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1. Introduccion

La determinaciéon de compuestos organicos a bajas
concentraciones en muestras complejas es un reto
analitico que requiere de una etapa de tratamiento de
muestra previa a la determinacién instrumental. Entre
las técnicas analiticas mas utilizadas para la
determinacién de compuestos organicos cabe destacar
las técnicas cromatograficas acopladas a la
espectrometria de masas (MS), cuyos avances en los
ultimos afios han sido significativos, tanto en
selectividad, sensibilidad y capacidad de confirmacion.
Aun asf, las técnicas de tratamiento de muestra juegan
un papel clave en la obtencién de resultados analiticos
de calidad.

Son muchas las técnicas de tratamiento de muestra que
se han desarrollado en los ultimos afios, y para las
muestras liquidas, las técnicas de sorcién han
reemplazado en la mayoria de casos las técnicas de
extraccion liquido-liquido por ser méas respetuosas con
el medio ambiente, a pesar del esfuerzo que se ha
realizado en la miniaturizacién de dichas técnicas [1,2].
La técnica de extraccidon por sorcion mas utilizada es la
extraccion en fase solida (SPE), seguida por la
microextraccion en fase solida (SPME) y la extraccion
con barras magnéticas agitadoras (SBSE). En los tltimos
afios han surgido nuevas técnicas, en la mayoria de los
casos como modificacion de las anteriores, entre las
cuales se pueden mencionar la extraccién en fase sélida
dispersiva (dSPE), la microextracciéon dispersiva por
sorcion sobre barra magnética (SBSDME), la extraccion
con pipeta desechable (DPX), extraccién por sorciéon en
fase textil (FPSE), entre otras [2,3].

En todas estas técnicas, el elemento clave para la
obtencién de la selectividad y capacidad de retencién
requerida es el material de sorcién que se utiliza y en los
ultimos afios, se han realizado grandes avances para
conseguir los objetivos propuestos [4,5].

Entre estos nuevos materiales, en los altimos afios se
han desarrollado los sorbentes de intercambio iénico de
modo mixto que combinan una base hidrofébica y/o
hidrofilica con grupos iénicos, y que han proporcionado
excelentes resultados para la retenciéon de compuestos
i6nicos o ionizables, la mayoria de ellos, de elevada
polaridad, con la consecuente limitada capacidad de
retencién en los sorbentes hidrofébicos. La retencién de
estos compuestos es un reto en quimica analitica y los
sorbentes de intercambio idnico de modo mixto han

representado una gran aportacién. Estos analitos
pueden establecer interacciones i6nicas con el grupo
iénico del material, ademas de las interacciones de
puente de hidrégeno, dipolo-dipolo o Van der Waals con
la base del material, que puede ser tanto polimérica
como de silice [6,7]. Los grupos i6nicos pueden ser
catiénicos y anidnicos y dependiendo del grupo
funcional, fuertes o débiles, siendo la principal
diferencia entre ellos que los primeros estan ionizados a
cualquier pH mientras que en los débiles, dependiendo
del pH los grupos pueden estar cargados o neutros. Es
por ello que el pH juega un papel clave en el protocolo a
aplicar para la extraccion de los analitos.

Actualmente distintas casas comerciales ofrecen
sorbentes de intercambio iénico de modo mixto, siendo
los mas utilizados los sorbentes derivados de Oasis HLB
de la marca Waters y los derivados de Strata-X de
Phenomenex [6]. Ademas de los sorbentes comerciales,
diversos estudios han desarrollado distintos sorbentes
de intercambio i6nico de modo mixto con interesantes
aplicaciones en distintas técnicas de extraccién [8-11].
Nuestro grupo de investigacién fue pionero en el
desarrollado sorbentes de intercambio iénico de modo
mixto basados en polimeros altamente entrecruzados,
que presentan una mayor area superficial y mayor
retencion [8].

A continuacién, se describen distintas estrategias
desarrolladas en nuestro grupo para la extraccion de
compuestos idénicos o ionizables, la mayoria de ellas para
la técnica de SPE, aunque también se han desarrollado
para SBSE.

2. Sorbentes de intercambio iénico de modo mixto

Los distintos sorbentes se han desarrollado en
colaboracién con la Strathclyde University de Glasgow y
en la Figura 1 pueden observarse algunos ejemplos de
estos sorbentes.

Fig. 1. Sorbentes de intercambio iénico de modo mixto desarrollados.

Actualidad Analitica 81 (2023)

Pdgina 43



ACTUALIDAD ANALITICA

A modo de ejemplo, se describe el sorbente catiénico
fuerte (SCX), en el que se ha unido el grupo sulfénico a
una estructura polimérica altamente entrecruzada
(HXLPP) lo que conlleva una elevada area superficial y
con ello una elevada retencidon. En la Figura 2 se puede
observar el procedimiento de la sintesis realizada por
polimerizacién por precipitacién, seguida de una
reaccion de entrecruzamiento para posteriormente
incorporar el grupo de intercambio catidnico a partir de
la reaccidn con laurilsulfato sédico [12].

ipitati hyperer i I ion reaction
pulymerlsatlon reaction
a
A, Ac _FeCly, DCE Lauroyl sulfate
EP 60°C, 480 TB0°C, 18h DCE, 80°C, 5h
a

Dve VBC-DVB HXLPP-SCX

Fig. 2 Sintesis del polimero altamente entrecruzado funcionalizado con
el grupo sulfénico.

La caracterizacion del polimero proporcioné un valor de
intercambio i6nico, de 2.8 meq/gy de area superficial de
1370 m?2/g, valor elevado a consecuencia de tratarse de
un polimero altamente entrecruzado. Dicho polimero se
empaquetd en cartuchos de 200 mg y se evalud para la
determinacién de un grupo de firmacos con distintas
caracteristicas, incluyendo compuestos Aacidos y
compuestos basicos. El protocolo aplicado se basé en la
carga de la muestra a pH 3 para tener los compuestos
basicos cargados, una limpieza con metanol (MeOH) y
elucién con una solucién de 5% NH4+OH en MeOH para
neutralizar los compuestos basicos, romper las
interacciones de intercambio i6nico y eluir los
compuestos. Los resultados obtenidos mostraron que
todos los compuestos quedaban retenidos en la carga de
1 L de agua. En la etapa de limpieza con MeOH, los
compuestos acidos que quedaban retenidos por
interacciones hidrofébicas se eliminaron mientras que
los compuestos basicos quedaron retenidos con
recuperaciones superiores al 95%, demostrando la
elevada capacidad y selectividad del sorbente. Al
efectuar la extraccion con muestras de agua, la
extraccion de 1 L de agua de rio proporciond
recuperaciones elevadas mientras que al analizar aguas
de efluente de depuradora el volumen tuvo que ser
reducido a 250 mL debido a la complejidad de la
muestra, pero se obtuvieron elevadas recuperaciones.

En la bibliografia estdn descritos ejemplos con otros
sorbentes desarrollados por el grupo y aplicados a SPE.
[6,9]. También se han desarrollado, en colaboracién con
la Universitat de Valencia barras magnéticas para la
extraccién utilizando un recubrimiento de intercambio
aniénico débil, la etilendiamina, con resultados muy
satisfactorios, tanto en lo que se refiere a recuperaciones
aparentes y efecto matriz en la determinacién de un
grupo de farmacos por cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS) [13].
Cabe resaltar que son pocos los estudios que desarrollan

barras para SBSE con recubrimiento de intercambio
i6nico de modo mixto [6,9].

3. Combinacion de sorbentes de intercambio ionico
de modo mixto

Otra estrategia evaluada en el grupo de investigacion
para la extraccion selectiva de compuestos i6nicos o
ionizables es la combinacién de sorbentes de
intercambio aniénico e intercambio catiénico, que
permite extraer simultdneamente los compuestos con
caracteristicas acidas y basicas. Esto es importante
cuando se pretende determinar un elevado nimero de
compuestos con dichas caracteristicas en matrices
complejas. Similares estrategias de combinacién de
sorbentes estan descritas en la bibliografia, pero la
mayoria de ellas utilizan la combinacién en tdndem [14]
o multicapa [15].

El estudio consistié en mezclar en un mismo cartucho
cantidades equivalentes de un sorbente catiénico y uno
aniodnico, y para ello se utilizaron los distintos sorbentes
Oasis [16]. Se optimizaron las distintas combinaciones
SAX/SCX, SAX/WCX, WAX/SCX y WCX/WAX, y los
distintos parametros de extracciéon para un grupo de
farmacos y metabolitos. Para ello se extrajeron 50 mL de
agua, se incluyd una etapa de limpieza de 2 mL de MeOH
y se realiz6 una primera elucién con 5 mL de MeOH con
5% de acido férmico (para la elucién de los compuestos
acidos) y una segunda elucién con 5 mL de MeOH con
5% de NH4OH (para la elucién de los compuestos
basicos). En la Tabla 1 pueden observarse, a modo de
ejemplo, los resultados para la combinaciéon SCX/SAX a
dos valores de pH donde se demuestra claramente el
efecto del pH.

Tabla 1. Efecto del pH en la extraccién de un grupo de compuestos con
caracter 4cido, basico y neutro con la mezcla de sorbentes SCX/SAX.

SCX/SAX
ANALYTES pKka PH S pH?7
Wash Elute Wash  Elute
ATENOLOL 9.7 87 89
o RANITIDINE 8.1 80 86
4 TRIMETHOPRIM 7.0 86 83
® METOPROLOL 9.7 84 83
PROPAPONOL 9.5 91 86
52‘ CAFFEINE 0.5 92 91
-9
5 ANTIPYRINE 0.4 85 77
z CARBAMAZEPINE 14.0 20 87
SALICYLIC ACID 3.0 65 83
o CLOFIBRIC ACID 3.6 84 92
g FENOPROFEN 4.5 46 23 91
< DICLOFENAC 3.9 80 920
IBUPROFEN 4.6 78 0 92

Como puede observarse en la tabla, en la etapa de
limpieza con MeOH se eliminaron los compuestos
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neutros y cuando se analizaron muestras reales
mediante la cromatografia de liquidos-espectrometria
de masas de alta resoluciéon (Orbitrap)(HRMS), se
observd una disminuciéon del efecto matriz como se
puede observar en la Figura 3 que corresponde al
andlisis de agua de efluente de depuradora, con y sin la
etapa de limpieza.
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Fig. 3 Comparacion del efecto matriz incluyendo o no la etapa de
limpieza de 5 mL de MeOH en la extraccién de una muestra de agua
efluente de depuradora mediante el sorbente HPPLX-SCX/SAX y
determinaci6én por LC-HRMS.

Los detalles mas especificos de la optimizaciéon y
aplicacién a distintos tipos de muestra se pueden
consultar en la publicacién que incluye los resultados
[16].

4, Sorbentes zwiterionicos de modo mixto

Otra estrategia desarrollada por nuestro grupo es la
incorporacién quimica del grupo catiénico y aniénico en
la estructura de un polimero, obteniendo de esta manera
sorbentes zwiteridénicos [9]. Estos grupos catiénicos y
aniénicos se incorporaron a una matriz polimérica
altamente entrecruzada (HXLPP) por lo que implica una
elevada area superficial, como se ha comentado
anteriormente. El polimero fue funcionalizado con
sarcosina posteriormente hidrolizada para obtener un
sorbente  HXLPP-WAX/WCX, o posteriormente
quaternizada para obtener un sorbente HXLPP-
SAX/WCX, o con el grupo taurina (HXLPP-WAX/SCX)
[17,18]. La estructura de los grupos resultantes puede
observarse en la Figura 4.

HXLPP-WAX/WCX

HXLPP-WAX/SCX HXLPP-SAX/WCX
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Fig. 4. Estructura de los materiales poliméricos zwiteriénicos
desarrollados.

En la evaluacion de estos materiales para la SPE de un
grupo de compuestos acidos y basicos, se optimizaron
las condiciones de extraccién y en todos los casos el pH
de la muestra se ajusté a 6, que asegura la presencia en
forma i6nica tanto de los analitos como de los grupos
funcionales del sorbente. Las recuperaciones para los
distintos sorbentes (200 mg) cuando se extrajeron 250
mL fueron superiores al 80%, excepto para los acidos
fuertes (acesulfamo y sacarina) que solo fueron
retenidos en el sorbente HXLPP-SAX/WCX con
recuperaciones alrededor del 100%, hecho que fue
atribuido a la presencia del grupo fuerte de intercambio
aniodnico.

La inclusién de una etapa de limpieza con 1 mL de MeOH
permitié disminuir de manera significativa el efecto
matriz presente en la determinacién por LC-MS/MS y en
la Figura 5 se incluyen los valores de recuperacion
aparente y efecto matriz para la extraccion de 250 mL de
agua de rio utilizando el sorbente HXLPP-SAX/WCX,
donde se puede apreciar una elevada recuperacion para
la mayoria de los compuestos y un bajo efecto matriz.
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Fig. 5. Recuperaciones aparentes y efecto matriz obtenidos en 250 mL
de agua de rio con el sorbente HPLPP-SAX/WCX. Abreviaciones: AC:
acesulfamo; SAC: sacarina; CLO AC: acido clofibrico, FEN: fenoprofen;
DICLO: diclofenaco; NAP: naproxeno; IBP: ibuprofeno; MEP:
mefedrona; RAN:ranitidina; MET: metadona; ATE: atenolol; MTP:
metoprolol; PROP: propanolol; TRI: trimetoprim.

Aunque en la bibliografia se han descrito algunos
estudios que describen distintas estrategias para la
preparacion de materiales zwiteridnicos [7,19], el
desarrollo de estos materiales presenta un campo por
explorar.

Nuestro grupo de investigacién sigue trabajando en el
desarrollo de nuevos materiales y estrategias para la
extraccion  selectiva utilizando  materiales de
intercambio iénico de modo mixto en SPE y otras
técnicas de extraccion. Algunos de los ultimos estudios
incluyen la evaluaciéon de sorbentes zwiteriénicos de
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SPE de base silice y grafeno [20,21] y la utilizacién de los
mismos en la etapa de limpieza de extractos de muestras
complejas.
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