and 10 times the S/N ratio, respectively, estimated from
the lowest concentration level of spiked wastewater samples (samples were
spiked before SPE treatment) and applying the corresponding PF of the SPE

process.

Instrumental repeatability for the CE method was determined from nine
repeated injections of a standard solution in Milli-Q water at low (5 mg/L for
each enantiomer of all compounds) and high (25 mg/L for each enantiomer of 3-
CPPA and 2-PPA and 30 mg/L for each enantiomer of fenoprop, mecoprop,
dichlorprop and 4-CPPA) concentration levels without employing the SPE
procedure, that is, by directly injecting the different standard solutions in the CE
system. Intermediate precision was determined also at the above-mentioned

concentration levels for three consecutive days injecting each sample by triplicate
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each day. In this case, RSD values were obtained from the mean and SD of the

three means corresponding to each day.

Precision for the SPE-CE method was determined as the RSD values
corresponding to the recoveries obtained when analyzing in duplicate the three
real water samples (injected in triplicate) when they were spiked at two

concentration levels.

2.8. Data treatment and calculations

Microsoft Excel Professional Plus 2010 was employed for calculations of
recoveries and statistical analysis. OriginPro 8 software was used to create the
artwork. Van der Waals forces and Hiickel charges calculations were carried out

by means of Chem3D Pro 12.0 software.

3. Results and discussion

3.1. Synthesis and characterization of the periodic mesoporous organosilica materials

PMO-STPA and PMO-TEPA materials have not been synthesized
previously. Compared with common synthesis used for PMO type materials, the
main variation presented in this work was the use of a basic medium instead of
acid. In the acid medium, the synthesis employing STPA or TEPA as cationic
amine-bridged ligands was completely unsuccessful to obtain PMOs. A possible
explanation for these results can be the fact that these ligands (employed in the
synthesis of PMOs for the first time in this work) are positively charged in strong
acid media, due to the amino groups in their structures. Therefore, these

positively charged ligands can suffer electrostatic repulsions with the ions of the
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CTAB template not allowing the correct formation of the micelles, necessary to

obtain a mesoporous structure.

N> adsorption-desorption isotherms obtained for PMO-STPA and PMO-
TEPA materials are shown in Figures 1la and 1c, respectively. For PMO-STPA
material (Fig. 1a) the isotherm is a typical type IV isotherm, which corresponds
with mesoporous materials, according to the IUPAC classification. The isotherm
has a very prominent adsorption step at around 0.9 P/P,, this steep capillary
condensation shows that the capillary condensation of nitrogen takes place in
highly uniform mesopores [43]. Although the desorption branch of the material
has no tailing before it reaches the adsorption branch, the isotherm does not show
a plateau at high pressures. This fact could indicate the presence of some
amorphous non-mesostructured domains in the material, and the pore size
distribution of the material could have some non-uniformity. This is also in good
agreement with the wide pore size distribution that the material shows (Fig. 1b)
with most of the pores centered at 235 A, which could be explained as a

consequence of the big size of the STPA ligand (see Table 1).

245



Determinacion enantiomérica de herbicidas por EKC y SPE con nuevas organosilices mesoporosas

a b
10004
PMO-STP# 2 PMO-STP#
= ~ 0.3 \
o2 8004 —o— Adsorption / 5
S —a— Desorption "g
g 600 / ? e -
0.2
5 / g
s 4004 A/D/O §
E ‘CL o 0.1 ]
200 o g =
g 4 _a-A ™
- e ‘;Q,A‘g—& j \- ,
oSai 0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0] 200 400 600 800 1000
Relative pressure (P/P) Pore diameter (A)
c d
600 PMO-TEP2 04 PMO-TEP/
. M/ -
) —o— Adsorption <
"’E —a— Desorption J B 0.34
T 400 7 5
e / £
3 / 0.2
3 /5 3
arad )
200 A -
M ) § o4 /
aaaaa-aas T . =
fass - ; \.
0 i . . . . , 0.0 me™® . . -
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 (0] 100 200 300 400
Relative pressure (P/B) Pore diameter (A)

Fig. 1. N> adsorption-desorption isotherms and pore-size distribution of PMO-

STPA (a and b) and PMO-TEPA materials (c and d).

Table 1.- Textural properties of the PMO materials synthesized in this work.

Elemental analysis (%)

M . SBET Pore volume Pore size
ateria .
(m2/gp  (am¥/g) (A)e c N~ wu M
ligand/gd
PMO-STPA 316 1.30 235.0 184 1.3 2.9 0.93
PMO-TEPA 238 0.85 152.3 11.8 1.6 2.5 1.14

a: S stands for surface area, BET relates to Brunauer, Emmett and Teller method.

b: Total pore volume were measured at relative P/Po = 0.97.

c: Pore diameter estimated by using the BJH (Barrett, Joyner and Halenda) model applied
on the desorption branch of the isotherm.

d: mmol of ligand per gram of PMO calculated with the % N obtained in elemental

analysis.
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The isotherm also has a H1 type hysteresis loop with almost parallel
branches confined to relative pressures between 0.85 and 0.95, this fact indicates
the irreversibility of the adsorption-desorption behavior in primary mesopores
[44]. All these features are characteristic of large channel mesostructures and
pores with cylindrical shape. In the case of the PMO-TEPA material, the N>
adsorption-desorption isotherms (Fig. 1c) also show a typical type IV isotherm,
which corresponds with mesoporous materials. The isotherm has a very
prominent adsorption step at around 0.8 P/Py, this steep capillary condensation
and the final adsorption plateau show that the capillary condensation of nitrogen
takes place in more uniform mesopores compared with the PMO-STPA material.
This result is also confirmed by the narrower pore size distribution of the PMO-
TEPA material (Fig. 1d) which most of the pores centered at 152 A. In addition,
the lower value of the pore size obtained with PMO-TEPA compared to PMO-
STPA is in agreement with the smaller size of the TEPA ligand (Table 1). The
isotherms also have a H1 type hysteresis loop with almost parallel branches
confined to relative pressures between 0.8 and 0.95, these facts indicating the
irreversibility of the adsorption-desorption behavior in primary mesopores and
large channel mesostructures with pores with cylindrical shape in PMO-STPA

material.

The SEM micrographs (Figs. S1 a and c in supplementary material) show
that the morphology of these materials is not well defined, where small number
of the particles are spherical, being most of them amorphous or prism-shaped.
This fact can be explained taking into account the size and the shape of the STPA
and TEPA ligands (Fig. 2) and the basic pH employed in the synthesis.

At this respect, there are several studies describing how the morphology

of the particles are affected by some variables like the concentration of reactants,
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pH of the media or the solvents employed in the synthesis [45, 46]. Mahendra et
al. [45] showed that alkaline pH values affected the particle morphology and that
the pH of the media can control the condensation reaction between the organic
ligand bridges of organomesoporous materials to allow the formation of spherical
regular particles or amorphous ones. It is also known that when a high
surfactant/silica source ratio is used in the synthesis of the material, the particles
grow bigger and without a tunable size from the first step and are excluded from
the solution by a rapid process of condensation [45]. In this way, the use of bulky
ligands like TEPA and STPA that act as silica sources decreases the amount of
silica source in the surfactant/silica ratio, because of the lower amount of Si in the
ligand (weight of ligand/weight of Si ratio, w/w) with respect to other usual
silica sources like TEOS. This fact provokes that the surfactant/silica ratio would
be higher than in other less bulky silica ligands. It was also suggested [46] that the
anion charge in bulky organosilica sources like TEPA and STPA under basic
conditions is lower than in the case of the more conventional and less bulky silica
source TEOS, because in these bulky ligands (TEPA and STPA) the silyl groups
are separated by the organic fragments of TEPA and STPA species. This
difference in charge density affects the interaction with the surfactant. Also, the
high ratio surfactant/silica source (w/w) employed in this work in the synthesis,
9.8 % and 12.8 % for STPA and TEPA, respectively, can avoid the formation of
spherical micelles during the synthesis of the materials and affect the shape of the
particles [47]. The dispersion in particle size in both materials is quite big, which
in the case of PMO-STPA goes from 16 to 30 um, whereas the material PMO-
TEPA shows bigger particles that go from 12 to 40 um. On the other hand, TEM
images (Figs. S1 b and d in supplementary material) show that both materials
have a porous structure with a wormhole-like arrangement of channels. These

results are in agreement with previous works that reveal that high ratios of
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surfactant (relative to the total content of surfactant and silica source) lead to a

non-hexagonal pore arrangement [48, 49].
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Fig. 2. Schematic representation for retention mechanism inside the pore of PMO-

STPA and PMO-TEPA materials.
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The FTIR spectra of the two materials synthesized (Fig. S2 in
supplementary material) show a similar pattern for both, with most remarkable
peaks in the fingerprint region. Stretching bands between 1645 and 1379 cm?, as
well as C-H bend bands at 1456 cm confirmed the presence of the aromatic
moiety in the solid framework of PMO-STPA. At the same time, the N-H bend of
amine moiety could be overlaid at 1625 cm!, which is more intense in the case of
PMO-TEPA. In addition, this region bending and rocking bands of C-H bonds of
alkane moiety appear. These FTIR spectra showed that the organic ligand was
correctly introduced in the PMO network. In order to quantify the amount of
organic ligand incorporated into the silica framework, by means of elemental
analysis, the % N was calculated. As shown in Table 1, PMO-STPA has a
functionalization degree of 0.93 mmol ligand/g material whereas for PMO-TEPA
it was 1.14 mmol ligand/g material, which means that ligands were successfully
incorporated in the framework of each material. What is more, the lower amount
of the ligand STPA, incorporated into the silica framework of PMO-STPA,
compared with PMO-TEPA is due to the higher steric hindrance of the more
voluminous STPA ligand. To corroborate the presence of the ligand in the
framework and the thermal stability of the materials, TGA was carried out. Figure
S3 (supplementary material) shows the TGA curves for these materials. It can be
observed a loss in mass (8.25 % and 16 % for PMO-STPA and PMO-TEPA,
respectively) that occurs between 300°C and 600°C (exothermic process) and that
is due to cleavage / degradation of the ligand in the frame. The thermal stability
of these samples is also in agreement with previous results given in the literature

for other functionalized organo silicas [10].

Additional characterization of PMO-STPA material was also carried out
by solid-state 13C and 2Si NMR spectroscopy (Figs. 3a and 3b, respectively) that
confirmed the presence of the STPA ligand in the material. The high ratio
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between the Q/T sites in the 2Si MAS NMR spectrum (Fig. 3b) shows that the
silicate bonds are mainly present in the framework of the silica, which can be

explained because of the low ligand/ TEOS ratio used during the synthesis.

a
250 200 150 100 50 O 50 0 50 -100 -150  -200
3 (ppm) 3 (ppm)
Fig. 3. 3C CP/MAS NMR spectra (a) and 2S5i MAS NMR spectra (b) of PMO-
STPA material.
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3.2. Simultaneous enantiomeric separation of a mixture of phenoxy acid herbicides by CE

In order to develop a CE method enabling the simultaneous enantiomeric
separation of six chiral phenoxy acid herbicides (fenoprop, mecoprop,
dichlorprop, 4-CPPA, 3-CPPA and 2-PPA) with an acceptable enantioselectivity
and enantioresolution, and based on previous chiral separations reported in the
literature for some of the herbicides studied [50-59], in which a neutral CD [50-
53] or a dual system of CDs were usually employed [51, 54], an initial screening
of neutral CDs was carried out (a-CD, p-CD, DM-3-CD, TM-3-CD, HP-B-CD and
HP-y-CD). For this purpose, a 15 mM concentration of each neutral CD in a 50
mM formate buffer at pH 5.0, a separation voltage of 20 kV and a temperature of
25°C, were chosen. Among the CDs studied, the best chiral separation for the
group of compounds analyzed was achieved with 3-CD (Rs between 0.7 and 4.4,
no chiral separation for dichlorprop, in 27.5 min), HP-B-CD (Rs between 1.4 and
2.7, no chiral separation for fenoprop, in 27.4 min) and TM-3-CD (Rs between 0.8
and 5.2, no chiral separation for 2-PPA, in 36.7 min), whereas no
enantioseparation was obtained with the remaining CDs studied for the

herbicides analyzed.

With the aim to increase the Rs values obtained for the six herbicides, dual
CDs systems were employed using different combinations of the three CDs (f3-
CD, HP-B-CD and TM-f-CD) that originated enantioseparation when employed
individually. Each CD was at a 15 mM concentration in the dual mixture and the
same experimental conditions were employed. Among the three possible
combinations, the best results were obtained for the HP-B-CD/TM-B-CD dual
system which allowed the simultaneous separation of the enantiomers of five of

the six herbicides studied (see Figure S4A in supplementary material).
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Once selected the most suitable combination of CDs, the effect of their
concentration was evaluated in the range from 10 to 20 mM (10, 15 and 20 mM).
It could be observed that fenoprop, mecoprop, dichlorprop and 4-CPPA
improved their Rs at low HP-B-CD concentrations, whereas 3-CPPA and 2-PPA
improved their Rs at high TM-3-CD concentrations. A 10 mM HP-3-CD/20 mM
TM-B-CD dual system enabled the simultaneous separation of all compounds
with Rs values between 1.1 (fenoprop) and 3.0 in an analysis time less than 35.0
min.

In order to decrease the analysis time, a 50 mM phosphate buffer (pH 7.0)
was employed. Under these conditions an important decrease in the analysis time

(to 11 min) was achieved with Rs values ranging from 0.6 to 1.7.

Finally, the effect of different instrumental parameters on the separation
was also evaluated. First, an injection of 50 mbar in 5 s was tested, but a loss of
sensitivity was observed without improving de Rs. Hence, the previous injection
conditions (50 mbar x 10 s) were chosen. The influence of the temperature on the
Rs was also investigated using values of 15, 20 and 25°C. The results obtained
showed that a temperature of 15°C gave rise to an increase in Rs (between 0.9
(fenoprop) and 2.4) although an increase in the analysis time (16 min) was
observed (see Fig S4B in supplementary material). Hence, a temperature of 15°C
was chosen. With the aim of increasing the Rs obtained for fenoprop which were
the lowest, HP-B-CD concentration was decreased and 5 mM HP-p-CD - 20 mM
TM-B-CD and 7 mM HP-B-CD - 20 mM TM-B-CD mixtures were tested showing
that the optimum simultaneous enantiomeric separation (Rs between 1.1
(fenoprop) and 2.9) was obtained in 16 min at a 7 mM concentration HP-p-CD
(see Figure S4C in supplementary material). Finally, with the aim to short the
analysis time, the applied voltage was increased to 25 and 30 kV. A value of 25 kV

as applied voltage was selected (Figure S5 in supplementary material) since a
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total loss in resolution for most compounds and high current values were
observed at 30 kV. Under these conditions, an analysis time of 11 min was
obtained with enantiomeric Rs values > 1.6 for mecoprop (Rs 2.7), dichlorprop (Rs
2.0), 4-CPPA (Rs 1.7) and 2-PPA (Rs 1.6) and of 1.2 for fenoprop and 3-CPPA,
although a co-elution was observed for the second-migrating enantiomer of
mecroprop and the first-migrating enantiomer of dichorprop. This co-elution
could be avoided using different experimental conditions but the enantiomeric
separation of fenoprop was lost. This is illustrated in Figure S4A (see
supplementary material), where it can be observed as an example that this co-

elution can be avoided but fenoprop enantiomers are not separated.

3.3. Evaluation of PMO materials for solid-phase extraction of phenoxy acid herbicides

from water samples

The two PMOs synthesized in this work were evaluated as sorbents in SPE
to study the extraction efficiency of six chiral phenoxy acid herbicides from water
samples and to select the sorbent providing the highest recovery for these
analytes. The PMO-STPA material shows a reverse-phase/strong anionic
exchange mixed-mode retention mechanism due to this material possesses a
styrylmethyl moiety that interacts by means of Van der Waals forces with the
aromatic ring of the phenoxy acids at the same time that ionic interaction occurs
between carboxyl and positively charged amine groups, whereas in the case of
PMO-TEPA material only strong anionic exchange retention mechanism takes
place (see Fig. 2). Related to textural properties previously discussed for both
materials, it has not been found notable differences between them except for the

greatest surface BET (Sper) and pore volume in PMO-STPA material with respect
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to PMO-TEPA material, that could favor the interaction with phenoxy acid
herbicides given the big substituent linked to the amine moiety in PMO-STPA.

First of all, different sorbent amounts (100 and 200 mg) and pH values of
elution solvent (2 x 4 mL of MeOH at pH 5.6 or 1.8) were tested by passing 100
mL of Milli-Q water solution (pH = 6.3) spiked with the compounds (25 ng/L of
fenoprop and 50 pug/L for the remaining herbicides) through the cartridge. As can
be seen in Figure 4, at a pH of 5.6, using PMO-STPA material as sorbent, recovery
values between 90.2 and 103.7 % were obtained with 100 mg (Fig. 4a) and
recovery values between 89.0 and 109.2 % with 200 mg (Fig. 4b). However, with
100 mg of PMO-TEPA material sorbent (Fig. 4a) eluting with MeOH at pH 5.6, a
poor recovery value between 20.3 and 59.7 % was obtained, except for fenoprop
(recovery 84.3 %), whereas using 200 mg of sorbent (Fig. 4 b), with the same
elution process, the recovery values were higher, between 89.2 and 105.3 % for
mecoprop, dichlorprop and fenoprop, and between 37.8 and 73.9 % for 4-CPPA,
3-CPPA and 2-PPA.

To increase the recovery values with PMO-TEPA as sorbent, it was
decided to use MeOH acidified at pH 1.8 as elution solvent, in order to avoid the
deprotonation of the carboxyl moiety in phenoxy acids, whose pKa values are
between 2.8 and 4.3, and to break up the ionic interaction with positive amine
moiety (see Fig. 2). These experiments were not carried out with PMO-STPA
material as high recovery values were obtained at pH 5.6 with this sorbent. As it
can be seen in Figure 4, with 100 mg of this sorbent, an increase in the recovery
from 20.3-82.0 % to 39.9-110.2 % took place, whereas using 200 mg of this sorbent
the increase in recovery percentages reached values from 37.8-105.3 % to 65.2-

178.3 %, obtaining always the lowest recoveries for 4-CPPA, 3-CPPA and 2-PPA.
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Fig. 4. Recovery percentages and error bars (as standard deviation, n = 6) obtained for each
enantiomer of the six phenoxy acid herbicides using 100 mg (a) and 200 mg (b) of sorbent packing at
two pH values of elution solvent (5.6 and 1.8) and 100 mL of Milli-Q water sample spiked in a
concentration of 25 ug/L for fenoprop, and 50 mg/L for the other five phenoxy acid compounds. F:
fenoprop, M: mecoprop, D: dichlorprop, 4C: 4-CPPA, 3C: 3-CPPA, 2P: 2-PPA. 1: First-migrating
enantiomer, 2: Second-migrating enantiomer. Experimental conditions: BGE, 50 mM phosphate
buffer (pH 7.0), 20 mM TM-B-CD and 7 mM HP-B-CD, capillary (50 pm L.D., total length of 58.5 cm
(50 cm effective length)), injection: 50 mbar x 10 s, temperature: 15°C, separation voltage: 25 kV, UV
detection at 194 nm (2-PPA and 4-CPPA), 200 nm (mecoprop, dichlorprop and 3-CPPA) and 210 nm
(fenoprop) (bandwidth 5 nm).
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There is evidence that the ionic interaction plays an important role in the
recovery process although values higher than 100 % obtained for three
compounds (fenoprop, mecoprop and dichlorprop) with 200 mg PMO-TEPA and
eluting with MeOH at pH 1.8 could not be justified.

The differences observed in the recovery values comparing both sorbents
could be explained as a function of the Van der Waals forces and Hiickel charge
values shown in Table S2 (supporting material). Both cationic amine ligands show
a similar value of Hiickel charge but STPA possesses a high value of Van der
Waals forces. With regard to analytes, all of them show similar Van der Waals
forces values, whereas a noticeable difference in the Hiickel charge of oxygens in
the carboxyl moiety was observed, whose values are lower for 4-CPPA, 3-CPPA
and 2-PPA (Table S2). This fact confirms that the PMO-STPA material involves a
mixed-mode mechanism retention by Van der Waals forces and ionic exchange
that favor the retention of 4-CPPA, 3-CPPA and 2-PPA, whose values of Hiickel
charge are lower and show higher recovery values compared with PMO-TEPA
sorbent that only shows anionic interaction with the negatively charged analytes.
Hence, PMO-STPA was selected in order to achieve the higher efficiency in the

extraction of the six chiral phenoxy acid herbicides in water samples.

Using PMO-STPA, the next step was to study the breakthrough volume,
parameter that determines the maximum volume of sample that can be passed
through the sorbent without considerable loss of recovery. This study was carried
out with 100 mg of PMO-STPA and the volume of spiked sample was increased
sequentially to 100, 200, 500, 750 and 1000 mL. The highest recoveries (see Fig. 5)
were obtained up to 750 mL, considered the optimum volume, with values
between 75.5 and 112.2 % and a PF of 1500, since with 1000 mL the enantiomeric
recovery value obtained for 2-PPA decreased from 75.5 - 77.1 % to 55.5 - 56.6 %,
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although the remaining compounds kept their recovery values between 89.6 and

1024 %.
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Fig. 5. Recovery percentages and error bars (as standard deviation, n = 6) obtained for
each enantiomer of the phenoxy acid herbicides taking into account the sample
volume loaded in the cartridges (n = 6) at 100, 200, 500, 750 and 1000 mL of spiked
Milli-Q water solution with phenoxy acid herbicides at a concentration of 5 mg/L for
fenoprop, and 10 mg/L for the other five phenoxy acid compounds using 100 mg of
PMO-STPA as sorbent. F: fenoprop, M: mecoprop, D: dichlorprop, 4C: 4-CPPA, 3C: 3-
CPPA, 2P: 2-PPA. 1: First-migrating enantiomer, 2: Second-migrating enantiomer.

Other experimental conditions as in Fig. 4.
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These results show that PMO-STPA possesses a high capacity to

concentrate the phenoxy acid herbicides studied in this work in diluted samples.

Comparing the results obtained in this work with those obtained
previously when using other SPE cartridges (Table S1 in supplementary material),
in general terms, recovery values obtained in all cases are higher than 80 %,
except in two of them that used graphene oxide as sorbent [37] or a commercial
Oasis HLB SPE cartridge [21], in which recovery values between 40 and 75 %
were obtained. Basically, all these procedures are based on the Van der Waals,
noncovalent or hydrophobic interactions in order to retain the analytes, although
some of them [30,31] joined the effect of the sorbent with an ion-pairing agent,
such as CTAB to achieve an increase of the recovery thanks to the exchange
mixed-mode, similarly to the approach adopted in the present work using the
mixed-mode retention mechanism of MPO-STPA which could provide an

increase in recovery values.

Regarding PF values, previous works reported in the literature on the SPE
extraction of wastewater samples with commercialized SPE cartridges (see Table
S1, supplementary material), were generally focused on the analysis of only three
of the six compounds analyzed in this work (fenoprop, dichlorprop, mecoprop).
From the different commercial materials employed, only Oasis HLB was used for
the extraction of the above-mentioned compounds from sewage and wastewater
samples with PFs from 1000 to 2000 and from 200 to 500, respectively [23, 25]. The
other commercial SPE materials were employed in the preconcentration of other
water samples such as surface, river, ground, tap, pond and drinking waters
ranging the PFs from 100 to 5000. In these cases, PFs higher than those obtained in
this work (1500) were obtained only for Oasis HLB and C18. Thus, only Oasis

HLB was employed for the preconcentration of wastewater samples with PFs
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lower than those obtained in this work or for the preconcentration of sewage
water with PFs similar to those obtained in this work (1500). Only in the case of
other water samples, preconcentration factors higher than 1500 were obtained

with Oasis HLB and C18.

3.4. Analytical characteristics of the developed SPE-CE method and analysis of water

samples

Analytical characteristics of the developed SPE-CE method using PMO-
STPA sorbent were evaluated in terms of linearity, precision, accuracy,
instrumental limits of detection (iLOD) and quantitation (iLOQ), and method
limits of detection (MDL) and quantitation (MQL) (see Table 2).

Linear range observed for each enantiomer is grouped in Table 2. Six
standard racemic solutions within this range were injected during three different
days. Linear equations were expressed according to a confidence range taking
into account the mean value of the slope and its statistical error at 95 % (Table 2).
Satisfactory results were obtained in terms of linearity with R2 values = 0.995 in all
cases. ANOVA confirmed through the p-values (p-value > 0.09 in all cases for a 95

% confidence level) that the experimental data fit properly to linear models.
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Table 2. Analytical characteristics of the developed CE method for the enantiomeric determination of phenoxy acid herbicides in water

samples.
Analyte Linearity Precision
Instrumental repeatability Intermediate precision
Li Ac //tm (RSD (%)) Ac // tm (RSD (%)) iLOD iLOQ
inear
Linear . (mg/L) for  (mg/L) for
equation Sp bt . .
range bx +a S tSe Low High Low High each each
(mg/L) R2 : concentration concentration concentration concentration enantiomer enantiomer
0.48x-0.38 0.11 0.48 +
Fenoprop (E1) 0 9)(950 0.46 0.95 6.6//18 6.3//20 104 //29 55//0.6 0.7 23
2-30 - - -
0.42x-0.17 0.07 042+
Fenoprop (E2) 0 9)(957 0.38 016 52//18 123//19 104 // 3.0 6.6 // 0.6 0.7 22
0.62x-0.25 0.13 0.62+
Mecoprop (E1) 0 9X966 0.33 0.29 70//12 54//21 79//31 43//06 0.8 2.6
3-30 - - -
0.68x-0.51 0.17 0.68 +
Mecoprop (E2) 0 9)(953 047 0.38 73//12 6.0//22 6.7//31 6.1//0.6 0.8 2.7
0.45x-0.23 0.06 0.45 +
Dichlorprop (E1) 0 9X962 032 014 101//12 92//21 106 // 3.1 28//0.6 1.0 3.3
4-30 - - -
0.51x-0.37 0.11 0.51+
Dichlorprop (E2) 0 9X961 016 0.95 119//12 48//22 9.6 //3.1 47//07 1.0 3.4
0.66x-0.50 0.13 0.66 £
4-CPPA (E1 50//13 61//22 81//31 53//07 1.2 4.0
(ED 4-30 0.9965 0.48 0.29 // // /! /!
0.65x-0.39 0.12 0.65 +
4-CPPA (E2 72//13 69//23 88//32 42//07 1.2 4.0
(E2) 0.9962 0.45 0.27 // // // //
0.69x-0.36 0.12 0.69 £
3-CPPA (E1 73//13 58//23 127 // 3.2 53//12 0.9 29
(ED 3_25 0.9987 0.34 0.27 /! !/ / /
B 0.60x-0.19 0.08 0.60 £
3-CPPA (E2) 0.9977 026 018 58//13 70//23 92//32 42//12 0.8 2.7
0.71x-0.75 0.16 071+
2-PPA (E1 11.3// 1.6 72//27 8.7//3.6 48//14 1.5 5.0
(ED 595 0.9981 0.53 0.36 // // // //
0.68x-0.55 0.13 0.68 £
2-PPA (E2 129 // 1.6 69//28 93//3.6 32//14 1.4 47
(E2) 0.9974 0.51 0.29 // // // //

a: intercept; b: slope; Sa: intercept standard deviation; Sp: slope standard deviation; Confidence interval at 95 % as confidence level (n = 9); El: first-migrating

enantiomer; E2: second-migrating enantiomer; Ac: corrected area; tm: migration time; iLOD: instrumental limit of detection; iLOQ: instrumental limit of

quantification; MDL: method limit of detection; MQL: method limit of quantification; Low concentration level for each enantiomer: 5 mg/L. High concentration

level for each enantiomer: 25 mg/L in the case of 3-CPPA and 2-PPA or 30 mg/L in the case of Fenoprop, Mecoprop, Dichlorprop and 4-CPPA.
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iLODs and iLOQs ranged from 0.7 to 1.5 mg/L and from 2.2 to 5.0 mg/L,
respectively. MDLs and MQLs were determined as indicated in section 2.7 and
taking into account a PF of 1500. Values for MDLs ranged from 0.1 to 0.9 pg/L for
WS1, from 0.9 to 4.3 pg/L for WS2 and from 0.7 to 3.0 pg/L for WS3, and values
for MQLs ranging from 0.4 to 3.1 pg/L for WSI, from 3.1 to 14.3 ug/L for WS2
and from 2.4 to 10.2 pg/L for WS3 were obtained (Table 3).

Precision of the method was evaluated in terms of instrumental
repeatability and intermediate precision. RSD values (%) for instrumental
repeatability were between 4.8 and 12.9 % for corrected peak areas (Ac) and
between 1.2 and 2.8 % for migration time (tm) at both concentration levels
assayed. Intermediate precision gave RSD values (%) in a range from 2.8 to 12.7 %

for corrected peak area and 0.6 to 3.6 % for migration time.

Precision for the SPE-CE method evaluated as RSD (%) for recovery values
determined as indicated in section 2.7, ranged from 0.6 to 4.0 % for WS1, from 1.9

to 7.4 % for WS2, and from 0.8 to 11.4 % for WS3.

Finally, accuracy was evaluated as recovery values obtained for three
spiked WS from different locations at low and high concentration levels (Table 3).
Since phenoxy acid herbicides were not detected in these samples, they were
spiked at a concentration so that after preconcentration process, analytes were
detected and quantified just beyond their LOD and LOQ, respectively. For WS 2
and 3, due to the plugging of the pores of the packed material produced by the
presence of organic matter, only 200 mL of these spiked water sample (PF = 400)
were passed through the cartridge, whereas 750 mL (PF = 1500) were passed with
WS 1.
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Table 3. Recovery values (%) and RSD (%) obtained for phenoxy acid herbicides using 100 mg PMO-STPA and 750 mL sample volume
for WS1 and 200 mL for WS2 and WS3 (n=6) spiked at two different concentrations.

Water sample 1 MDL/ Water sample 2 MDL/ Water sample 3 MDL/
Recovery RSD Recovery RSD MQL Recovery RSD Recovery RSD MQL Recovery RSD Recovery RSD MQL
Analyte
(ng/L) (ng/L) (ug/L)
Low concentration High concentration Low concentration High concentration Low concentration High concentration

Fenoprop 02/ 1.0/ 0.8/
(E1) 100.5 29 97.3 13 05 96.5 3.9 99.8 43 34 88.5 6.2 100.5 2.3 06
Fenoprop 01/ 0.9/ 0.7/
(E2) 103.5 4.6 96.3 11 0.4 96.2 23 100.4 4.8 31 86.0 7.9 100.9 2.0 o4
Mecoprop 03/ 1.0/ 14/
(1) 105.0 18 100.6 1.8 0.9 91.9 2.7 99.7 4.6 34 98.6 85 101.6 0.8 45
Mecoprop 03/ 11/ 14/
(E2) 101.8 15 101.6 41 0.9 91.7 1.9 100.1 3.4 35 98.2 7.5 101.4 14 48
Dichlorprop 03/ 14/ 1.7/
(E1) 99.3 22 100.5 3.3 0.9 95.2 23 104.2 74 16 95.1 11.4 101.7 12 538
Dichlorprop 03/ 14/ 19/
(E2) 98.6 25 100.2 1.8 0.9 95.6 2.8 99.4 45 18 100.5 10.4 101.9 11 63
4-CPPA 03/ 1.9/ 15/
(E1) 101.7 31 103.3 15 12 102.2 25 100.6 5.4 60 93.3 9.1 103.5 15 40
4-CPPA 03/ 1.8/ 15/
(E2) 103.8 5.2 98.5 0.6 11 101.2 4.9 103.4 5.7 5.9 93.2 9.4 103.7 13 49
3-CPPA 05/ 2.0/ 27/
(E1) 102.2 4.0 102.8 1.9 17 96.9 2.4 101.4 4.0 6.7 92.6 9.5 102.4 14 9.0
3-CPPA 04/ 22/ 26/
(E2) 103.4 33 100.9 12 15 98.6 7.1 98.7 5.7 79 91.3 8.1 104.8 1.6 8.6
2-PPA 0.9/ 43/ 29/
(E1) 104.7 35 107.5 17 31 95.4 35 97.8 5.3 143 78.3 9.2 105.9 1.6 08
2-PPA 0.8/ 37/ 3.0/
(E2) 99.9 4.0 103.3 17 28 93.4 5.0 98.0 72 125 83.0 8.1 104.5 17 102

Experimental conditions: BGE: 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) / 7 mM HP-B-CD-20 mM TM-f-CD, injection: 50 mbar x 10 s, voltage: 25 kV, temperature:
15°C, capillary: 58.5 cm total length (50 cm effective length) x 50 pm I.D. MDL: method limit of detection; MQL: method limit of quantification. Concentration
levels spiked in water samples for each enantiomer (ng/L): WS 1 (Low 3.3 and High 16.7 for 3-CPPA and 2-PPA or 20 for Fenoprop, Mecoprop, Dichlorprop
and 4-CPPA); WS 2 and WS 3 (Low 12.5 and High 62.5 for 3-CPPA and 2-PPA or 75 for Fenoprop, Mecoprop, Dichlorprop and 4-CPPA).Water samples were
collected from: WS1 from effluent treatment plant in Cadiz (Spain); WS2 from effluent treatment plant in Sevilla (Spain); WS3 from Henares river in Alcald de
Henares (Spain).
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As observed in Table 3, accuracy was acceptable (without significant
differences at both concentration levels) with values for WS 1 from 96.3 to 107.5

%, for WS 2 from 91.7 to 104.2 % and for WS 3 from 78.3 to 105.9 %.

Figure 6 shows the electropherogram obtained for spiked and non-spiked
WS 1 using 100 mg of PMO-STPA sorbent, 750 mL of sample volume and elution
with 2 x 4 mL MeOH pH 5.6.
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Fig. 6. Electropherograms obtained for the enantiomeric separation of the mixture
of six phenoxy acid herbicides in spiked (top) and non-spiked (down) WS 1 using
100 mg of PMO-STPA sorbent and 750 mL of sample volume. Spiked
concentrations of 3.3 ug/L for the six phenoxy acids. Compounds: F: fenoprop (Rs
=1.1), M: mecoprop (Rs = 2.7), D: dichlorprop (Rs = 1.9), 4C: 4-CPPA (Rs =1.7),
3C: 3-CPPA (Rs = 1.2), 2P: 2-PPA (Rs = 1.6). 1: First-migrating enantiomer, 2:
Second-migrating enantiomer. UV detection at 200 nm. Other experimental

conditions as in Fig. 4.
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Comparing the results obtained in this work with those reported in the
literature, high recovery values were obtained in addition to the simultaneous
determination of 6 phenoxy acid herbicides as well as a high PF of 1500 with only
100 mg of a novel PMO-STPA material as sorbent, amount much lower than that

usually employed in the extraction of these compounds by SPE.

With respect to other extraction techniques employed in the analysis of the
compounds investigated in this work, only SPME was employed in the analysis of
three of the six compounds investigated in this work (fenoprop, dichlorprop,
mecoprop) in water samples (river, ground, sewage, environmental and
wastewater) with recovery values lower [60] or similar [61-64] to those obtained

with the materials presented in this article.

4. Concluding remarks

Two novel materials based on periodic mesoporous organosilica with
cationic =~ amine-bridged  ligands,  (styrylmethyl)bis(triethoxysilylpropyl)-
ammonium chloride (STPA) and bis(3-triethoxysilylpropyl)amine (TEPA), were
synthesized in this work using tetraethyl orthosilicate as additional silica source
in basic medium, in order to obtain materials with reverse-phase/strong anionic
exchange mixed-mode or strong anionic exchange retention mechanism,
respectively. Although interesting characteristics with good recovery values for
six phenoxy acid herbicides from several water samples were shown by PMO-
TEPA material, PMO-STPA was found to be the best sorbent for the off-line solid-
phase extraction of the compounds studied, which confirmed that a mixed-mode
retention mechanism by Van der Waals forces and ionic exchange, that favor the

retention of 4-CPPA, 3-CPPA and 2-PPA, was necessary for the extraction of these
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selected compounds. Optimized conditions for SPE enabled a preconcentration
factor of 1500 using 100 mg sorbent and 750 mL of water sample allowing high
recovery values for the compounds studied and enabling method quantitation
limits from 0.4 to 143 pg/L using CE for the simultaneous enantiomeric
separation of the six phenoxy acid herbicides in 11 min. The results presented in
this article show the high potential of the PMO materials synthesized in this work
as sorbents for off-line SPE previous to CE separation in the simultaneous chiral

analysis of phenoxy acids in water samples.
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Figure S1. SEM micrographs (a, ¢) and TEM pictures (b, d) for PMO-STPA and
PMO-TEPA materials, respectively.
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Figure S2. FTIR spectra of PMO-STPA (a) and PMO-TEPA (b) materials.
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Figure S3. Thermogravimetric analysis of PMO-STPA (a) and PMO-TEPA (b)
materials.
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Figure S4. Electropherograms corresponding to the enantiomeric separation of six phenoxy acid
herbicides by CE: (A) using different dual CD-systems (50 mM ammonium formate, pH 5.0,
temperature: 25°C); (B) using different separation temperatures with 10 mM HP-pB-CD/20 mM TM-
B-CD (50 mM phosphate buffer, pH 7.0); and (C) using different HP-3-CD concentrations in the dual
CD-system (50 mM phosphate buffer, pH 7.0, 15°C). Other conditions: injection: 50 mbar x 10's,
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279



Determinacion enantiomérica de herbicidas por EKC y SPE con nuevas organosilices mesoporosas

- &y N
40 OV o

9%
FIF2 & o
Q N,
X b‘c@, 2P12P2 210 i
S 301
<<
S
(0]
O 20-
% 200 nm
2
3
o 104
<
194 nm
O T T T T T 1
6 8 10 12

Migration time (min)
Figure S5. Representative electropherograms for the simultaneous enantiomeric

separation of the six phenoxy acid herbicides at each wavelength used to monitor
the analytes.

280



18¢

Table S1. Use of other commercial and non-commercial materials for SPE extraction of the phenoxyacid
herbicides studied from water samples.

Analyte Sorbent (Amount Recovery (% PF MDL /MQL (u * Sample Ref.
ly b ry (% pl f
M 42-65
Diec;(if)):;fop Oasis HLB (200 mg) 5575 2000 - Surface waters [21]
Fenoprop 90
Mecoprop Oasis HLB (150 mg) 100 3177 ) Drinking water [22]
Dichlorprop 85
F 94-98

enoprop . 1000- - River and sewage
Mecoprop Oasis HLB (60 mg) 82-103 2000 water [23]
Dichlorprop 83-98
Fenoprop 86
Mecoprop Oasis HLB (500 mg) 86 5000 N/A River water [24]
Dichlorprop 84
Fenoprop 91-131
Mecoprop Oasis HLB (200 mg) 97117 200-500 - Tas\;ass‘:ij‘;fe‘;“d [25]
Dichlorprop 91-120
Fenoprop

- Surface and
Mecoprop C18 (N/A) 93 133 ground water [26]

Dichlorprop
Fenoprop 83-107
Dichlorprop C18 (N/A) 84-92 1000 - Drinking water [27]
Mecoprop 83-101
Mecoprop 96-103 1700 / -
Dichlorprop C18 (500 mg) 93.96 4000 1500 / - Tap water [28]
Mecoprop 89 0.078 / - Lo

C18 (500 1000 Drink t 2
Dichlorprop (500 mg) 9% 0.056 / - rinking water [29]
Dichlorprop C18 assisted with CTAB 100 0.071/ -
Fenoprop (500 mg) 97 100 0114/ - Pond water [30]
Fenoprop 85-105
Mecoprop C18 and CTAB (500 mg) 90-102 N/A N/A Tap water [31]
Dichlorprop 94-101

SUS010cl05a1il SaDI[ISOUDSI0 SDAINIU 10D S i )] 404 SUpidigial] ap DILigHioubta UOIDUIILIa}a(]
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(Continued)
Analyte Sorbent (Amount) Recovery (%) PF MDL/MQL (ug/L) (*) Sample Ref.

—p—woj;op LiChrolut EN/LiChroprep RP-18 Zg_ig N/A 88;; ; . Groundwater [32]

Fenoprop SAX disk 98-107 N/A - Surface water [33]

Fenopro Polystyrene-divinylbenzene 81

DichlI:c’) rppl)‘op ysty (N/A) Y 143 100 N/A Water samples [34]

]I\D/[l:?i:rr];;c’p GCB (300 mg) gg_igi 10 - River water [35]

Mecoprop Alumina cartridge with SDS and 97-102 N/A 0.003 / 0.008 River and [36]

Dichlorprop Graphene oxide-based SPE - 40 1950- River and sea

Mecoprop electro membrane extraction 40 2000 03-05/- water 1371

Fenoprop MISPE 91 5 0.040 / - River water [38]

Fenoprop 81-93

Mecoprop MIP (500 mg) 89 500 N/A River water [39]

Dichlorprop 89-114

Mecoprop 88

Dichlorprop MIP (200 mg) 95 2 N/A Deionized water [40]

Fenoprop 96

Fenoprop 86-104 0.1-1.0 /04-34

Mecoprop 92-105 03-14 /0948

Dichlorprop 95-104 03-19/09-6.3 River and This

4-CPPA PMO 93-104 400-1500 0.3-19/1.1-6.2 wastewater work

3-CPPA 91-105 04-27 /1.5-9.0

2-PPA 78-108 0.8-43 /28143

(*) MDL and MQL values were specified only for methodologies employing UV detection. N/A: Not available; PF:
Sodium  dodecyl

Preconcentration factor, GCB:
Tetrabutylammonium.

Graphitized

carbon

black, SDS:

sulphate, TBA:
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Table S2. Values of Van der Waals forces and Hiickel charge of ligands (STPA and TEPA) and
phenoxyacid herbicides studied.

Cationic amine-bridge Phenoxyacid herbicides

ligand
STPA TEPA Fenoprop Mecoprop Dichlorprop  4-CPPA 3-CPPA 2-PPA
Van der Waals
forces 29.6 19.2 12.0 10.8 114 9.9 10.0 9.5
(Kcal/mol)
Hiickel charge  +0.70062 +0.6464a -0.7694b -0.6698P -0.6490v -0.4599 -0.4332p -0.4523b

a: Hiickel nitrogen charge for amine moiety.

b: Hiickel oxygen charge for carboxyl moiety (Mean value of charge of two oxygens).

Fenoprop Mecoprop Dichlorprop

cl 0 0 cl 0
0 0 0
oH oH oH
cl cl cl
Cl
0 0 0
0 0 )
/©/ OH OH ©/ OH
cl

4-CPPA & 3-CPPA 2-PPA
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Estabilidad enantiomérica y toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas por EKC

VI. 1 Introduccion

La presencia de contaminantes en matrices medioambientales supone una
amenaza potencial para organismos no diana [6] ya que éstos pueden sufrir
alteraciones metabdlicas y hormonales [6, 261]. Mientras que existen
innumerables estudios para evaluar la presencia de xenobidticos en matrices
medioambientales, la evaluaciéon del impacto de estos compuestos sobre
organismos no diana es menos frecuente, especialmente cuando se tiene en cuenta

la relacién enantiomérica de los compuestos que son quirales.

Dos ejemplos de organismos no diana son la planta acuatica Spirodela
polyrhiza y el microcrustdceo de agua dulce Daphnia magna [262]. El primero de
ellos se ha utilizado escasamente en estudios de toxicidad y supone una
alternativa muy interesante a la utilizacion de organismos de nivel inferior como
las algas que han sido los més utilizados en estos tipos de estudios [263]. En lo
que respecta a Daphnia magna, su tiempo de vida esta condicionado por la
presencia de alimentos como algas, bacterias y detritos, asi como de
contaminantes [264], por lo que resulta ser un organismo usado como indicador
de la calidad del agua, sobre todo gracias a su fisiologia transparente [265] que
permite observar cambios en ésta cuando el organismo es expuesto a condiciones
toxicas [266]. Estos organismos poseen la capacidad de degradar compuestos
quirales mediante procesos enzimaticos estereoespecificos que hacen variar su
fraccion enantiomérica [267]. Todo lo mencionado avala el interés de estudiar el

impacto de téxicos sobre estos organismos no diana.

Duloxetina y econazol son dos farmacos considerados contaminantes
emergentes y que se pueden encontrar en el medio acuético. Duloxetina es un

farmaco perteneciente a la familia de los recaptadores de serotonina y
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norepinefrina y se usa para el tratamiento de la depresién y la ansiedad [268]. Su
actividad terapéutica reside principalmente en el enantiémero S [269] por lo que
se comercializa como farmaco enantioméricamente puro. Econazol es un
antifangico derivado del imidazol usado para el tratamiento de infecciones
micéticas [270]. A pesar de que su actividad terapéutica se debe principalmente al
enantiomero R, se ha comercializado como racemato [271]. La evaluacién de la
estabilidad y toxicidad de estos farmacos para organismos no diana presenta un
gran interés debido a su presencia en el medio acuatico y a la escasez de datos
para estos compuestos en relacion a los dos parametros mencionados.
Unicamente en el caso de econazol, se han descrito sus caracteristicas

(bioacumulacién y baja biodegradabilidad) [272, 273].

Diversas agencias internacionales promueven estudios de ecotoxidad,
biodisponibilidad y bioacumulacién de contaminantes emergentes. Sin embargo,
en muchos casos, se ignora la estereoquimica de dichos compuestos lo que puede
restar validez a los resultados obtenidos dadas las distintas caracteristicas que
pueden presentar los estereoisoémeros de toxicos quirales. Ademas, los célculos de
los pardmetros de toxicidad habitualmente se llevan acabo utilizando las
concentraciones iniciales de los t6xicos en las muestras en estudio sin tener en
cuenta las concentraciones reales a las que se encuentran expuestos los
organismos no diana base de dichos estudios. En consecuencia, los valores de los
pardmetros de toxicidad pueden presentar diferencias significativas en relacion a
los obtenidos sin tener en cuenta estas variaciones en las concentraciones [191].
Por otra parte, el efecto combinado de varios toxicos sobre organismos no diana
presenta una gran relevancia debido a las interacciones que pueden existir entre

dichos compuestos alterando su impacto sobre el medioambiente.
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Por todo ello, en este trabajo de investigaciéon se abordé el estudio de
estabilidad enantiomérica y determinaciéon de la toxicidad de duloxetina,
econazol y sus mezclas sobre los dos organismos no diana mencionados
anteriormente (la planta acudtica Spirodela polyrhiza y el microcrustaceo Daphnia
magna) considerando la estereoquimica de ambos toxicos y determinando las
concentraciones enantioméricas reales de ambos compuestos mediante
Cromatografia Electrocinética. Este trabajo constituye la primera contribucién
cientifica que evalta el impacto de los dos farmacos estudiados y sus mezclas
sobre una planta acuatica y de las mezclas de dichos compuestos sobre el

microcrustaceo Daphnia magna.

VI.2 Objetivos

El objetivo de este capitulo ha sido evaluar la estabilidad de los
enantiomeros de duloxetina, econazol y sus mezclas en condiciones abidticas y
bidticas, en este tltimo caso en presencia de dos organismos no diana, la planta
acuatica Spirodela polyrhiza y el microcrusticeo Daphnia magna, asi como
determinar la toxicidad de estos farmacos y sus mezclas sobre dichos organismos,
determinando las concentraciones enantioméricas de dichos farmacos mediante

CD-EKC.
Con este fin, se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Optimizar una metodologia electroforética por CD-EKC que permita la

separacion enantiomérica simultanea rapida de duloxetina y econazol.
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2. Evaluar los perfiles de estabilidad de los dos farmacos estudiados y sus
mezclas, en condiciones abidticas y bidticas (en presencia de la planta acuatica

Spirodela polyrhiza y el microcrustaceo Daphnia magna).

3. Determinar la toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas, sobre los

organismos no diana Spirodela polyrhiza y Daphnia magna.

V1.3 Resultados y discusion

VI.3.1. Optimizacion de una metodologia analitica por EKC para la separacion

enantiomérica simultanea de duloxetina y econazol

Con el fin de optimizar una metodologia analitica que permitiera la
separacion enantiomérica rapida de duloxetina y econazol por EKC, se parti6 del
método desarrollado en el capitulo IV de esta Tesis Doctoral y que habia
demostrado su potencial para la separacién simultdnea de los enantiémeros de
siete farmacos, entre los que se encontraban duxetina y econazol. Para ello, se
parti6 de las condiciones empleadas en el capitulo IV (25 mM tampén fosfato pH
3.0, una concentraciéon de S-B-CD de 2 % (p/v), una temperatura de 20°C y un
voltaje de -20 kV) y se procedi6¢ a optimizar variables como la concentraciéon de
CD y de tampén fosfato, la temperatura y el voltaje de separaciéon, con la
finalidad de conseguir el objetivo planteado en este trabajo en el menor tiempo

posible y con las mayores resoluciones enantioméricas.

En primer lugar, se ensayaron diferentes concentraciones del selector
quiral (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 % (p/v)) manteniendo constantes el resto de condiciones
experimentales. En base a los resultados obtenidos, se seleccioné una

concentracion 6ptima de CD del 1.5 % (p/v) ya que permitia obtener la mayor

290



Estabilidad enantiomérica y toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas por EKC

resolucion enantiomérica para econazol sin reducir apreciablemente la de
duloxetina y dando lugar a la vez a una reduccién del tiempo de andlisis a 9 min.
A continuacién, se optimizé la concentracion de tampén fosfato a pH 3.0 (25, 50 y
75 mM), observandose que al aumentar ésta mejoraba la resolucion enantiomérica
para duloxetina pero disminuia la de econazol y aumentaba el tiempo de analisis
por lo que se decidi®é mantener una concentraciéon de tampén de 25 mM. El
estudio del efecto de la temperatura se llevo a cabo para valores entre 15 y 30 °C
(15, 20, 25 y 30°C) eligiéndose 30 °C como temperatura 6ptima ya que a este valor
se observd un aumento en la resolucién enantiomérica para ambos farmacos
(debido al incremento de la eficacia de pico) y una reduccién del tiempo de
analisis a 7.5 min. Finalmente, se optimiz6 el voltaje de separacién (-20, -25 y -30
kV), selecciondndose un valor de -20 kV ya que, si bien se reducia el tiempo de
analisis, como era de esperar para mayores valores del voltaje, se observaba
también una pérdida de resolucion enantiomérica y la rdpida electrolisis del
tampon. En las condiciones optimizadas, la separacion simultanea de los dos
farmacos se llevé a cabo en un tiempo de analisis de 7.5 min, con una resolucién

enantiomérica de 7.9 para duloxetina y de 6.5 para econazol.

Una vez optimizado el método, se procedié a evaluar sus caracteristicas
analiticas en términos de linealidad, estudio de la existencia de interferencias de
matriz, precisién, exactitud, LODs y LOQs cuando se analizaron los medios de
cultivo (correspondientes a la planta acudtica Spirodela polyrhiza y al
microcrustaceo Daphnia magna) en las condiciones abidticas y bidticas empleadas
en este trabajo. Los resultados demostraron que el método era adecuado para
llevar a cabo la determinacién de los enantiémeros de los dos farmacos en dichas
muestras estando los LODs para los enantiémeros de duloxetina comprendidos
entre 0.2 y 0.4 mg/L y entre 0.7 y 1.1 mg/L para los enantiémeros de econazol,

mientras que los LOQs para los enantiomeros de duloxetina estaban
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comprendidos entre 0.8 y 1.3 mg/L y entre 2.2 y 3.6 mg/L para los enantiémeros
de econazol. La ausencia de interferencias de matriz permiti6 aplicar la
metodologia desarrollada a la cuantificacion de los enantiémeros de ambos

farmacos mediante calibraciéon por el método del patrén externo.

VI.3.2. Estudios de estabilidad enantiomérica en condiciones abiéticas y

bidticas para duloxetina, econazol y sus mezclas

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de los enantiémeros de
duloxetina, econazol y sus mezclas en los medios de cultivo utilizados para la
planta acuatica Spirodela polyrhiza y para el microcrustdceo Daphnia magna, se
incubaron, tanto de manera individual como en mezclas, disoluciones de cada
farmaco a diferentes concentraciones durante 72 h, determinando la
concentracion inicial y final de cada enantiémero por la metodologia quiral EKC

optimizada.

En el caso de la planta acuatica Spirodela polyrhiza, se observé que tanto el
racemato de duloxetina como sus enantiomeros veian disminuida su
concentracion en porcentajes de hasta un 79 % en condiciones abidticas cuando
duloxetina se encontraba de forma individual. En estas mismas condiciones,
econazol (racemato y enantiémeros) ve reducida su concentraciéon en porcentajes
de hasta un 65%. En condiciones bidticas y en disoluciones individuales,
duloxetina es atin menos estable (reduciendo sus concentraciones hasta un 87 %)
mientras que econazol se comporta de modo similar a como lo hace en
condiciones abidticas. En mezclas binarias, la reducciéon de las concentraciones del
racemato y los enantiémeros de duloxetina fue mayor en condiciones biéticas
(hasta un 83 %) que abiéticas (hasta un 71 %) y las concentraciones de econazol no

fueron detectables ni en condiciones abidticas ni bidticas.
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El estudio de la estabilidad en medios de cultivo de Daphnia magna puso
de manifiesto que econazol reduce su concentracion tras la incubacion con dichos
medios de cultivo hasta valores no detectables, tanto cuando se adiciona de forma
individual a dichos medios como cuando esta presente como mezcla binaria con
duloxetina demostrando que no es estable. La variacion de la concentracion de
duloxetina fue insignificante tanto en condiciones abiéticas como bidticas en
disoluciones individuales de este farmaco, asi como en mezclas en condiciones
abidticas. Sin embargo, en las mezclas con econazol en condiciiones bidticas,
duloxetina vio reducida su concentracién en porcentajes entre 46 y 77 %

dependiendo de las concentraciones iniciales ensayadas de este farmaco.

VI.3.3. Determinacion de la toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas

para la planta acuatica Spirodela polyrhiza y el microcrusticeo Daphnia magna

La determinacién de la toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas
sobre Spirodela polyrhiza y Daphnia magna se llevé a cabo cuantificando las
concentraciones reales de los enantiomeros de ambos farmacos mediante el
método EKC optimizado con este fin. Los valores de EC50 para los dos farmacos
y para sus mezclas sobre Spirodela polyrhiza (a 72 h de incubacién) resultaron ser
inferiores a 1, lo cual indicé que pueden ser calificados como compuestos muy
toxicos de acuerdo con la normativa europea EC1272/2008 [274]. Los menores
valores de EC50 correspondieron a econazol, lo cual corrobora su mayor
toxicidad para este organismo (EC50 = 0.435 mg/L) en comparaciéon con
duloxetina (EC50=0.813 mg/L) y la mezcla binaria (EC50=0.690 mg/L). El calculo
de los indices de combinacién (CI) para la mezcla permitié estudiar el efecto
combinado de ambos farmacos cuando se encuentran en una mezcla, asi como el

tipo de interaccion que tiene lugar. En este caso, se observé un efecto antagonista
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ligero entre EC50 y EC90 y moderado por encima de EC90, y efecto aditivo en la

zona proxima a los valores de EC50.

Del mismo modo, se realizaron estudios de toxicidad sobre Daphnia magna
tras tiempos de exposicion de 24, 48 y 72 h. Como en el caso anterior, los farmacos
y sus mezclas mostraron una alta toxicidad para este organismo con valores de
EC50 a 72 h de 0.08 mg/L para duloxetina, 0.11 mg/L para econazol y 0.07 mg/L
para la mezcla, valores significativamente inferiores a los obtenidos para Spirodela
polyrhiza y que ademads permiten observar que para Daphnia magna el econazol
muestra menor toxicidad que la duloxetina o la mezcla, al contrario de lo que
sucede para Spirodela polyrhiza. En relacién al efecto combinado de los farmacos,
en este caso, se observo una fuerte sinergia a un tiempo de exposicion de 48 h'y a
cualquier nivel de efecto, lo que demostré la alta toxicidad de esta mezcla de

farmacos para Daphnia magna.

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral basado en la planta acuatica
Spirodela polyrhiza constituye la primera contribucién cientifica al estudio de la
ecotoxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas sobre una planta acuética. En
efecto, los tnicos datos descritos para estos fdrmacos corresponden a dos
organismos acuaticos fotosintéticos (la microalga verde Raphidocelis subcapitata y
la microalga verde marina Skeletonema marinoi) y a disoluciones individuales de
cada uno de ellos [275, 276]. En el caso de Daphnia magna, en este trabajo se
aportan por primera vez los datos de toxicidad de mezclas de duloxetina y
econazol para este microcrustdceo, asi como datos de toxicidad de los dos
farmacos y sus mezclas a distintos tiempos de exposicion. Por ello, inicamente se
pudo comparar los valores de EC50 obtenidos en este trabajo para cada uno de los
farmacos estudiados de forma individual (EC50=0.12 mg/L para duloxetina y

EC50=0.24 mg/L para econazol) con los obtenidos previamente por otros autores
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a 48 h de incubacién (EC50=3.35 mg/L para duloxetina y EC50=0.4 mg/L para
econazol) [262]. Las diferencias observadas entre los valores de EC50 para
duloxetina se justifican por el empleo de concentraciones reales de los farmacos
determinadas por EKC en este trabajo mientras que en el mencionado articulo
[262] se utilizaron concentraciones iniciales. De hecho, el empleo de
concentraciones iniciales para econazol en esta Tesis Doctoral (al no ser detectable
en el medio) justifica la menor diferencia entre los valores de EC50 obtenidos en el

presente trabajo y el articulo referenciado [262].

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en la determinacién de la
toxicidad de los farmacos estudiados y sus mezclas para Spirodela polyrhiza, se
llevaron a cabo ensayos en los que se investigd el efecto de los toxicos en la
eficacia fotosintética. Para ello, se midié la emisién de fluorescencia de clorofila
directamente sobre diferentes partes de la planta (brotes, hojas y raices). Se
observo que los porcentajes de inhibicién eran diferentes en funcion de la zona de
la planta estudiada, disminuyendo en el orden siguiente: raices>hojas>brotes,
independientemente de los t6xicos. El econazol fue el téxico que proporcioné la
mayor inhibicién de la fluorescencia seguido de la mezcla y de la duloxetina,
resultados que estdn en concordancia con los valores de EC50 obtenidos. De la
misma forma, se evalud el estrés oxidativo provocado por estos téxicos sobre
Daphnia magna empleando un marcador bioquimico para obtener imégenes
basadas en medidas de fluorescencia. Se observé un aumento de la intensidad de
fluorescencia a medida que aumentaba el tiempo de exposicién, siendo mas
elevada para duloxetina y para la mezcla binaria tras 48 h corroborando la mayor
toxicidad de duloxetina y de la mezcla para este organismo en relacién a

econazol.
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Los resultados obtenidos en este capitulo de la presente Tesis Doctoral han

dado lugar a la redaccioén de dos articulos cientificos:

Articulo 4

“Stability and toxicity studies for duloxetine and econazole on Spirodela polyrhiza using
chiral capillary electrophoresis”.

J. Valimana-Traverso, G. Amariei, K. Boltes, M. A. Garcia, M.L. Marina.

Journal of Hazardous Materials: En primera revision.

Articulo 5

“Enantiomer stability and combined toxicity of duloxetine and econazole on Daphnia
magna using real concentrations determined by capillary electrophoresis”.

J. Valimania-Traverso, G. Amariei, K. Boltes, M. A. Garcia, M.L. Marina.

Journal of Science of the Total Environment: En primera revision.
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Abstract

Stability and toxicity studies for duloxetine and econazole were achieved
using single solutions of each drug and their mixtures. Stability of drugs
racemates and enantiomers was investigated under abiotic and biotic conditions.
Toxicity was evaluated for the first time in this work on Spirodela polyrhiza. EC50
values were calculated for each drug and for binary mixtures. Real concentrations
of the compounds determined by Capillary Electrophoresis were employed in the
calculations and not nominal concentrations. The use of a 25 mM phosphate
buffer (pH 3.0) with 1.5% S-B-CD as chiral selector at a temperature of 30°C and a
separation voltage of -20 kV enabled the simultaneous enantiomeric separation of
duloxetine (Rs 7.9) and econazole (Rs 6.5) in 7.5 min. Decay percentages under
abiotic conditions were higher for duloxetine (80%) than for econazole (60%)
while in presence of Spirodela polyrhiza they increased for duloxetine but not for
econazole. Econazole showed the highest decay percentages under abiotic or
biotic conditions (100%) in the presence of binary mixtures. EC50 values for
duloxetine and econazole enabled to include both compounds within the group of
very toxic compounds although econazole toxicity was higher than that of

duloxetine and that of the binary mixture of both compounds.

Keywords: Aquatic plants; chiral capillary electrophoresis; duloxetine; econazole;

mixture toxicity and stability.

Highlights

* Duloxetine and econazole enantiomers were simultaneously separated by CE

in 7.5 min
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* Real concentrations determined by CE were used in stability and toxicity
studies

» Stability of single drugs and their mixtures under abiotic and biotic
conditions

* Single drugs and their mixture resulted very toxic for aquatic plant

* Toxicological interaction of drugs was studied in the whole range of effect

levels

1. Introduction

Tons of pharmaceuticals are produced worldwide to be consumed by
humans and animals, so they are ubiquitous in the environment. They are
designed to have particular physiological modes of action, and often resist
inactivation before exerting their therapeutic effect, but these same characteristics
are responsible for their bioaccumulation and toxic effects in aquatic and
terrestrial ecosystems. Thus, they represent a potential threat [1], not only for
humans and animals, but also towards non-target organisms [2], being
recognized as emerging pollutants and considered a priority for the main
organizations aimed to the protection of the public and environmental health [1,
2].

More than 60% of the drugs currently used are chiral compounds [3]. The
enantiomers of a chiral drug can present different pharmacokinetics,
pharmacodynamics, toxicity and degradation rates [2, 4] and frequently exhibit
enantioselectivity in their environmental impact and their ultimate fate and
toxicity. Some studies suggest that there is an enantioselective adsorption of chiral
drugs in soils, sludges and sediments that is also affected by pH, temperature,

ionic strength and the presence of co-solutes [2].
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Regulatory agencies recognize pharmaceuticals as emerging pollutants of
environmental concern. However, they ignore their stereochemistry originating
ecotoxicity, bioavailability and accumulation studies incorrectly carried out since
a correct assessment of the environmental risk due to the presence of chiral drugs
requires stability and toxicity studies considering drug enantiomers. Moreover,
the toxicity parameters are generally estimated using nominal or initial test
concentrations of the contaminants, without taking into account the actual
concentrations in the exposure tests. As a result, EC50 values can be greater than
those corresponding to the actual degradation in the environment, both under
biotic and abiotic conditions [5]. In any case, more attention should be paid to

non-target organisms.

In order to achieve the individual determination of the enantiomers of a
chiral drug, chiral separation techniques are mostly employed. Among them,
Capillary Electrophoresis (CE) has shown to have a big potential for enantiomeric
separations due to its high efficiency and its flexibility derived from the use of
chiral selectors in the mobile phase [6]. Moreover, the small amount of reagents
and samples needed to carry out a separation by CE confers to this technique a
high interest from an environmental point of view being considered a clean

analytical technique.

Duloxetine (N-methyl-3-(naphthalen-1-yloxy)-3-(thiophen-2-yl)propan-1-
amine) is a selective serotonin and norepinephrine reuptake inhibitor that is
primarily used to treat depression and anxiety, although it is also prescribed to
treat diabetic peripheral neuropathy, fibromyalgia and chronic musculoskeletal
pain [7]. It is a chiral compound with an asymmetric carbon and although both
enantiomers are active, it has been shown that the S-enantiomer has a higher

activity than the R-enantiomer [7], so it is marketed as a pure enantiomer.
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Econazole (1-[2-[(4-chlorophenyl)methoxy]-2-(2,4-dichlorophenyl) ethyl]
imidazole) is an antifungal drug for topical use, derived from imidazole, which is
used for the treatment of cutaneous mycoses as candidiasis and different kinds of
ringworm [8]. It is a chiral compound with an asymmetric carbon that is
commercialized as a racemate although, for conazole type fungicides, the R-

enantiomer shows a higher activity than the S-isomer [9].

Evaluation of drugs stability is important and common practice in
industrial pharmaceutical formulation. Previous studies were focused on the
identification of degradation products of drugs under abiotic stress conditions
such of hydrolysis, oxidation, photolysis and thermal degradation. Regarding
duloxetine, it is highly sensitive to acid alkaline and neutral hydrolysis acid and
also to photodegradation (UV and visible spectra) but not to thermal treatment
and oxidation [10, 11]. In the case of econazole, a study reported its stability
against neutral, acidic and alkaline hydrolysis, oxidation and thermal degradation
[12]. Regarding ecotoxicity of both drugs, Minguez et al. [13] evaluated acute
effect of individual compounds on different organisms paying special attention to
photosynthetic microalgae for which both compounds can be considered highly
toxic. The EC50 values for the freshwater algae Raphidocelis subcapitata were 0.37
mg/L for duloxetine and 1.37 mg/L for econazole. Minguez et al. [14] predicted
toxicity in multicomponent mixtures of antidepressants (including duloxetine) by
applying the Concentration Addition (CA) model using the data of individual
compounds, to describe combined toxicity with accuracy in most cases evaluated.
The only article dealing with the study of ecotoxicity using an aquatic plant was

achieved in Lemna minor for the azole compound climbazole [15].

This work was aimed to achieve stability and toxicity studies for

duloxetine and econazole in individual solutions and binary mixtures under the
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conditions used in the ecotoxicity test. Stability of drugs racemates and
enantiomers was investigated under abiotic and biotic conditions and toxicity was
evaluated for the first time on the aquatic plant Spirodela polyrhiza. Real
concentrations were determined by an optimized chiral CE method. Toxicological
profiles of individual drugs and interactions in their mixtures were studied by

Combination Index (CI)-isobologram equation as in our previous works [16, 17].

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Ortophosphoric acid 85%, sodium hydroxide (NaOH), sulfated-p3-CD (S--
CD) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Hydrochloric
acid (HCI) 37% and methanol (MeOH) were from Scharlau Chemie (Barcelona,
Spain). Water used to prepare solutions was purified through a Milli-Q System
from Millipore (Bedford, MA, USA). Standard compounds with high purity (99%)
were purchased: (R,S)-duloxetine HCI from IS Chemical Technology (Shanghai,

China) and (R,S)-econazole nitrate from Sigma-Aldrich.

2.2. Biological material and pre-culture conditions

Spirodela polyrhiza duckweed as "dormant vegetative buds™ (called turions)
and concentrated solution for nutritive medium were obtained from the MicroBio
Tests Inc. (Belgium). The growth conditions were based on International Standard

ISO 20079 (ISO DIS 2005) for Lemna toxicity tests with a few modifications.

Duckweeds were grown in a freshwater inorganic medium (Steinberg).
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Turions were germinated for 3 days in a petri dish containing 5ml of (Steinberg)
growth medium using a growth chamber (IBERCEX, Spain) with a continuous
illumination at 6000 lux, under static conditions, and temperature was kept at 25

°C.

2.3. Toxicity tests

After germination, freshly and healthy duckweed was used to perform
inhibition tests according to a modified form of the ISO 20079. Exposure
experiments were conducted in transparent 24 well plate containing 2 mL of
culture media supplemented with either no added toxicants (Control) and
predefined concentration of toxicants. One germinated duckweed was placed per
well. The experiments for duloxetine and econazole were performed in the range
0.1-20 mg L-'. The mixtures of duloxetineteconazole were assayed using
concentrations selected on the basis of the EC50 values of the individual
components at 72h of exposure. All exposure experiments were conducted in the
same growth chamber under the same light and temperature conditions cited for
the preculture. Each set of experiments was replicated two times. For
experimental purposes, plants were harvested 24, 48 and 72 h after the start of the
treatment. Both growth rate and confocal images were recorded for each exposure

condition.

2.3.1. Inhibition of fronds area /growth rates

Plant growth, expressed as frond area, was monitored 24, 48 and 72 h after
inoculation by measuring the size of the first fronds of the plants. For each

exposure, images were taken with a digital camera. Total fronds area of each
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plant were measured before and after the experiment by adopting the OECD 221
guideline (OECD, 2002). The images were subsequently analysed using the
software Image ] (National Institutes of Health, USA). Growth rate (GR) was
calculated for each well by using formula GR = Areay - Area; where Areas
represents frond area at the beginning of the experiment (ti) and Areai represents
frond number 24, 48 and 72 h after the start of the exposure (tf). To evaluate the
effect of toxicants on growth, percent inhibition of growth rate (%GR) was
calculated as the difference between the mean growth rate/ fronds area in blank

samples and mean growth rate/ fronds area in presence of target compounds.

2.3.2. Inhibition of chlorophvll fluorescence (CF)

In order to investigate the effect/stress of toxicants on plant physiology or
photosynthesis efficiency, we used chlorophyll fluorescence (CF) quantification
by confocal imaging [18, 19]. For experimental purposes, control and harvested
plants after 72h exposure were used. A laser scanning confocal microscope (Leica
TCS SP5, Germany). Chlorophyll auto-fluorescence was detected in the red
channel (Aexc=488nm; Aem=595-700nm). Data were collected by a computer
attached to the instrument, stored on the hard drive, processed with a Leica TCS
Image Browser. Finally, the intensity of chlorophyll fluorescence was quantified

by processing images of the plant components with Image] professional software.

2.3.3. Stability of exposure concentration

The stability of pollutants under the test conditions were tested. Briefly,
toxicant concentrations were incubated during 72 hours in the same conditions

used in biotic toxicity tests. The abiotic runs were performed in the absence of

305



Estabilidad enantiomérica y toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas por EKC

plants in order to evaluate the sorption of target pollutants. From abiotic runs, it
was evaluated also the effect of light and hydrolysis of compounds into aqueous
reaction media by exposure under continuous light. The sorption capacity of the
plant was calculated from the difference between the concentrations measured in
assays of plant and abiotic runs performed in the absence of plant. Sorption and
other physico-chemical phenomena were estimated by measuring the
concentration of each contaminant in the liquid fraction at the beginning (0 h) and
at the end of the exposure time (72 h). Each assay condition was replicated three

times.
2.4. Equations for the evaluation of toxicity parameters

Toxicity parameters were calculated for individual pollutants and their
binary combination, using the median-effect/combination index (CI)-isobologram

equation, proposed in [20], which is based on the median-effect principle:
)
1-f, \D,

D is a concentration of toxicant that affects a population fraction f.. Dn is the

median effective concentration (EC50). The parameter m accounts for the
sigmoidicity of the dose-effect curve. The combined effect was assessed by using
combined doses over a wide range of effect levels. The combination index (CI)
values were obtained according to the combination index equation, valid form-

chemical combination at x-percentage inhibition [21]:

n (D), n (Dyi_n — {[D];/ ZPD]}
(€D = ~ .
Zi (D) Z,- )i { i/ [1 = Eadi ]} ™
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Where (CI)¥ is the combination index for n chemicals at a certain x inhibition,

{[D]]- / Z]n[D]} is the ratio of a given (j) chemical inducing a x inhibition in

combination and ((Dm)j{(fax)j / [1 — (fax)j]}l/m] is the dose of each compound
alone producing the same effect. CI indicates additivity (CI = 1), synergism (CI <
1) or antagonism (CI > 1). The calculations were performed using CompuSyn

software [22].
2.5. Analytical methods

Buffer solutions were prepared by dissolving the appropriate volume of
phosphoric acid in Milli-Q water and adjusting to pH 3.0 with 1M NaOH. Milli-Q
water was used to complete the volume necessary to reach the desired buffer
concentration. The appropriate amount of S-B-CD was dissolved in the buffer

solution to obtain the BGE.

Stock standard solutions of duloxetine and econazole were prepared by
dissolving each standard in MeOH at a concentration of 1000 mg/L and then
diluting with Milli-Q water until obtaining the desired concentration. All
solutions were stored at 4 °C until use and filtered through a 0.45 pm pore size
nylon filter from Scharlau Chemie and degassed in an ultrasonic bath from Penta

Manufacturing Company (Livingston, NJ, USA) before analysis.

Electrophoretic experiments were carried out on a HP3PCE instrument
from Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) with a diode array detector
(DAD). The detection wavelengths were 200 nm for econazole and 220 nm for
duloxetine with a bandwidth of 5 nm, and response time of 1.0 s when the
quantitation of these compounds was achieved. An intermediate wavelength of

210 nm was also employed to record electrophoregrams for binary mixtures of
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both drugs. The HP3DCE ChemStation (Agilent Technologies) was used to
control the CE system. Uncoated fused-silica capillaries of 50 pm 1.D. (375 pm
O.D.) with a total length of 58.5 cm (50 cm effective length) were from Polymicro
Technologies (Phoenix, AZ, USA).

New capillaries were rinsed (applying 1 bar) with MeOH for 5 min, 1 M
NaOH for 25 min, Milli-Q water for 5 min followed by 5 min with 1M HCI. Each
capillary was conditioned each working day with buffer solution for 20 min and
10 min with the BGE, and at the end of the day, it was flushed with NaOH 0.1 M
and Milli-Q water, both of them for 5 min. In order to ensure the repeatability
between injections, the capillary was flushed with 0.1 M HCl for 2 min, Milli-Q

water for 1 min and BGE for 5 min.

3. Results and discussion

3.1 Optimization of an analytical methodology for the simultaneous separation of

duloxetine and econazole enantiomers by CE

In a previous work of our research team, the simultaneous enantiomeric
separation of six drugs (including duloxetine and econazole) was achieved by CE
using S-B-CD as chiral selector under the following experimental conditions: 25
mM phosphate buffer (pH 3.0), 2% (w/v) S-B-CD, 20°C and -20kV (reverse
polarity) [23]. With the aim of improving the simultaneous enantiomeric
separation of duloxetine and econazole in binary mixtures of these two drugs in
terms of resolution and analysis time, the influence of the concentration of S-3-CD
(0.5, 1.0, 1.5 and 2.0% (w/v)) and phosphate buffer (pH 3.0) (25, 50 and 75 mM),
the temperature (15, 20, 25, and 30°C) and the separation voltage (-20, -25 and -30
kV) was investigated. Values of 1.5% S-p-CD, a 25 mM phosphate buffer (pH 3.0),
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30°C and -20 kV were chosen as optimized conditions under which the
simultaneous enantiomeric separation of duloxetine (Rs 7.9) and econazole (Rs
6.5) was carried out in 7.5 min (Figure 1A). Analytical characteristics of the
developed methodology were evaluated in terms of linearity, precision, accuracy,
LODs and LOQs and results obtained are grouped in Table 1. Adequate
performance was verified for the analytical method with adequate values of
instrumental (RSD<1.9% for migration times and RSD<4.6% for corrected peak
areas) and intermediate (RSD<2.9% for migration times and RSD<3.9% for
corrected peak areas) precision, absence of matrix interferences, recovery values
better than 99% and LODs of 0.2 and 0.3 mg/L for duloxetine and 0.7 and 0.8

mg/L for econazole enantiomers, respectively.

40~ Duloxetine Econazole
W D
g A ' S
g C
E
) 20
8
N S B
§ 104
<
04 A
4 5 6 1 ¢
t (min)

Figure 1. Electropherograms corresponding to the analysis of a mixture of duloxetine and econazole
racemates in presence of light at racemic concentrations of 20 mg/L of each drug in: A) a standard
solution; B) culture medium at zero time; C) culture medium at 72 h incubation (abiotic
conditions); D) culture medium in presence of plant at 72 h incubation. Experimental conditions: 25
mM phosphate buffer (pH 3.0) with a 1.5% S-B-CD at a temperature of 30°C and a separation
voltage of -20 kV; detection at A= 210 nm; effective capillary length 50 cm, internal diameter 50 pm,
hydrodynamic injection 50 mbar x 10 s.
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Table 1. Analytical characteristics of the developed CE method for the
determination of duloxetine and econazole enantiomers.

Duloxetine

Econazole

Enantiomer 1

Enantiomer 2 Enantiomer 1 Enantiomer 2

Precision (RSD)

Concentration (mg/L) 1 1 30 3 10 3 10
Instrumental repeatability (n=9)

tm, RSD (%) 1.7 1.8 1.9 1.9 0.8 2.0 0.9
Ac, RSD (%) 44 4.6 3.6 3.5 4.0 3.6 2.8
Intermediate precission (n=9)

tm, RSD (%) 1.6 1.2 21 21 2.0 29 1.3
Ac, RSD (%) 24 2.3 3.5 29 2.8 3.9 24
External standard

calibration method (n=7)

Range (mg/L) 3-10

Linear equation (bx * a) 0.368x - 0.160 0.367x - 0.177 0.397x - 0.559 0.377x - 0.516

Standard errors S.=0.086, Sp,=0.005 S.=0.081, Sp,=0.004 S.=0.044, Sp,=0.006 S.=0.050, Sp=0.007
Correlation coefficient 0.9989 0.9991 0.9987 0.9986
attxSa -0.160+0.221 -0.177+0.208 -0.55940.113 -0.5160.128
bttxSp 0.386+0.013 0.367+0.010 0.397+0.015 0.377+0.018
Standard additions

calibration method (n=6)

Range (mg/L) 3-10

Linear equation (bx * a) 0.382x - 0.340 0.382x - 0.377 0.390x - 0.767 0.378x - 0.858
Standard errors S.=0.195, Sp=0.016 S.=0.146, Sp=0.012 S.=0.086, Sp=0.007 S.=0.098, Sp=0.006
Correlation coefficient 0.9974 0.9986 0.9975 0.9979
attxSa -0.34040.620 -0.377+0.464 -0.767 £ 0.133 -0.858 + 0.114
bttxSp 0.382+0.051 0.382+0.038 0.390 +0.019 0.378 £0.017
LOD (mg/L) 0.2 0.3 0.7 0.8

LOQ (mg/L) 0.8 1.0 22 2.6
Accuracy

Study of matrix 0.6509 0.2959 0.4596 0.8917
interferences

Concentration (mg/L) 2 30 2 30 4 10 4 10
Recovery (%) 99+3 100 100 £3 102+4 102+3 100+ 99+2 1046

a: intercept; b: slope; Sa: intercept standard deviation; Sp: slope standard deviation; Confidence interval at 95% as

confidence level (n = 9); Enantiomer1: first-migrating enantiomer; Enantiomer2: second-migrating enantiomer;

Ac: corrected area; tm: migration time; LOD: limit of detection; LOQ: limit of quantification.
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3.2 Stability study for duloxetine, econazole and their mixtures under biotic and abiotic

conditions.

In order to study the stability of duloxetine and econazole, individual
solutions for each drug were incubated for three days with the plant culture
medium (see experimental). Initial and final concentrations (after three days)
were determined by CE. Results obtained for the decay percentages for each drug
are shown in Figure 2. It can be observed in Figure 2A that under abiotic
conditions, decay percentages close to 80 and 60 % were observed for duloxetine
and econazole racemates, respectively. Similar decay percentages were observed
for duloxetine enantiomers whereas for econazole enantiomers a slightly different
behaviour was observed for both enantiomers (55 % for enantiomer 1 and 65 %
for enantiomer 2). These results agree with those previously reported by other
authors for duloxetine [10, 11] and azole fungicides (econazole not included) [24]

under abiotic conditions in the presence of light.

In presence of the plant, decay percentages for duloxetine racemate
increased (less significant increases were observed for duloxetine enantiomers)
while this was not the case for econazole for which a similar behaviour was
observed under biotic conditions with respect to that observed in absence of the
plant, being this true for econazole racemate and enantiomers. When mixtures of
duloxetine and econazole were employed, results obtained revealed that under
these conditions econazole showed the highest decay percentages regardless the
abiotic or biotic conditions (100%) for the racemate as well as the enantiomers
(Figure 2B). Decay percentages for duloxetine increased under the presence of the
plant and this was true for the racemate and the enantiomers. Electropherograms
shown in Figures 1C and 1D illustrate the decrease of peak areas corresponding

to duloxetine and econazole under abiotic and biotic conditions, respectively,
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with respect to the electropherogram obtained in the culture medium before

incubation (Figure 1B).

A comparison between Figures 2A and 2B shows that decay percentages
for duloxetine decreased when they were determined using mixtures with
econazole with respect to the use of solutions of the single drug. However, for
econazole the contrary was observed since an important increase in the decay

percentages were observed in any case.

A m Duloxetine abiotic  m Duloxetine biotic Econazole abiotic  m Econazole biotic
120
79 77 83 79 84
g & 65
< 60 60 55 59 I 61
& 60 I I
3
0 40
20
0
racemic enantiomer 1 enantiomer 2
B m Duloxetine abiotic = Duloxetine biotic Econazole abiotic  m Econazole biotic
120
100 100 100 100 100 100
100 i e it
82 81 83
2 80 70 70 71
> 60
g
40
20
0
racemic enantiomer 1 enantiomer 2

Figure 2. Percentages of decay for the racemates and the enantiomers of
duloxetine and econazole under abiotic and biotic conditions. Results obtained for
A) solutions containing a single drug. B) Solutions with both drugs. Each
percentage is the average of three results. Error bars correspond to a 95%
confidence interval.
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Since these results were observed under abiotic and biotic conditions, they
suggested a possible effect derived from the coexistence of both drugs in the
solution showing the relevance of carrying out this kind of studies in

multicomponent samples.

3.3. Evaluation of the toxicity of the enantiomers of duloxetine and econazole and their

mixtures.

The toxicity of duloxetine, econazole and their mixtures was evaluated for
the first time in this work on Spirodela polyrhiza. Moreover, real concentrations of
the compounds (as the sum of the concentrations of the two enantiomers
determined by CE for each compound) were employed in the calculations and not

initial concentrations. Results obtained are shown in Table 2.

Table 2. Dose-effect relationship parameters of individual compounds and binary
mixtures on Spirodela polyrhiza ecotoxicity tests.

Individual compounds ECz (ing/L) ECs0 (ng/L) ECgs (ing/L)
Duloxetine 0.434+0.05 0.813+0.06 3.084+0.04
Econazole 0.177+0.03 0.435+0.04 2.934+0.05
Binary mixture EC» (mg/L) ECso (mg/L) ECos (mg/L) CI
Duloxetine/Econazole 1.071+0.05 0.690+0.06 1.248+0.04 1.104+0.08

EC20, ECsp and ECos, are the doses (in mg/L) that foliar growth by 20%, 50% and 95%, respectively.
These values are expressed with their confidence intervals at 95 %. CI <1, CI =1, and CI > 1 indicate
synergism, additive effect and antagonism, respectively. All these parameters are indicated with

95% confidence interval. CI value included in this table corresponds to a level of 50 % inhibition.
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It can be observed that EC50 values for duloxetine and econazole were
lower than 1 which according to the European Regulation (EC 1272/2008)
enabled to include both compounds within the group of very toxic compounds.
However, econazole toxicity was higher than that of duloxetine and also higher
than the binary mixture of both compounds which is also corroborated by the
EC20 value for econazole that is as low as 0.177 mg/L. Although legal regulations
do not include the mixtures of compounds, it is worthy to highlight that EC50
was also lower than 1 for the binary mixture of duloxetine and econazole
indicating their danger character. The combination index was also calculated for
the binary mixture. Results are grouped in Figure 3 which shows that the mixture
exhibits antagonism which can be slight (from EC50 to EC90) or moderate above
EC90. In the zone up to EC50 values a nearly additive effect could be observed.

1.8 4
1.6 4

1.4 4

1.0

0.8 1
0.6 1

Combination index

0.4 4

4
0.2 4

0.0

0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 0.9 1

fa (1/INH %)

Figure 3. Combination index calculated for different effect levels in binary
mixtures of duloxetine and econazole. Error bars correspond to a 95% confidence
interval.
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These results were corroborated when the chlorofill fluorescence emission
was measured for buds (at 24 h incubation), leaves and roots at different
concentrations of duloxetine and econazole in single solutions of each drug and
mixtures of both. Table 3 groups the inhibition percentages of the fluorescence
emission for EC50 values. Significantly different values for inhibition percentages
were obtained for buds, leaves and roots being these percentages the highest for
roots followed by leaves and by buds, for which the lowest inhibition percentages
were observed regardless the toxic considered. Regarding the effect of each drug
or the mixture, the highest inhibition percentages were observed for econazole
and this was in agreement with the lowest EC50 value obtained for this
compound as mentioned before. Moreover, the mixture caused inhibition
percentages generally higher than duloxetine alone. Figure 4 illustrates the
confocal images for these three samples at EC50 values for the drugs and the
binary mixture compared with the control. In addition to the effect of
fluorescence inhibition, it could also be observed a change in the aspect of the
vegetal cells that loss their hexagonal appearance in the case of buds and leaves

(see Figure 4).

Table 3. Inhibition percentages of chlorophyll fluorescence emission by confocal
images of the plant for EC50 values of individual and binary mixture solutions.
Each percentage is expressed with its confidence interval at 95%.

Compounds Buds Leaves Roots
Duloxetine 12+0.9 61+1.1 65+1.3
Econazole 18+1.6 70£0.6 78+0.9

Duloxetine/Econazole

. . 13 £1.2 650.8 70+1.2
binary mixture
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Drug Bud Leaves Roots
concentrations

0

Control assay

EC50

Duloxetine

EC50

Econazole

EC50 mixture

Duloxetine

+

Econazole

Figure 4. Confocal images illustrating the inhibition of the chlorofill natural
fluorescence emission of Spirodela polyrhiza incubated with the drugs and their

binary mixture at EC50 values.
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The results obtained in this work are the first described for duloxetine,
econazole and their mixtures using an aquatic plant. No previous results were
reported for comparison. In fact, as far as we know, only EC50 values for these
drugs in individual solutions were previously reported for two aquatic
photosynthetic organisms (the fresh water green microalgae Pseudokirchneriella
subcapitata (recently renamed as Raphidocelis subapitata), the marine green
microalgae Skeletonema marinoi) [13, 14, 25]. As expected, different EC50 values
were obtained for these two algae (0.37 and 1.9 for duloxetine and 1.37 and 0.04
for econazole, respectively) being these differences justified by the use in our
work of real (and not nominal) concentrations, the different experimental

conditions, and the distinct organisms employed in these studies.

4. Conclusions

Stability and toxicity studies were achieved for duloxetine and econazole
using single solutions of each drug and their mixtures and the real concentration
of these compounds determined by a Capillary Electrophoresis method optimized
in this work. This method was based on the use of a 25 mM phosphate buffer (pH
3.0) with 1.5% S-pB-CD as chiral selector at a temperature of 30°C and a separation
voltage of -20 kV and enabled the simultaneous separation of duloxetine and
econazole enantiomers in 7.5 min with enantiomeric resolutions for each drug of
79 and 6.5, respectively. Stability evaluation for drugs racemates and
enantiomers under abiotic and biotic conditions enabled to observe different
decay percentages for both drugs in individual solutions as well as in binary
mixtures being the highest decay percentage values obtained in the presence of
the plant and for the binary mixture. Toxicity for both drugs was evaluated for

the first time in this work on Spirodela polyrhiza. EC50 values calculated for each
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drug and for their binary mixtures enabled to include both compounds within the
group of very toxic compounds although econazole toxicity was higher than that
of duloxetine and that of the binary mixture of both compounds. The study of
combined effect of drugs also revealed slight to moderate antagonism above the
EC50 value and additivity below EC50, showing a different profile which must be

taken into account in risk assessment for aquatic environments.
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Abstract

Enantiomer stability was investigated in this work for the first time for
duloxetine and econazole in individual solutions and their mixtures under the
standardized ecotoxicity test experimental conditions for Daphnia magna and
abiotic conditions. Real (and not nominal) enantiomer concentrations were
employed for calculations since their determination was achieved by Capillary
Electrophoresis. Relevant differences were found in stability profiles for both
drugs in any case. Toxicity was evaluated for the first time in this work for
mixtures of duloxetine and econazole on Daphnia magna. Dose-effect parameters
were calculated at different exposure times (24, 48, and 72 h) showing a
significant inhibition of daphnids mobility when increasing the incubation time.
Combination index values enabled to obtain the type and level of interaction of
drugs with the organism. A strong synergism was observed at 48 h exposure time
and any effect level, which demonstrated the high toxicity of the drug mixture
compared with the individual drug solutions. These results were corroborated

when evaluating the oxidative stress using fluorescence images.

Keywords: Daphnia magna, duloxetine, econazole, enantiomer stability, mixture

toxicity.

Highlights

» Stability of each drug or mixture was evaluated under abiotic and biotic
conditions.

» Toxicity of both drugs and their mixtures for Daphnia magna was established.
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* Real concentrations of drug enantiomers were determined by chiral CE.

* Strong synergism observed for drug mixture at 48 h exposure and any effect

level.

1. Introduction

The wide use of pharmaceuticals for human and animal disease treatment
has originated their presence in the environment and their consideration as
emerging pollutants. A lot of work has been carried out to evaluate the presence
of these pollutants in water or soil samples. However, although the increasing
pollution has mainly impact on ground and surface waters or soils, biota is also
affected without having paid considerable attention to the risk that these
emerging pollutants could suppose for the metabolism and hormonal balance of
non-target organisms (Weber et al., 2016; Sanganyado et al., 2017) even when they

are at as low concentrations as ng/L and ng/L (Sanderson et al., 2003).

An example of a non-target organism is Daphnia magna, a freshwater
organism belonging to the microcrustacean family (Minguez et al., 2016) that can
be found in lakes, rivers and rocky pools. Its lifespan depends on the
environmental conditions, such as temperature, food availability (since this
organism is fed with algae, bacteria and detritus), and the presence of pollutants
(Animal Diversity Web, 2014). Daphnia magna is an indicator organism for water
quality and it is employed in test of water toxicity. It is noteworthy to stand out
that this organism can degrade chiral compounds by means of estereospecific
enzymatic processes with a variation in their enantiomeric ratio (Stanley et al.,

2006). In addition, Daphnia magna possesses transparent physiology (Paul et al.,
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1997) that allows to carry out non-invasive assays in order to investigate changes

in the organism during the toxic process (Colmorgen and Paul, 1995).

Duloxetine (N-methyl-3-(naphthalen-1-yloxy)-3-(thiophen-2-yl)propan-1-
amine) belongs to the family of selective serotonin and norepinephrine reuptake
inhibitors that affect neurotransmitters in order to restore the balance in brain and
treat depression and anxiety disorder (MedicineNet, 1996). It is a chiral
compound that possesses two active enantiomers although with different activity,
being higher the activity of the S-enantiomer (Wong et al., 1993), reason that has
originated its commercialization as pure enantiomer. Econazole (1-[2-[(4-
chlorophenyl)methoxy]-2-(2,4-dichlorophenyl) ethyl] imidazole) is a chiral drug
belonging to imidazole family, with antimicrobial activity, that is widely
employed as antifungal in the treatment of mycosis infections (Heel et al., 1978). It
is also used in different kinds of ringworm (Instituto Quimico Biolégico, 2004),
being commercialized as racemate although the antifungal activity has been
reported only for the R-enantiomer (Furuta and Doi, 1994). Stability studies were
carried out for pharmaceutical production for duloxetine and econazole.
Duloxetine is degraded under acid, alkaline and neutral hydrolysis (Chadha et al.,
2016) and under UV photodegradation (Datar and Waghmare, 2014) and it
remains stable under thermal and oxidative stress conditions (Chadha et al.,
2016). Econazole demonstrated full stability under several stress conditions when
neutral, acidic and alkaline hydrolysis were employed at high temperatures
(90°C) as well as with thermal degradation, showing instability only under
oxidation conditions (Baker et al, 2016). Moreover, in the context of
environmental studies, it has been shown that econazole bioaccumulates and has

a low biodegradability (Lindberg et al., 2010; Jean et al., 2012).
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Enantiomers of chiral compounds possess identical physical and chemical
properties in a symmetrical environment. However, when they are present in a
chiral biological environment, they can exhibit different enantiospecific biological
activity with differences between the enantiomers that can reach 500-fold in some
cases such as [-blockers (Ma et al, 2014). The different pharmacokinetics,
pharmacodynamics, toxicity and degradation rates (Sanganyado et al.,, 2017),
confer a high interest to the investigation of the stability and toxicity for the
individual enantiomers of chiral drugs under abiotic and biotic conditions.
However, this study requires to have analytical tools able to determine the
individual concentrations of these enantiomers. In this context, Capillary
Electrophoresis (CE) is considered one of the most powerful techniques to achieve
the separation of enantiomers. With this aim, a chiral selector has to be added to
the separation media in the most frequently employed chiral separation mode,

which is Electrokinetic Chromatography.

Although Minguez et al. (Minguez et al., 2016) studied the ecotoxicity of
duloxetine and econazole on Daphnia magna, this study was performed using
nominal and not real concentrations of each drug for the determination of the
EC50 values in solutions containing only one of both drugs and not their

mixtures.

In this work, real concentrations of duloxetine and econazole were
determined by CE in culture medium for Daphnia magna under abiotic and biotic
conditions in order to make possible the individual evaluation of the toxicity of
these drugs in single drug solutions and their mixtures. In addition, the
individual estimation of the stability of drug enantiomers was also carried out in

single drug solutions and their mixtures and under abiotic and biotic conditions.
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals

High purity standards (>99%) of (R,S)-duloxetine HCI and of (R,S)-
econazole nitrate were from IS Chemical Technology (Shanghai, China) and from
Sigma-Aldrich, respectively. Sulfated-B-CD (S-p-CD), sodium hydroxide (NaOH),
and ortophosphoric acid 85% were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Hydrochloric acid (HCI) 37% and methanol (MeOH) were from Scharlau Chemie
(Barcelona, Spain). 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (H>DCFDA, 297%) was
acquired from Sigma Aldrich. Water used to prepare solutions was purified

through a Milli-Q System from Millipore (Bedford, MA, USA).

2.2. Enantiomeric determination of duloxetine and econazole by CE

A HP3PCE instrument from Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA)
with a diode array detector (DAD) was employed. The electrophoretic system
was controlled by HP*PCE ChemStation software and included the data collection
and analysis. Separations were performed in an uncoated fused-silica capillaries
of 50 um L.D. (375 um O.D.) with a total length of 58.5 cm (50 cm effective length)
purchased from Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA). The detection
wavelengths were 200 nm for econazole and 220 nm for duloxetine with a
bandwidth of 5 nm, and response time of 1.0 s when the quantitation of these
compounds was achieved. An intermediate wavelength of 210 nm was also

employed to record electropherograms for binary mixtures of both drugs.
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The preparation of stock standard solutions of duloxetine and econazole
was carried out by dissolving each compound in MeOH at a 1000 mg/L
concentration and diluting with Milli-Q water to obtained the desired
concentration. All solutions were stored at 4 °C until use, and filtered (through a
0.45 um pore size nylon filter from Scharlau Chemie) and degassed (in an
ultrasonic bath from Penta Manufacturing Company (Livingston, NJ, USA)),

before use.

In order to prepare buffer solutions, the appropriate volume of phosphoric
acid was dissolved in Milli-Q water and the pH was adjusted at pH 3.0 with 1M
NaOH. Milli-Q water was added to complete the volume necessary to reach the
desired buffer concentration. The appropriate amount of S-B-CD was dissolved in

the buffer solution to obtain the background electrolyte (BGE).

When new capillaries were employed, a special procedure was followed
which involved rinsing with MeOH for 5 min, 1 M NaOH for 25 min, Milli-Q
water for 5 min followed by 5 min with IM HCI (at 1 bar pressure). At the
beginning of each working day, the capillary was conditioned with buffer
solution for 20 min and 10 min with the BGE. At the end of the day, it was flushed
with NaOH 0.1 M and Milli-Q water, both of them for 5 min. Between injections,
the capillary was flushed with 0.1 M HCl for 2 min, Milli-Q water for 1 min and
BGE for 5 min.

The separation and determination of duloxetine and econazole
enantiomers were achieved using a 25 mM phosphate buffer (pH 3.0) containing
1.5% S-B-CD at a temperature of 30°C and reverse polarity at -20 kV.
Hydrodynamic injection of standard solutions and samples was carried out at 50

mbar for 10 s. Seven standard solutions for duloxetine racemate (2, 12, 20, 30, 40,
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50, 60 mg/L) and six for econazole racemate (6, 8, 12, 15, 18, 20 mg/L) were
employed for quantitation of both compounds using the external calibration
method. Calibration by the standard addition method was achieved by adding
similar concentrations employed for external calibration to culture medium
samples for Daphnia magna. Comparison of slope values for both calibration
methods was performed using Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics

Centurion, 2013) which was also employed for other statistical data analysis.

2.3. Biological material and pre-culture conditions

Daphnia magna eggs and concentrated solution for nutritive medium were

obtained from the MicroBio Tests Inc. (Belgium).

Eggs were incubated in the nutritive medium at a temperature of 20+1 °C
with a continuous illumination at 6000 lux inside a growth chamber acquired

from IBERCEX, S.L. (Spain), with the aim of achieving the hatching.

The stability of duloxetine and econazole was evaluated under abiotic and
biotic conditions using toxicant concentrations ranging from 3 to 30 mg/L. The
abiotic runs were carried out in the absence of daphnids, in order to evaluate the
possible hydrolysis of compounds into aqueous reaction media and the effect of
the variation of any physico-chemical parameter. Concentration of each
contaminant in the liquid fraction was determined at the beginning (0 h) and
along the exposure time (24, 48 and 72 h). Each assay condition was replicated

three times.
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2.4. Toxicity tests

Once the eggs hatching was carried out, toxicity bioassays with neonates
of 24 h of lifetime were developed in accordance with the international standard
OECD 202 Guideline (OECD, 2004). The experiments were conducted in plates
containing 5 neonates and 10 mL of culture media supplemented with either no
added toxicants (Control) and predefined concentration of toxicants, per
quadruplicate, being all sets of experiments conducted under darkness. Both
pollutants were first assayed in the range 0.1-20 mg/L and mixtures were tested
based on the EC50 values of the individual components at 24 h of exposure. Acute
toxicity was expressed by the EC50 value, being this the concentration provoking
the immobilization of 50% of organisms during the exposure time (24, 48 and 72

h), using the control experiment as the reference with 0% of inhibition.

2.5. Evaluation of oxidative stress

The toxicity of the target compounds was also evaluated in terms of
Reactive Oxygen Species (ROS) amount produced in D. magna by H>DCFDA
assay (Galdiero et al., 2017). In brief, after exposure to toxicants at the EC50
concentration, as previously described in section 2.4, 10 daphnids were taken and
incubated with 1 mL of 10 mM H>DCFDA for 2 h at 20°C in the dark. ROS level
was monitored by fluorescence (excitation wavelength of 350 nm and emission

wavelength of 600 nm) using a Confocal Microscope Leica TCS SP5 (Germany).

332



Estabilidad enantiomérica y toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas por EKC

2.6. Equations for the evaluation of toxicity parameters

The median-effect/combination index (Cl)-isobologram equation, was
used the calculation of toxicity parameters. This equation proposed by Chou and

Talalay (Chou and Talalay, 1984) is derived from mass-action law:
)
1-f, \D,

D is a concentration of drug that provokes damage on a population

fraction f.. D is the median effective concentration (EC50) and the parameter m

accounts for the shape of the same dose-effect curve.

EC50 and m values are used for calculating the CI values; CI <1, =1, and
>1 indicate synergism (S), additive effect (Add), and antagonism (A), respectively.
EC10, EC50 and EC95, are the doses required to inhibit 10, 50 and 95%,
respectively. Computer software CompuSyn (Chou and Martin, 2005) was used

for automated calculation and simulation.

To the evaluation of the combined effect of duloxetine and econazole, it
was tested mixtures of pollutants in 1:1 fixed constant ratio based on the EC50
values of single drugs for 24h of exposition time, over a wide range of effect
levels. Calculation of the CI values was done according to the combination index

equation (Chou, 2006):

D

N n (D) n (Dx)1-n {2111[]])]}
ol
- (fax)j]
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Where (CI)? is the combination index for n chemicals at a certain x%
inhibition (e.g., mobility of daphnids), (Dy)1—y, is the sum of the concentrations of

n toxicants exerting x % of inhibition in combination {[D] i/ Z?[D]} is the ratio of

a given (j) drug inducing a x% inhibition in combination and (Dy)i{ (fax);/ [1-

(fax)j]}l/m] is the dose of each compound alone producing the same effect. CI
indicates additivity (CI = 1), synergism (CI < 1) or antagonism (CI > 1). The

calculations were performed using CompuSyn software (Chou and Martin, 2005).
3. Results and discussion

3.1 Analytical characteristics of the CE method employed for the simultaneous

determination of duloxetine and econazole enantiomers

In a previous work of our research team (Valimana-Traverso et al., 2019) a
CE method was optimized enabling the simultaneous enantiomeric separation of
duloxetine and econazole in 7.5 min with enantiomeric resolutions of 7.9 and 6.5,
respectively. The experimental conditions employed are detailed in Materials and
Methods (see section 2.2). In order to assure the adequate performance of this
method to analyse duloxetine and econazole enantiomers in the culture medium
samples employed in this work under abiotic and biotic conditions, the analytical
characteristics of this method were evaluated. As linearity was assessed in our
previous work using standard solutions (linear range from 1.8 to 60 mg/L for
duloxetine and from 4.8 to 20 mg/L for econazole), in this work, precision,
accuracy, LOD and LOQ, and the existence of matrix interferences were evaluated
using the culture medium of Daphnia magna under abiotic and biotic conditions.

To assess method variability related to the incubation process with duloxetine
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and econazole mixtures in the culture medium of Daphnia magna, precision was

expressed as repeatability and intermediate precision at two concentration levels.

As shown in Table 1, repeatability (expressed as RSD values) was better
than 1.3 % for migration times and lower than 2.5 % for corrected peak areas, both
for duloxetine and econazole enantiomers. RSD values obtained for intermediate
precision were lower than 1.6 % for migration times and 2.8 % for corrected peak
areas for drug enantiomers. The study of matrix interferences was carried out by
comparison of the slopes obtained by the external and the standard addition
calibration methods. No statistically significant differences existed (p value>0.05)
between these slope values showing the absence of matrix interferences and the
possibility of using the external calibration method for the quantitation of
duloxetine and econazole enantiomers (see Table 1). Finally, average recovery
values at two concentrations levels ranged from 98 to 102 % for duloxetine and
from 98 to 104 % for econazole assuring method accuracy, and LOD and LOQ
values were close to 0.4 and 1.3 mg/L for duloxetine enantiomers and close to 1.1

and 3.6 mg/L for econazole enantiomers, respectively.
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Table 1. Precision, study on the existence of matrix interferences, LOD, LOQ, and accuracy of the

CE method, evaluated using the culture medium of Daphnia magna under abiotic and biotic

conditions.

Duloxetine

Econazole

Enantiomer 1

Enantiomer 2

Enantiomer 1

Enantiomer 2

Precision!

Concentration (mg/L)

Repeatability (n=6)?

tm, RSD (%)

0.3 1.0

0.8 13

1.0 11

11 13

Ac, RSD (%)

1.0 2.5

1.2 2.5

2.0 2.3

24 2.2

Intermediate precision
(n=9)3

tm, RSD (%)

0.4 12

0.9 1.5

13 14

13 1.6

A, RSD (%)

11 2.8

14 27

21 2.6

2.8 24

Standard additions
calibration method
(n=6)

Range (mg/L)

Equation
(bx £ a)

0.361x - 0.202

0.370x - 0.270

0.396x - 0.878

0.372x - 0.784

Standard errors

S.=0.154, Sb=0.012

S.=0.194, S,=0.016

S.=0.048, S,=0.007

S.=0.044, S,=0.006

Correlation coefficient

®) 0.9982 0.9972 0.9976 0.9977
axtxSa -0.202+0.490 -0.270+0.617 -0.878 +0.133 -0.784 +0.122
bttxSy 0.361+0.038 0.370+0.051 0.396 +0.019 0.372+0.017

LOD (mg/L) 0.3 04 1.0 11
LOQ (mg/L) 1.0 13 33 3.6
Accuracy
Study of matrix
interferences 0.5528 0.8285 0.8765 0.5925
p-value of t test
Concentration (mg/L) 2 30 2 30 4 10 4 10
Recovery (%) 98+3 101+ 4 100+ 1 1025 1025 98+4 1013 104+ 6

1 Precision: This variability included the incubation process with duloxetine and econazole mixtures in culture
medium of Daphnia magna organisms. 2Six consecutive injections of the culture medium of Daphnia magna with
a mixture of duloxetine and econazole racemates. 3 Three replicates of the culture medium of Daphnia magna
with a mixture of duloxetine and econazole racemates were injected in triplicate.
a: intercept; b: slope; Sa: intercept standard deviation; Se: slope standard deviation; Confidence interval at 95%

as confidence level (n

= 9); Enantiomerl: first-migrating enantiomer; Enantiomer2: second-migrating

enantiomer; Ac: corrected peak area; tm: migration time; LOD: limit of detection; LOQ: limit of quantification.
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3.2 Stability of duloxetine and econazole enantiomers and their mixtures

The stability of duloxetine and econazole enantiomers was evaluated in
individual solutions of each drug under abiotic and biotic conditions. It was
observed that the variations of duloxetine concentrations were negligible in any
case while econazole was not stable disappearing after incubation with the
culture medium and in the presence of daphnis (results not shown). Similar
results were obtained for econazole when mixtures of duloxetine and econazole
enantiomers were incubated under abiotic and biotic conditions (Figures 1C and
1D).

40- Duloxetine Econazole
,JN_WJ\JL\ML/ D

30

20+

104

Absorbance (MAU)
w

N
o
o
~
©

t (min)

Figure 1. Electropherograms corresponding to the analysis of a mixture of duloxetine and econazole
racemates at racemic concentrations of 20 mg/L of each drug in: A) an aqueous standard solution;
B) culture medium at zero time; C) culture medium at 72 h incubation (abiotic conditions); D)
culture medium in presence of Daphnia magna at 72 h incubation. Experimental conditions: 25 mM
phosphate buffer (pH 3.0) with a 1.5% S-B-CD at a temperature of 30°C and a separation voltage of -
20 kV; detection at A= 210 nm; effective capillary length 50 cm, internal diameter 50 um,

hydrodynamic injection 50 mbar x 10 s.
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However, stability profiles for racemic duloxetine and each of its
enantiomers were different in mixtures of both drugs after 72 h incubation under
abiotic (Figure 2A) and biotic conditions (Figure 2B) and different racemate initial
nominal concentrations. It was observed that in absence of Daphnia magna, the
concentration of each duloxetine enantiomer is stable with variations lower than
0.4% of the initial nominal concentration (see Figure 2A). Nevertheless, in the
presence of Daphnia magna, a concentration decay was observed for racemic
duloxetine as well as for the individual enantiomers (Figure 2B). Decay
percentages for duloxetine enantiomers ranged from 46 to 77 % depending on the
initial nominal concentrations assayed. In fact, for the lowest initial nominal
concentrations (3 and 7 mg/L racemate), duloxetine concentrations after
incubation could not be determined because they were lower than the LOQ of the

analytical method.
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Figure 2. Stability profiles for racemic duloxetine and its enantiomers after 72 h
incubation under abiotic (A) and biotic conditions (B) in mixtures of duloxetine
and econazole at different initial nominal concentrations of both racemic drugs.
Each percentage is the average of three results. Error bars correspond to a 95%

confidence interval.
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3.3. Toxicity of duloxetine and econazole mixtures.

The toxicity of mixtures of duloxetine and econazole on Daphnia magna
was determined for the first time in this work, and compared with the toxicity
evaluated for single drug solutions. Table 2 groups the values of the toxicity
parameters for the mixtures and the single solution of each drug, in both cases for
24, 48 and 72 h of exposure time. Real concentrations determined by CE were
employed for calculations for both drugs although in the case of econazole only
initial concentrations could be used since this drug disappeared after incubation.
It can be observed that EC50 values measured for single drug solutions decreased
with the incubation time for both compounds. In fact, EC50 values were a 73%
lower for duloxetine and a 36 % for econazole at 48 h incubation time referred to
the typical reference time for Daphnia magna mobility test (24 h incubation time).
Decreases of 82 % and 85 % were observed for duloxetine and econazole,

respectively, when an incubation time of 72 h is considered.

These results show the high toxicity of duloxetine and econazole
according to the European Regulation EC 1272/2008 (EC, 2008), although
duloxetine toxicity was higher than that of econazole. EC50 values obtained in
this work could be compared with those determined previously by other authors
but only for 48 h incubation time (Minguez et al., 2016). In the case of duloxetine,
an EC50 value of 3.35 mg/L was previously reported (Minguez et al., 2016) which
was considerably higher than that obtained in this work (0.12 mg/L). However,
differences for EC50 values were lower in the case of econazole (0.4 and 0.24
mg/L in (Minguez et al., 2016) and in this work, respectively). The highest
differences in the EC50 values for duloxetine with respect to the previous work

(Minguez et al.,, 2016) could be explained by the use of real concentrations
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determined in this work by CE while nominal concentrations were used for
calculations in the previous work. In fact, these differences in EC50 values
decreased for econazole for which initial concentrations were used in this work as

this drug disappeared as explained above.

Table 2. Dose-effect relationship parameters and mean combination index (CI)

values of duloxetine (D), econazole (E) and their mixtures for toxicity tests.

SINGLE TOXICANT
Duloxetine Econazole
Exposure Dose-effect parameters Dose-effect parameters
time (h) ECso ECso
(mg/L) " Co (mg " '
24 0.45+0.01 1.0+0.1 0.98 0.73+0.02 3+1 0.90
48 0.12+0.01 0.8+0.2 0.89 0.24+0.01 1.6x0.3 0.93
72 0.08£0.01  0.9£0.2 096 | 0.11£0.01 1.740.4 0.96
BINARY COMBINATION DULOXETINE AND ECONAZOLE
Dose-effect parameters CI values
E>.<posure ECa
time (h) (mg/L) m r EC1o ECso ECos
24 2524002  0.43+0.02 0.98 0.09+0.01 3.86£0.05 977+1
48 0.04+0.01 1.6+0.8 0.90 0.39+0.02 0.21+0.01 0.15+0.02
72 0.07+0.01 1.840.6 0.91 1.07+0.01 0.67+0.02 0.50+0.03

Regarding the mixtures of duloxetine and econazole, EC50 values
decreased when increasing the incubation time, as previously observed for the
single solution of each drug, with EC50 values up to 98 % lower than that

obtained for 24 h (see Table 2). Table 2 also shows the higher toxicity of the
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mixtures at 48 h incubation time compared with the single drug solutions.
Regarding the combination index, Figure 3 shows that this parameter is lower
than 1 at any effect level for 48 h incubation time (Fig. 3B) contrary to that
observed for 24 (Fig. 3A) and 72 h (Fig. 3C) showing the synergism existing
between both drugs at 48 h incubation time. At short exposure times (Fig. 3A), the
interaction profile is different from that obtained at 48 h with synergism effect
only until 0.3 effect level. Similarly, Fig. 3C shows that synergism occurs up to

0.75 effect level with antagonism appearing when increasing this variable.

These results showing the different interaction profiles for the drug
studied in this work with Daphnia magna agree with those previously obtained by
our research team for the same compounds and the aquatic plant Spirodela
polyrhiza (Valimana-Traverso et al.,, 2019) and also for other organisms (green
alga, cyanobacteria (Gonzalez-Pleiter et al., 2013), and biological activated sludge
(Amariei et al., 2017), and other drug mixtures such as a combination of five
antibiotics (amoxicillin, erytromycin, levofloxacin, norfloxacin and tetracycline)
(Gonzalez-Pleiter et al., 2013), and a binary mixture containing an antimicrobial
(triclosan) and a non-steroidal antiinflamatory drug (ibuprofen)) (Amariei et al.,
2017) using in all these cases the combination index model. Moreover, using a
different model (Concentration Addition (CA)), deviations observed from
predictions, suggested a synergistic effect for duloxetine in mixtures with other
eight antidepressants when two different green algae were studied (Minguez et

al., 2018).
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Figure 3. Combination index calculated for different effect levels in binary
mixtures of duloxetine and econazole at different exposition times: A) 24 h., B) 48

h., C) 72 h. Error bars correspond to a 95% confidence interval.
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Traditional CA and Independent Action (IA) models, predict the toxicity
of a mixture based on the effect of individual components, and consider
deviations from additivity (antagonism and synergy) toxicologically irrelevant
and corresponding to unusual situations (Backhaus, et al., 2003; European
Commission, 2011). However, the results obtained in this work, together with
those reported in our previous works (Gonzalez-Pleiter et al., 2013, Amariei et al.,
2017) show that deviations from additivity exist and can be strong in many

systems.

Toxicity of duloxetine, econazole and their mixtures was also investigated
by evaluating the oxidative stress on Dapnia magna using a biochemical marker
and fluorescence images as described in section 2.5. The results obtained are
shown in Figure 4. A light stress (background fluorescence) was observed in
control assays at 24 and 48 h of incubation without toxicants probably due to
changes in aqueous media when HoDCFDA was added and to the handling of the
crustaceans for confocal microscopy observation. No increase on the fluorescence
was detected at 24 h incubation time for the mixture supporting the above-
mentioned comments on the antagonistic effect of this mixture at EC50
concentration value contrary to what it was observed at 48 h exposure time (see

Table 2).

However, as shown in Fig. 4, a considerable increase of fluorescence was
observed with the exposure time also corroborating the above-mentioned results
on the toxicity of these compounds as illustrated in Table 2. In fact, the highest
increase in fluorescence took place for duloxetine at 48 h exposure time and for
the mixture of both drugs at the same exposure time. Moreover, a widespread
distribution of fluorescence occurred within the daphnids body, regardless of the

compounds tested and the exposure time, contrasting this distribution with that
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reported when Daphnia magna was exposed to metallic nanoparticles (Galdiero et
al, 2017). In this case, the increase in fluorescence was limited to the
gastrointestinal tract and broad egg chamber of daphnis. Other authors reported
previously oxidative stress for Daphnia magna induced by pharmaceuticals
(Gomez-Olivén et al., 2014a; Gémez-Olivan et al., 2014b) although duloxetine and

econazole were not investigated in any case.

Control Duloxetine Econazole Mix

24h

48h

Figure 4. Fluorescence images of Daphnia magna after 24 h and 48 h of exposure to

duloxetine, econazole and their mixtures at their specific EC50 values.

The results obtained in this work are the first described for mixtures of
duloxetine and econazole using the microcrustacean Daphnia magna. No previous

results were reported for comparison.
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4. Conclusions

The stability of duloxetine and econazole enantiomers in individual
solutions and their mixtures under the ecotoxicity test conditions for Daphnia
magna was evaluated for the first time in this work. Results showed that the
variations of duloxetine concentrations were negligible in any case in single
solutions while the stability profiles for racemic duloxetine and each of its
enantiomers were different in mixtures of both drugs after 72 h incubation. Decay
percentages for duloxetine enantiomers ranged from 46 to 77 % depending on the
initial nominal concentrations. However, econazole was not stable disappearing
after incubation and this was true for single solutions and mixtures of both drugs.
The toxicity of the mixtures of duloxetine and econazole was determined on
Dapnia magna for the first time in this work and compared with the toxicity of
single solutions. Mixtures at 48 h incubation time showed a high toxicity and
synergism at any effect level which should be taken into account when evaluating
environmental risk in aquatic ecosystems. A good correlation was observed
between toxicity parameters calculated by the ecotoxicity test and the interaction
profiles, and the fluorescence images obtained for Daphnia magna using a reactive
oxygen species biochemical marker. Real drug concentrations were determined
by CE in this work which could justify the big differences observed for EC50
values obtained for duloxetine with respect to the only EC50 value reported for

this drug in the bibliography in a single solution.
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Conclusiones

Del conjunto de resultados presentados en esta memoria, es posible

extraer las siguientes conclusiones generales:

1. Se han separado por primera vez en el formato de la CE, los enantiémeros del
farmaco antiurémico colchicina en el modo EKC utilizando CDs como selectores
quirales y detecciéon UV. De los trece derivados de CD anidénicos ensayados,
tnicamente CE-B-CD, CE-y-CD, Succ-y-CD y S-y-CD mostraron tener poder de
discriminacion quiral frente a colchicina siendo Succ-y-CD la que dio lugar a una
mayor resolucion enantiomérica. El orden de migracion de los enantiémeros de
colchicina no era el mismo para las cuatro CDs que dieron lugar a separaciéon
quiral, siendo el enantiémero S (principio activo) el primero en migrar en el caso
de CE-B-CD, CE-y-CD y Succ-y-CD mientras que con S-y-CD el primer
enantiomero en migrar fue la R-colchicina (impureza enantiomérica). El orden de
migracion obtenido para los enantiémeros de colchicina con Succ-y-CD no pudo
justificarse a partir de las constantes aparentes de los complejos de cada
enantiomero con Succ-y-CD calculadas por RMN, permitiendo concluir que
ademads de la estabilidad de dichos complejos, la movilidad electroforética de los

mismos contribuye de forma relevante a su migracion.

2. La optimizacién de las condiciones de separacion enantiomérica para colchicina
por CD-EKC con Succ-y-CD permitié obtener una resolucién enantiomérica de 5.6
en 12 min, condiciones que dieron lugar al desarrollo con éxito en nuestro grupo
de investigacion de una metodologia analitica para la determinacién
enantiomérica de colchicina en formulaciones farmacéuticas, metodologia a la que
no afect6 negativamente el hecho de que el enantiémero S fuera el primero en
migrar. Dado que la tinica separacion enantiomérica que se habia descrito para
colchicina se habia llevado a cabo por TLC en 3.5 h, los resultados obtenidos en

este trabajo de investigacion suponen un claro avance en el conocimiento.
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3. Se ha llevado a cabo la separaciéon enantiomérica simultanea de una mezcla de
siete farmacos de uso comun (duloxetina, terbutalina, econazol, propranolol,
verapamil, tartrato de metoprolol y betaxolol), por primera vez en el formato de
la CE utilizando EKC con CDs como selectores quirales. De las ocho CDs
ensayadas (cuatro neutras y cuatro andnicas), tnicamente S-p-CD permitié
separar simultdneamente los 14 enantiémeros de los farmacos estudiados en 16
min y con resoluciones enantioméricas para todos ellos comprendidas entre 2.4 y
8.5. Las caracteristicas analiticas del método desarrollado fueron adecuadas en
términos de linealidad, precisién y exactitud con LODs y LOQs en el orden de los

mg/L.

4. De las tres organosilices mesoporosas periddicas sintetizadas utilizando
ligandos neutros, dos de ellas nuevas y basadas en el empleo del ligando 1,4-
bis(trimetoxisililetil)benceno (TMSB) (para una de ellas se utiliz6 una fuente
adicional de silice, tetraetilortosilicato), y la tercera, escasamente utilizada con
anterioridad, basada en el empleo del 1,4-bis(trietoxisilil)benceno (TESB) como
ligando, los materiales PMO-TESB y PMO-TMSB-1 dieron lugar a los mejores
resultados en la extraccién y preconcentracion de los enantiémeros de los siete
farmacos estudiados en este trabajo con recuperaciones comprendidas entre 80 y
100 % para todos los enantiomeros excepto los de terbutalina con el material
PMO-TESB y los de duloxetina en el caso del material PMO-TMSB-1. Los peores
resultados obtenidos para el material PMO-TMSB-2 se atribuyeron a su pobre
distribuciéon de poros y falta de homogeneidad en los mismos. Ademas, de los
tres materiales, PMO-TESB proporcioné los mejores resultados cuando se estudi6
el maximo volumen de disolucién de muestra que podia pasarse a través del
sorbente sin perder de forma apreciable la recuperacion de los analitos, siendo
200 mL el volumen 6ptimo cuando se utiliz6 100 mg de sorbente (factor de

preconcentracion de 400). Sin embargo, es posible concluir también que la nueva

356



Conclusiones

organosilice mesoporosa PMO-TMSB-1 sintetizada y caracterizada en este trabajo
ha demostrado poseer un elevado potencial para la preconcentraciéon de los

farmacos estudiados con la excepcion de duloxetina.

5. Se ha desarrollado un método analitico que ha permitido la determinacién
enantiomérica simultdnea de doce enantidmeros de seis de los farmacos
estudiados (exceptuando terbutalina) en aguas de depuradora enriquecidas
previa preconcentraciéon por SPE utilizando PMO-TESB como sorbente. La
evaluacion de las caracteristicas analiticas del método permiti6 demostrar que
eran adecuadas en términos de linealidad, precisiéon y exactitud (con valores de
recuperacion de los farmacos de muestras de agua de depuradora entre 73.9 y
102.9 % excepto para econazol cuyos valores de recuperacion fueron del 58.5 al
72.4 %) y limites de cuantificacién del método SPE-CE-UV del orden de los ug/L,
concentraciones a las que algunos de los farmacos estudiados se encontraban en
aguas residuales segin se habia descrito en trabajos previos. Los resultados
obtenidos han demostrado que la organosilice mesoporosa PMO-TESB sintetizada
y caracterizada en este trabajo constituye una alternativa adecuada a otros
sorbentes utilizados previamente para la preconcentracion de los farmacos
estudiados (excepto terbutalina) en muestras de agua por SPE. Los resultados
obtenidos en este trabajo constituyen la primera aplicacion de CE a la
determinacién enantiomérica de estos farmacos en aguas ya que no existia ningtn
antecedente en la bibliografia como muestra la Tabla 1.2 del capitulo I, excepto en
el caso de propranolol y metoprolol cuya determinaciéon en aguas por CE habia

sido descrita en un tinico trabajo realizado por nuestro grupo de investigacion.

6. Se ha llevado a cabo la separaciéon enantiomérica simultinea de los doce
enantiomeros correspondientes a seis herbicidas fenoxidcidos (fenoprop,

mecoprop, dicloroprop, 4-CPPA, 3-CPPA y 2-PPA), por primera vez en el formato
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de la CE utilizando el modo EKC con CDs como selectores quirales y deteccién
UV. De las seis CDs neutras ensayadas, tres de ellas ofrecieron los mejores
resultados de separacion quiral (3-CD, HP-p-CD y TM-B-CD) si bien ninguna de
ellas permitié separar los enantiémeros de todos los compuestos estudiados. El
empleo de un sistema dual de CDs formado por una mezcla de HP-B-CD+TM-{3-
CD en las condiciones optimizadas de concentracién de los selectores quirales, pH
y temperatura, dio lugar a la separacion enantiomérica simultdnea de los seis
herbicidas en 16 min (resoluciones enantioméricas entre 1.1 y 2.9) pudiendo
reducirse el tiempo a 11 min al incrementar el voltaje de separacion de 20 a 25 kV
(resoluciones enantioméricas entre 1.2 y 2.7) aunque en este caso se observé una
co-elucion entre el enantiomero del mecoprop que eluye en segundo lugar y el
enantiomero del diclorprop que eluye en primer lugar. Las caracteristicas
analiticas del método fueron adecuadas en términos de linealidad, precision y

exactitud, con valores de LODs y LOQs instrumentales a niveles de mg/L.

7. Se han sintetizado dos nuevas organosilices mesoporosas periédicas, basadas
en ligandos catiénicos, cuya sintesis no habia sido descrita con anterioridad. Los
ligandos utilizados han sido cloruro de (estirilmetil)bis(trietoxisililpropil)amonio
(STPA) y bis(3-trietoxisililpropil)Jamina (TEPA) que han dado lugar a la obtencién
de materiales que permiten trabajar en el modo mixto fase reversa/intercambio
aniénico fuerte (PMO-STPA) o intercambio aniénico fuerte (PMO-TEPA),
respectivamente. En ambos casos, se utilizo6 TEOS como fuente de silice. La
organosilice mesoporosa PMO-STPA permitié obtener los mejores resultados
para la extracciéon y preconcentracion de los herbicidas fenoxidcidos estudiados
con recuperaciones elevadas para todos ellos cuando se empleaban 100 mg de
sorbente y se hacfa pasar un volumen de la disolucion estandard de los analitos

de 750 mL (factor de preconcentracion de 1500).
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8. Se ha desarrollado un método analitico para la determinacién enantiomérica
simultanea de los seis herbicidas fenoxidcidos estudiados en este trabajo previa
extraccion y preconcentracion de aguas de rio y de depuradora por SPE
utilizando como sorbente la organosilice mesoporosa periédica PMO-STPA
sintetizada y caracterizada en este trabajo. Las caracteristicas analiticas del
método fueron adecuadas en términos de linealidad, precisién y exactitud (con
porcentajes de recuperacion para los compuestos estudiados en aguas de rio y de
depuradora entre 78.3 y 107.5 %) siendo los valores de LODs y LOQs del método
SPE-CE-UV del orden de los nug/L. Estos resultados permiten concluir que la
retencién de los herbicidas fenoxidcidos mediante un mecanismo mixto de fase
inversa e intercambio aniénico en el material PMO-STPA resulta ventajosa siendo
este material una alternativa interesante en términos de recuperacion y factor de
preconcentracion a otros materiales utilizados previamente para la extraccion de
los compuestos estudiados por SPE. Estos resultados constituyen la primera
aplicaciéon de CE a la determinacién enantiomérica de los fenoxiacidos estudiados
en aguas, ya que no existian antecedentes bibliograficos como se observa en la
Tabla 1.3 del capitulo I de esta memoria, excepto en el caso de fenoprop y
dicloroprop cuya determinacién enantiomérica en aguas por CE se habia descrito

en un trabajo previo.

9. Se ha optimizado la separaciéon enantiomérica simultdnea de duloxetina y
econazol por CD-EKC dando lugar a resoluciones enantioméricas de 7.9 para
duloxetina y de 6.5 para econazol en 7.5 min utilizando la S-p-CD en medio
tampon fosfato a pH 3.0. Se han evaluado las caracteristicas analiticas del método
desarrollado en términos de linealidad, precision y exactitud aplicindolo a la
determinacién enantiomérica de los dos farmacos en medios de cultivo en
condiciones abiéticas y bidticas correspondientes a la planta acuatica Spirodela

polyrhiza y al microcrustaceo de agua dulce Daphnia magna.
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10. La evaluacion de la estabilidad de duloxetina, econazol y sus mezclas en
condiciones abiéticas y bidticas puso de manifiesto que para los medios de cultivo
correspondientes a la planta acudtica Spirodela polyrhiza, la disminucién de la
concentracion del racemato y de los enantiémeros de duloxetina fue menor en
mezclas binarias con econazol que en disoluciones individuales de duloxetina, y
que, por el contrario, la concentracién de econazol disminuy6 hasta hacerse no
detectable en mezclas binarias con duloxetina mientras que dicha reduccién fue
menor en disoluciones individuales de econazol con respecto a las mezclas
binarias y a las disoluciones individuales de duloxetina, todo ello tanto en

condiciones abidticas como bidticas.

11. En el caso del organismo Daphnia Magna, los estudios de estabilidad de los
farmacos investigados y sus mezclas revelaron que las concentraciones de
racemato y de los enantiomeros de duloxetina no sufrieron variaciones
significativas en mezclas binarias con econazol en condiciones abiéticas y el
mismo comportamiento se observé en disoluciones individuales de duloxetina
tanto en condiciones abidticas como bidticas. Sin embargo, para mezclas de
duloxetina y econazol en condiciones biéticas, las concentraciones del racemato y
de los enantiémeros de duloxetina disminuyen apreciablemente (entre un 46 y un
77 % dependiendo de la concentracién inicial). En el caso del econazol, este
farmaco desaparece tras la incubacion con los medios de cultivo en condiciones
abidticas y biéticas, tanto cuando se adiciona de forma individual a dichos medios
como cuando estd presente como mezcla binaria con duloxetina demostrando que

no es estable.

12. La determinacién de la toxicidad de duloxetina, econazol y sus mezclas se
llevé a cabo, por primera vez, para el organismo Spirodela polyrhiza. Los valores de

EC50 obtenidos demostraron la elevada toxicidad de ambos farmacos y sus
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mezclas para este organismo no diana siendo la toxicidad de econazol mayor que
la de la duloxetina y que la de la mezcla de ambos. Asimismo, la toxicidad de las
mezclas de duloxetina y econazol se determiné por primera vez en este trabajo
para Daphnia magna y los valores de EC50 pusieron de manifiesto la elevada
toxicidad de dichas mezclas para este organismo, si bien en este caso la
duloxetina de forma individual presentaba una toxicidad similar a la mezcla y
superior al econazol. Ademads, el estudio del efecto combinado de ambos
farmacos sobre los dos organismos revel6 la existencia de un antagonismo de
ligero a moderado por encima de los valores de EC50 y un efecto aditivo por
debajo de los mismos en el caso de Spirodela polyrhiza, mientras que para Daphnia
magna se constaté la existencia de sinergismo a cualquier valor de EC. Los
resultados obtenidos demuestran el elevado potencial de EKC para determinar
valores de toxicidad de contaminantes a partir de las concentraciones reales de los
mismos y no de las concentraciones iniciales que son las que habitualmente se

emplean en este tipo de estudios.

Los resultados obtenidos durante la realizacién de esta Tesis Doctoral han
dado lugar a un conjunto de metodologias analiticas avanzadas que han
permitido la determinacién enantiomérica de farmacos y agroquimicos en el
formato de la CE y la propuesta de nuevas organosilices mesoporosas peridédicas
con caracteristicas ventajosas para su utilizacion como sorbentes para la
extraccion y preconcentracion de farmacos y herbicidas fenoxidcidos en muestras
de aguas por SPE. Todo ello incidiendo en el empleo de técnicas analiticas de bajo
coste econdmico y medioambiental y en la introduccién de innovaciones en la

etapa de preparacion de muestra.
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