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INTRODUCCIO

1. CONSUM DE DROGUES A LA SOCIETAT

Durant I'lany 2018, 269 milions de persones van declarar haver consumit
drogues en algun moment de I'any anterior; aquest fet suposa que el 5,3 % de la
poblacié adulta d’entre 15 i 64 anys havia consumit algun tipus de drogues [WDR
2019]. Aquesta tendéncia si és comparada amb dades del 2009 reflecteix un
augment del consum generalitzat, ja que en aquest any el nombre de
consumidors habituals o puntuals era de 210 milions de persones, la qual cosa
suposa un augment d’un 30 % en només 9 anys. A més dels propis riscos que
comporta el consum d’aquest tipus de substancies, nombroses malalties com
hepatitis C o virus d’immunodeficiencia humana (VIH) estan intimament
relacionades amb el seu consum [WDR 2020]. Aixi doncs, el nombre de morts a
tot el mén per problemes relacionats amb el consum de drogues es va situar al
2017 en 585.000 morts, segons dades de la Oficina de les Nacions Unides Contra
les Drogues i el Crim Organitzat (United Nations Office on Drug and Crime,
UNODC) als seus World Drug Report del 2019 i 2020 [WDR 2019; WDR 2020].
Aguest mateix organisme, ha informat que durant el 2017 la produccid, aixi com
les confiscacions de cocaina han experimentat un creixement notable, de la
mateixa manera que ho ha fet el seu consum a paisos de I'América del Nord i
Europa Occidental i Central. Tanmateix, el consum d’altres drogues com
metamfetamina s’ha vist incrementat a regions d’Asia Sud-oriental.

Segons dades del Ministeri de Sanitat del Govern Espanyol al voltant d’un terg
de la poblacié espanyola ha consumit algun tipus de substancia il-licita al llarg de
la seua vida, mantenint-se aquest percentatge constant al llarg dels darrers anys.
D’entre aquestes substancies il-legals, el cannabis i la cocaina continuen estant al
capdavant fent referencia al seu consum. A més, el seu consum arreu de tot
I’Estat Espanyol es situa en nivells considerablement elevats respecte d’altres
paisos de la Unié Europea (UE). S’estima que al voltant del 12 % dels conductors
d’automobils han consumit alguna droga, seguint una tendeéncia a I'algada en els
darrers anys el que suposa greus problemes de seguretat publica [Ministerio de
Sanidad 2017]

Les principals vies d’introduccié de drogues d’abus tradicionals com la
cocaina al mercat europeu han estat per via maritima a través de diferents rutes
com la “Ruta del Nord o dels velers”, la “Ruta Central o dels pesquers”, la “Ruta
Africana” i la “Ruta de la Mediterrania”. A I'any 2016, les confiscacions de
substancies il-legals anaven de 15 tones de cocaina, fins a les 346 tones d’éxtasi o
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324 tones d’haixix, seguit de les confiscacions de plantes de cannabis que es van
situar en 724 tones [WDR 2019].

Un problema afegit al trafic i consum de drogues d’abus el trobem en
I'aparicié de Noves Substancies Psicoactives (NPS) que ha suposat una nova
carrega a les administracions publiques a I’hora de normativitzar-les. Les NPS sén
substancies, habitualment derivades de drogues conegudes i ampliament
utilitzades i legislades que presenten canvis minims en la seua estructura quimica,
amb la intencié d’imitar i inclUs potenciar els seus efectes sense que aquestes
siguin reconegudes com substancies il-legals per les autoritats. A dia d’avui, més
de 60 paisos han donat resposta legal a la complicada situacié a causa de
I"aparicié de les NPS als seus respectius territoris. D’entre les diferents respostes
possibles als paisos que s’han vist més afectats per la distribucié i han donat una
resposta més efectiva cal destacar I'enfocament generalista de la seua
regularitzacid, sotmetent sota legislacié families de compostos i en extensid tota
aquella substancia d’estructura similar que pogués apareixer [UNODC 2018].

A diferencia dels metodes d’introduccié de substancies més tradicionals com
la cocaina, la principal via d’entrada de les NPS a I'Estat Espanyol és I'aéria; essent
la seua principal via de comercialitzacid i distribucio a través de portals web on es
poden adquirir facilment realitzant la majoria d’enviaments a través de
paqueteria postal. A més, el seu consum no mostra una tendéencia regular en el
temps, ja que aquest ve considerablement determinat per la situacié
socioeconomica, observant un major consum a l’arribada de crisis economiques a
causa del seu menor preu en el mercat. Aixi, després de la crisi de 2008 i
coincidint amb un canvi en la legislacié xinesa que regulava la venta de precursors,
es va observar un repunt de la distribuci6 de NPS com a conseqiiéncia d’una
manca de drogues més classiques com la metamfetamina [UNODC 2018].

2. CLASSIFICACIO DE DROGUES

Les drogues poden ser classificades de moltes maneres diferents, entre
aquestes es poden fer distincions segons els seus usos, els seus efectes, el seu
valor terapeutic o les seues estructures quimiques. A aquest apartat les drogues
seran separades en dos grans grups, d’'una banda les drogues tradicionals com la
cocaina, amfetamina, heroina o cannabis entre altres i d’altra banda s’hi fara una
classificacié de les NPS. Dins de cadascun dels apartats es poden fer algunes
classificacions més utils des d’un punt de vista practic com sén segons la seua
fiscalitzacio o els seus efectes.
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2.1. DROGUES TRADICIONALS

Des del punt de vista legal, una de les classificacions més interessants és la
que es fa segons els usos medics, potencials efectes d’addicid i riscos per a la salut
gue aquestes drogues puguin presentar. Segons el sistema de les Nacions Unides,
250 substancies estan incloses a quatre llistats diferents que es van crear a la
Single Convenction on Narcotic Drugs (Nova York, 1961); la Convenction on
Psychotropic Substances (Viena, 1971) i la Convenction against lllicit Traffic in
Narcotic Drugs and Psychotropic Substances (Viena, 1988) la qual, a més, incloia el
control de precursors.

Els narcotics estan classificats segons els quatre llistats que es mostren a la
Taula 1, establert a la convencid del 1961.

Taula 1. Classificacio de narcotics segons la Convenction on Narcotic Drugs
(Nova York, 1961).

Llistat Perillositat Fiscalitzacio Exemples
Cannabis i
. derivats, cocaina,
Substancies amb elevat . .
| s s Molt estricta heroina,
risc d’addicid
metadona,
morfina, opi
Substancies amb usos Codeina,
1} meédics i menor risc Menys estricta dihidrocodeina,
d’addicié propiram
Mescles que
Preparats de substancies contenen codeina,
1} . N Indulgent - .
del llistat Il o de cocaina dihidrocodeina o
propiram
Substancies del llistat | Cannabis i resina
v d’especial perillositat amb Molt estricte de cannabis,
valor terapeutic limitat heroina

D’altra banda les substancies psicotropiques van ser limitades a usos medics i
cientifics a la convencid de 1971 i classificades en els quatre llistats que es
mostren a la Taula 2.
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Taula 2. Classificacio de substancies psicotropiques segons la Convenction on

Psychotropic Substances (Viena, 1971).

Llistat

Perillositat

Fiscalitzacio

Exemples

Substancies amb alta
perillositat i addicié que
presenten nombrosos
riscos per a la salut i
pocs usos terapeutics

Molt estricte.
Només permeses
per a usos medics

o cientifics

LSD, MDMA (éxtasi),
mescalina,
psilocibina,

tetrahidrocannabinol

Substancies que
presenten risc d’addicio
i per a la salut amb
limitat valor terapéutic

Menys estricte

Amfetamines i
derivats
d’amfetamines

Substancies que
presenten risc d’addicio
i per a la salut pero amb

cert valor terapeutic

Substancies
legalitzades per a
usos medics

Barbiturics

Substancies que
presenten risc d’addicio
pero problemes menors
per a la salut amb gran

valor terapeutic

Substancies
legalitzades per a
usos medics

Tranquil-litzants,
analgesics, narcotics
com alobarbital,
diazepam,
lorazepam,
temazepam, etc.

LSD: dietilamida d’acid d-lisérgic, MDMA: metilendioximetamfetmina

De la mateixa manera, com s’ha mencionat anteriorment les substancies

il-licites també poden ser classificades en diferents grups segons els seus

potencials efectes sobre el sistema nervids aixi com els riscos associats al seu

abus:

e Amfetamines i derivats: Les amfetamines i els seus derivats tenen un efecte

principalment estimulant que es tradueix en sensacid d’euforia i una

disminucié de la sensacid de fatiga. Entre els problemes que pot ocasionar el

seu consum es troben una serie de complicacions cardiovasculars i hepatiques

aixi com hipertérmia, trastorns psiquics com paranoia o al-lucinacions [Murray

1998].

Un derivat d’especial

importancia de

les amfetamines és la

metilendioximetamfetamina (MDMA) que també té efectes estimulants

principalment que inclouen sensacié de benestar i extraversié entre altres. Tot

i que el seu consum no comporta amb massa freqiiéncia sobredosis letals,

I’abus perllongat pot provocar hipertensié o hipertérmia [Butler et al. 2004].
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e Bolets al-lucinogens i dietilamida d’acid d-lisergic o LSD (de l'alemany

Lysergsdurediethylamid): Estes drogues generen principalment al-lucinacions, i

en dosis moderades provoquen una alteracié lleugera de la realitat, mentre
que a dosis altes poden suposar una modificaciéd de 'estat de consciéncia.
Entre els riscos que poden presentar es troben paranoia o ansietat, possibilitat
d’aplegar a un estat de panic, risc de patir algun dels seus efectes al cap d’un
temps considerable després de I'Ultim consum (flash-backs), problemes
mentals transitoris o permanents, aixi com els riscos propis associats a la
pérdua de consciéncia [Singh et al. 2019].

Cocaina: La cocaina produeix els seus efectes d’addicié principalment per la
seua actuacié al sistema limbic a aquelles regions del cervell que estan
encarregades de regular sensacions com el plaer o la motivacid. A curt termini,
I'alliberament de dopamina que provoca el consum de cocaina produeix una
sensacio d’euforia i desig de continuar administrant dosi de la droga cosa que
comporta seriosos riscs d’addicié motivats per les alteracions produides al
funcionament del cervell. A banda de generar efectes estimulants, sensacié
d’euforia i seguretat, els riscos que comporta es troben associats a ansietat o
paranoia, trastorns cardiovasculars greus, i també una falsa sensacid de
seguretat [Nestler et al. 2005; Singh et al. 2019].

Cannabinoides: Aquest grup de substancies, presenten efectes principalment
depressors, relaxacid, intensificacio de les sensacions i en alguns tipus de
marihuana poden provocar efectes al-lucindgens. Els riscos principalment que
comporten venen associats a una disminucid de I'atencid i la coordinacié
motora, problemes de memoria, hipotensid i atacs d’angoixa. Com que el seu
consum va sovint associat al tabac, a llarg termini pot comportar problemes
respiratoris i cardiovasculars aixi com cancers associats a la seua forma de
consum com cancer de pulmé [Hall et al. 2009].

Heroina: Presenta efectes principalment depressors, relaxacid, sensacié de
benestar i plaer. A més, comporta nombrosos riscos com possibilitat de
sobredosi associada a la forta dependéncia que genera, sindrome
d’abstinéncia si el seu consum és interromput sobtadament i un elevat risc de
transmissidé de malalties infeccioses associat a la seua forma d’abus [Chawarski
et al. 2006].
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e Ketamina: La ketamina és un al-lucinogen dissociatiu, a dosis baixes pot
presentar efectes similars a I’'abus d’alcohol i en incrementar la dosi pot
conduir a efectes dissociatius. La ingesta excessiva de ketamina o derivats
produeix moviments musculars incontrolats, possibilitat de desencadenar
problemes mentals i una perillosa insensibilitat al dolor [Wei et al. 2020].

e Psicofarmacs: Segons el farmac i dosi administrada els efectes soén
principalment ansiolitics o hipnotics. Entre els riscos que comporten es troben
somnoléncia o pérdua de la coordinacié motora, i a llarg termini provoquen
dependencia. El seu consum junt al d’altres drogues depressores provoquen
una manca de capacitat de reaccié i una reduccié del ritme de la respiracié
[Longo et al. 2000].

2.2. NOVES SUBSTANCIES PSICOACTIVES

La definicid que dona de les NPS la UNODC és literalment “substancies
d’abus, bé siguin de forma pura o en preparats que no sén controlades per la
Convencié de 1961 sobre narcotics ni pel Conveni de 1971 sobre substancies
psicotropiques, perd0 que poden suposar una amenaca per a la salut publica”
[UNODC 2018]. A banda d’aquesta definicié, es pot englobar com NPS la major
part de les substancies que han sorgit des dels inicis de la década dels 2000. Tot i
gue aquesta darrera definicid no fa referéncia a una descripcié precisa de les
mateixes, és la manera adient de fer una rapida distinci6 entre el que es
consideren drogues d’us tradicional i les NPS [Peacock et al. 2019].

La millora en la transferéncia de coneixements, aixi com la globalitzacié han
permes portar a terme una difusié molt més rapida i efectiva de les NPS per tot el
mon. Inicialment, les empreses tradicionals van ser imprescindibles per a la venta
de NPS a nombrosos paisos; per exemple, d’entre les primeres NPS que es van
detectar es poden trobar pindoles que contenien piperazines com la
trifluorofenilmetilpiperazina que van ser trobades a Nova Zelanda a principis dels
2000 i posteriorment, al 2004, també van ser trobades a altres paisos europeus.
Aqguestes pindoles com a diferencia principal respecte de les drogues tradicionals
estaven produides per empreses de productes quimics i eren distribuides de
manera legal tant per diversos portals d’internet com a punts de venda minorista.
De la mateixa manera, durant aquest anys a tota Europa aixi com altres regions es
van trobar algunes catinones i cannabinoides sintétics en mescles d’herbes per a
fumar [Peacock et al. 2019].
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Entre les principals causes que van portar a fer un seguiment més rigords
sobre les NPS van estar que a més dels seus efectes, aquestes contribueixen a una
falsa seguretat proporcionada per la seua legalitat, essent percebudes inicialment
com drogues de menor perillositat o que no s’incomplia la llei amb el seu trafic i
consum. També el seu preu tendeix a ser més reduit que no pas el de les drogues
tradicionals. Tanmateix, als inicis del seu sorgiment la majoria de NPS no eren
detectades a les analisis rutinaries, motiu pel qual algunes persones que eren
sotmeses a controls de drogues de manera regular, podien evadir-los mitjangant
el seu consum en lloc del de les drogues ja prohibides [Peacock et al. 2019].

Com és evident segons les dades que es mostres a la Taula 1 i Taula 2, les NPS
gueden fora d’aquests llistats a causa de la seua recent introduccié en el mercat
il-legal i habitualment a la curta durada d’aquestes en el mateix. Per aquest motiu,
la Unié Europea té un sistema propi per poder donar una resposta més rapida
sobre els riscos que presenten les NPS. Segons els procediments que s’estableixen
al Reglament UE 2017/2101, les NPS sén sotmeses a un sistema d’alerta
primerenca que avalua els riscos, i aleshores la comissid pot presentar una
proposta per sotmetre les substancies a mesures de control. Una vegada la
decisid entre en vigor, les autoritats dels diferents paisos que integren la UE
tindran 6 mesos per sotmetre a control la substancia [UE 2017/2101]

La deteccio6 de NPS planteja grans reptes. No sols per I'elevat nombre
d’aquestes que existeixen i la seua curta durada al mercat, si no perqué els rangs
de concentracié a les diverses matrius biologiques és parcial o totalment
desconegut. La bibliografia en general, mostra casos d’algunes NPS en matrius
com sang o orina per a casos d’intoxicacions agudes, mostres post-mortem o
aiglies residuals, perd la falta d’estudis de metabolisme en humans fa molt
complexa la seua interpretacid. No obstant, a partir de les escasses dades
disponibles a la literatura, es poden extraure que per exemple els cannabinoides
sintétics poden ser fatals a concentracions tan baixes com entre 1 i 10 pg L*
mentre que alguns derivats de les amfetamines tenen concentracions toxiques a
nivells de pocs mg L [Graziano et al. 2019].

Pel que respecta als grups de NPS que s’hi troben actualment al mercat de les
drogues, la classificacié més comuna que es pot fer de les NPS és |'associada als
seus efectes principals que poden ser ben diferenciats entre les diverses families,
com es pot veure a la Figura 1. No obstant, una serie d’efectes i riscos generals es
poden associar al consum de NPS. Els efectes secundaris del seu abus poden anar
des de I'agitacid, agressivitat, psicosis aguda o una imprevisible dependeéncia que
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pot ser en la majoria d’ocasions major a la que presenten les drogues tradicionals.
El coneixement sobre els efectes secundaris, sobre els riscos aixi com la toxicitat
de moltes de les NPS és molt limitat, si aquests factors sdn afegits a la manca de
coneixement sobre la composicié i puresa d’allo que moltes vegades és consumit,
els riscos associats al consum de NPS sén molt més elevats del que ho sén el
consum de drogues més conegudes, cosa que acaba provocant hospitalitzacions
amb molta freqiiencia i nombrosos casos d’intoxicacions fatals [UNODC 2018].

Tanmateix, dins d’aquesta classificacid general existeixen diversos grups o
families de NPS que tenen semblances tant estructurals com en quant als seus
efectes. A la Figura 1 es poden veure les diverses families que existeixen dins dels
diversos grups de NPS classificades pels seus efectes, aixi com una estimacié del
percentatge que suposen d’entre totes les NPS. En general, es consideren
estimulants aquelles substancies que copien els efectes de I'amfetamina, la
metamfetamina, el MDMA o la cocaina. Dins de les NPS estimulants es poden
trobar les conegudes catinones sintetiques, piperazines, piperidines o triptamines
entre altres. Els cannabinoides sintétics sén considerats com analegs dels
cannabinoides tradicionals, amb un potencial efecte d’addicié molt superior, d’ells
es poden trobar diferents families com els aminoalquilindols, indazols o
cannabinoides de tipus JWH. Les drogues psicodeliques son aquelles que
provoquen efectes al-lucinogens de igual manera que ho fan el LSD o la psilocina,
d’elles sén destacables les fenetilamines aixi com algunes triptamines que també
provoquen aquests efectes. Les dissociatives sén aquelles que produeixen efectes
similars a la ketamina, hi podem trobar exemples d’elles en les
arilciclohexilamines o les diariletilamines. Els opioides sintétics sén els que emulen
els efectes de la morfina o I'heroina, dels quals cal destacar per la seua rellevancia
i perillositat els analegs del fentanil. També els psicofarmacs que actuen com
sedants tenen els seus analegs entre les NPS, aquestes drogues sén aquelles amb
efectes hipnotics i estructures semblants a les benzodiazepines. [Zowilska et al.
2018].



("« Catinones sintétiques (Butilona , 4-MEC, 3-FMC, a-PVP) )
* Piperazines (BZP. MeOPP)
—l Estimulants 36 % * Piperidines i pirrolidines (2-DPMP. D2PM)
e Triptamines (5-IT, 5-API)
\* Benzofurans (6-APB, 5-EAPB) Y
("* Tipus JWH (JWH-015, JWH-073, JWH-210) A
Cannabinoides * Aminoalquilindols (WIN55, 212-2)
Sintétics — | * Indazols (ADB-PINACA MDMB-CHMICA)
32% * Compostos de TMCP (TMCP-H, TMCP-200)
\* Altres (UR-144, AB-FUBINACA) y
( N

* Tiptamines (DMT, 5-MeO-AMT, LSA)
* Fenetilamines (2¢-C, 25B-NBOMe)

—| Psicodéliques 16 %

* Analegs del fentanil (Acetilfentanil, acrilofentanil)

L Opioides 4 %
pioides * Altres (MT-45, U-47700)

‘o
— Sedants/Hipnotics 4 % [ * (Fenazepam, pirazolam)

* Arilciclohexilamines (MXE, 4-MeO PCP)

— Dissociatives 3 % e
* Diariletilamines (Efedrina, metoxifenidina)

— Desconegudes 5 %

Figura 1. Classificacio de les NPS segons els seus efectes i families de cada grup amb exemples concrets.
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3. ANALISI DE DROGUES EN MATRIUS BIOLOGIQUES

Tal i com es reflecteix a nombrosos estudis governamentals [EMCDDA 2020],
I’abus de drogues és un comportament que es registra amb elevada freqiiéncia a
paisos arreu de tot el mdn, i aquest fet comporta seriosos riscos tant a nivell
sanitari com social. Per aquests motius és fonamental disposar de metodologies
d’analisi rapides, economiques i fiables capaces de ser aplicades en diferents
situacions com per exemple controls antidoping, controls a carreteres, analisi a
centres sanitaris, en ambients ludicofestius o en altres casos per tal de minimitzar
els riscos associats al seu consum.

3.1. TIPUS DE MOSTRES

Per tal de monitoritzar el consum de drogues s’han emprat al llarg dels anys
nombroses matrius. Des de mostres bioldogiques com puguin ser sang, orina o
saliva per a determinar el consum recent de substancies psicoactives; cabells que
permeten determinar el consum a llarg termini d’alguna substancia o aigles
residuals que permeten avaluar quantitativament el consum d'una o més
substancies a una gran poblacié a partir del contingut dels metabolits de les
drogues que es troben en elles.

Cal destacar que els temps de deteccié d’una substancia a les diferents
matrius biologiques es veuen afectats per nombroses variables com ara bé la dosi
administrada, la via d’administracié, el pH de la saliva o de I'orina de I'individu aixi
com el propi metabolisme de cada subjecte [Vestraete 2004].

3.1.1. SANG, PLASMA I SERUM

La sang, aixi com altres matrius que s’obtenen a partir d’ella com el serum o
el plasma, ha estat entre les matrius més utilitzades historicament per a realitzar
analisi clinica i forense. La sang com a matriu presenta una elevada homogeneitat
que fa atractiu el seu Us per a aquest tipus d’analisi, perd a més, el fet de que haja
estat ampliament utilitzada durant les darreres décades deixa a disposicié en la
literatura, nombrosos méetodes per a I'analisi de substancies il-licites [Mali et al.
2011].

En el cas concret de les drogues, aquestes segons les seues propietats
fisicoquimiques es troben en major o menor mesura metabolitzades en sang, pero
amb una quantitat notable de la molecula en la seua forma d’abus, és a dir, en
general a la sang es pot trobar tant la droga com els seus principals metabolits en
percentatges considerables. Després de I'administracié, la majoria poden ser
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detectades durant un periode que oscil-la generalment entre 1 i 2 dies segons la
substancia, la dosi i la freqliencia de consum [Mali et al. 2011].

D’altra banda, la sang presenta alguns inconvenients com poden ser la seua
elevada complexitat, pero sobretot la seua dificil obtencié, que fa necessari la
participacié de personal sanitari per extraure-la, suposant a més metodes invasius
per a l'individu.

3.1.2. ORINA

D’entre tots els fluids biologics, 'orina és el que presenta un Us més estes i
per tant ha estat la matriu més estudiada per a I'analisi toxicologica al llarg dels
anys. El principal fet que fa de I'orina una matriu atractiva per a aquest tipus
d’analisi és I'elevat volum que s’obté d’ella, aixi com I'elevada concentracié dels
analits que es poden trobar. No obstant a la practica, I'orina pot presentar
diversos problemes per a realitzar analisi rutinaries o que requereixen una
elevada fiabilitat per garantir la validesa de la prova. Entre aquests problemes cal
destacar que tot i que és menys invasiva que la sang, presenta la dificultat per a la
seua obtencié sota supervisid, la qual cosa pot derivar en la facil adulteracié
d’aquesta. A més, I'orina no presenta una relacié directa entre la concentracid de
drogues i metabolits presents en la mostra i la dosi consumida.[Saito et al. 2011].

L'orina presenta una major presencia de metabolits en general, tant que pot
ser en el cas d’algunes drogues practicament impossible detectar la substancia en
la seua forma d’abus, com per exemple el tetrahidrocannabinol (THC) o la cocaina
(vegeu Taula 3) on podem trobar en una quantitat considerable els seus
metabolits en comparacio a la quantitat de droga que s’hi troba com el 11-nor-9-
carboxitetrahidrocannabinol (THC-COOH) o la benzoilecgonina  (BE),
respectivament. Per contra, en altres casos com I'amfetamina, el grau d’excrecié
en forma d’aquest analit pot anar del 30 a més del 70 % [Verstraete 2004]. Per
aquest motiu, per a realitzar I'analisi i determinar el consum d’una droga,
habitualment és necessari coneixer els metabolits i disposar de patrons dels
mateixos. Aquest fet presenta dos problemes derivats, el primer d’ells és que per
a moltes de les NPS que poden haver sorgit no es coneixen els metabolits i per
tant es complica la identificacié de la substancia consumida. El segon problema és
qgue en aquells casos on es produeixi un consum de dues o més substancies
d’estructura similar, és dificil conéixer quines drogues s’han consumit amb certesa
[Saito et al. 2011].

-13-
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3.1.3. SALIVA

La saliva presenta nombrosos avantatges per a |'analisi de drogues, que han
fet que cada vegada més, haja anat guanyant popularitat com a matriu per a
realitzar analisi toxicologica i clinica. Entre els seus avantatges, es troba la seua
facil obtencié ja que no requereix de metodes invasius. Es pot obtenir sota
supervisid, cosa que fa quasi impossible la seua adulteracié. A més, si considerem
que el temps de deteccid pot anar de pocs minuts fins a 72 hores, tal i com es pot
observar a la Taula 3, segons el tipus de droga fa d’ella una matriu molt atractiva.
A la saliva es pot observar que la droga, roman generalment mentre duren els
efectes de I'abus a la majoria dels casos, cosa que la converteix en una matriu
especialment util per a la confirmacié de preséncia de drogues in-situ en controls
de carretera o circumstancies similars. D’aquesta manera, alguns paisos com
Australia o Belgica ja fan Us d’ella com a metode confirmatori [Verstraete et al.
2011].

Cal tenir en compte, també que els volums de saliva disponibles en
comparacio a altres matrius és més menut. Aquest fet implica certes restriccions
en els métodes analitics com la necessitat de poder detectar un ventall de
drogues més gran amb volums menors o disposar de limits de deteccié baixos.
Aquest fet cobra especial importancia en drogues com els cannabis que poden
portar a una salivacié reduida i complicar el mostreig [Palmer et al. 2019].

Altre avantatge de la saliva és la baixa proporcié respecte a la droga de
metabolits que presenta, especialment en els moments posteriors a
I'administracid, el que permet suplir algunes de les limitacions que puguin
presentar altres matrius com |'orina. D’aquesta manera com es pot veure a la
Taula 3, substancies com els cannabis mostren el seu principal component

psicoactiu (THC) i no el seu metabolit principal, el THC-COOH. Altres analits com la
cocaina, es troba majoritariament en la saliva durant les primeres 12 h, i a
continuacié es mostra una major presencia del seu metabolit benzoilecgonina (BE)
fins les seglients 12 h. Altres drogues com l'amfetamina, tenen una presencia
reduida de metabolits a causa de la baixa taxa de degradacié que te [Saito et al.

2011, Verstraete 2004].
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Taula 3. Dosis habitualment consumides i temps de deteccio per a algunes de
les drogues més habituals als diferents fluids biologics emprats per a I'analisi

[Verstraete 2004].
Substancia Dosi Sang Orina Saliva
Amfetamina 10-30mg 46 h 24-72h 50 h
Metamfetamina 5-10mg 48 h 24-60h 72 h
MDMA i derivats 50— 100 mg 24 h 24-72h 24 h
5 h (THC)
. ) 87h
Cannabis 5-30mg 36h 34 h (THC)
(THC-COOH)
(THC-COOH)
) 12 h (Cocaina) 12 h (Cocaina)
Cocaina 20-100 mg 48 — 72 h (BE)
48 h (BE) 12 - 24 h (BE)
Heroina 10-2000 mg 20 h 11-54h 0,5-8h
GHB * 5h 12 h 5h

*No especificat, BE: benzoilecgonina, GHB: acid Y-hidroxibutiric, MDMA: metilendioximetamfetamina, THC:
tetrahidrocannabinol, THCCOOH: 11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocannabinol.

3.1.4. CABELLS

Els cabells com a matriu per a aquest tipus d’analisi presenten
caracteristiques particulars i que fan d’ells una matriu d’especial interes en alguns
casos molt concrets. Durant la formacio dels cabells les drogues consumides bé
siga de forma esporadica o no, queden atrapades a la seua estructura. D’aquesta
manera romanen estables durant periodes superiors a 12 mesos en aquells talls
del cabell que s’hagen format durant el periode d’administracié. Aixi doncs,
durant el creixement del cabell si és constant, les drogues s’incorporen al cabell
segons la concentracié de droga en sang [Usman et al. 2019]. Per tant, en el cas
dels cabells, el temps de deteccié de qualsevol substancia el determinara la
longitud del cabell. Aquesta particularitat fa d’ells una matriu interessant per a
determinar I'abus d’una substancia a llarg termini, o per a dur a terme I'analisi
després d’'un llarg periode de temps des de I'administracid, com per exemple
analisi a victimes d’agressions sexuals. D’altra banda és necessari un procediment
de digestid adequat per tal d’extraure I'analit dels cabells sense que la seua
estructura es veja alterada. A més en el cas d’una administracié puntual d’una
substancia psicotropica es fa necessari disposar de métodes amb limits de
deteccié molt baixos [Koren et al. 2019].
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3.1.5. ALTRES MATRIUS BIOLOGIQUES

Altres matrius biologiques han estat estudiades i usades per a I'analisi
toxicologica i clinica de drogues, tot i que a causa de la dificultat per obtenir-les o
manca d’avantatges que presenten front a les quatre matrius ja esmentades
anteriorment, el seu Us no esta generalitzat i no hi ha massa bibliografia que
descriga metodes que facen Us d’elles:

e Meconi: El meconi, és el primer excrement dels nounats i esta format
principalment per mucosa, bilis i restes superficials de pell. El meconi ha estat
usat sobretot per a establir I'exposicié dels fetus durant 'embaras a drogues o
farmacs a través del consum per part de la persona gestant [Palmer et al.
2019].

e Ungles: El procediment de formacié de les ungles és similar al dels cabells per
tant els avantatges que comporta I'Gs d’ungles per a I'analisi de substancies
il-licites és similar. Aixi doncs, sén de facil obtencié pero abans de I'analisi és
necessaria una descontaminacié de la mostra per tal d’eliminar possibles
productes estétics emprats sobre la superficie de les ungles o altres possibles
interferents [Mali et al. 2011].

e Llagrimes: Tot i que les llagrimes han estat avaluades com a matriu biologica
per a l'analisi de drogues, la seua dificil obtencié deriva en resultats poc
reproduibles que fan d’elles una matriu poc estudiada i emprada [Capiau et al.
2016].

e Suor: Ha guanyat certa popularitat en els ultims anys, pero continua sense ser
una matriu que destaque de manera especial pel seu interes en l'analisi
toxicologica. La seua obtencié habitualment es fa a través d’adhesius en alguna
zona del cos d’especial sudoracié durant un cert periode de temps, fet que
assegura l'obtencié d’una quantitat suficient de mostra [De Giovanni et al.
2013].

e Contingut gastric: Aquesta matriu ha estat especialment util per a determinar

I'abus de drogues post-mortem, si ha sigut per via oral, permetent aixi la
identificacié de morts per sobredosi en aquelles drogues que es consumeixen
en forma de pindoles o similars [Joyce et al. 2018].
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3.2. METODES D’ANALISI

Habitualment, I'analisi de drogues en matrius biologiques esta formada per
dues etapes. En primer lloc és habitual portar a terme un escombratge que
identifigue rapidament la substancia o substancies presents a la mostra i
posteriorment es realitza una segona analisi amb instrumentacié més sofisticada
per confirmar la presencia de les drogues i quantificar la seua concentracio.

3.2.1. METODES D’ESCOMBRATGE

L’analisi de drogues habitualment consta d’una primera etapa d’escombratge
0 screening que permet una rapida identificacié de les substancies presents en la
mostra a analitzar. Hi ha nombrosos metodes d’escombratge que han sigut usats i
gue es poden classificar segons la seua precisié en la identificacid, segons la seua
portabilitat o el temps de resposta que ofereixen. Tot i que algunes técniques com
I'espectrofotometria UV poden estar usades per a l'analisi qualitativa de les
drogues més consumides habitualment i tenen un cost relativament baix [Li et al
2012] la tendéncia que han seguit aquests metodes de screening ha estat en I'Us
de materials d'immunoafinitat per la seua bona selectivitat [Harper et al. 2017].

Existeixen tires reactives basades en immunoassajos que sén usades
principalment per a la determinacié dels grups classics de drogues en mostres
d’orina i permeten donar una resposta qualitativa molt rapida, de I'ordre de
segons 0 pocs minuts. Aixi aquestes tires van principalment enfocades a la
reduccid de riscos. Les analisis es poden realitzar facilment in-situ amb un preu
que es troba al voltant d’1 a 5 € per tira pel que suposa una de les alternatives
més barates [PharmaDrugtest].

Els immunoassajos també permeten determinar de manera qualitativa una
serie determinada de drogues i/o metabolits en pocs minuts emprant un lector,
generalment optic; el seu maneig és relativament senzill ja que en la majoria de
casos no se’n requereix de personal especialitzat. Comparat amb altres
instruments té costos relativament assequibles ja que després d’aconseguir el
corresponent analitzador (5.000 — 22.000 €), el material necessari per a dur a
terme les analisis presenta costos no massa elevats [Harper et al. 2017].
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Un bon exemple d’aquests instruments és el Drugtest 5000 de Drager
(Lubeck, Alemanya), que esta basat en un immunoassaig de flux lateral (Lateral
Flow Immunoassay, LFIA) que han estat de gran utilitat per al diagnostic en punts
de control no només de drogues si no en nombroses altres aplicacions [Anfossi et
al. 2019]. A I'Estat Espanyol, el Drugtest 5000 de Drager esta un dels més emprats
en controls rutinaris de drogues per cossos com el de la Guardia Civil. A la Figura
2, on es pot veure un exemple d’aquest instrument s’observa com el material
necessari per realitzar I'analisi consta del lector i d’'un mostrejador que té al seu
extrem un material esponjés comprimit que en entrar en contacte amb la saliva
qguan s’introdueix a la boca s’expandeix aconseguint absorbir tota la saliva
possible. Aquesta etapa de mostreig habitualment dura uns 60 segons fins que
I'indicador revela que la mostra ha sigut recollida satisfactoriament. Una vegada
s’ha acabat la recol-leccié de la mostra, el material esponjds s’introdueix a I'equip
junt amb un cartutx que conté el tampé que s’utilitza per arrossegar les drogues
gue es troben adsorbides sobre el material esponjés fins a les tires on s’hi troba el
material d’'immunoafinitat. Finalment, I'equip mostra els resultats a través del
lector. Aquest equip, mostra valors de tall diferents per a les drogues més
conegudes com sén els opiacis (20 pg L?'), amfetamines (50 pg L?),
metamfetamina (35 pg L?), cocaina (20 pg L?), cannabis (5 pg L?) i
benzodiazepines (15 ug L) [Lopez-Rivadulla et al. 2011].

Col-lector de mostra

/ Indicador

Figura 2. Drugtest 5000 de Drdéger (Liibeck, Alemanya).
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3.2.2. METODES CONFIRMATORIS

Després de I'analisi inicial mitjangant una técnica de screening, habitualment
s’han emprat com a métodes confirmatoris técniques cromatografiques o afins a
causa de la seua major fiabilitat i robustesa a I’'hora de determinar de manera
guantitativa el contingut de drogues en fluids biologics o en qualsevol altre tipus
de matrius. Segons la base de dades Scopus d’Elsevier, el nombre d’articles
publicats als Ultims 20 anys usant el nom de cadascuna de la técniques analitiques
gue es mostra a la Figura 3 junt a “drug analysis” demostra que la cromatografia
liquida (Liquid Chromatography, LC) acoblada a espectrometria de masses (MS) en
la seua majoria, pero també altres detectors més convencionals, han estat les
tecniques més utilitzades per a la determinacié de drogues, seguida per la
cromatografia de gasos (Gas Chromatography, GC), fonamentalment acoblada a
MS. També, altres técniques afins a la cromatografia com les técniques
electroforétiques acoblades a diversos detectors.
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Figura 3. Nombre d'articles publicats a Scopus als darrers 20 anys per a la
determinacio de drogues emprant LC, GC i electroforesi amb detectors de masses o
qualsevol altre tipus de detector.

Tal i com es recull a la bibliografia, les técniques cromatografiques acoblades
a MS han estat ampliament utilitzades per a I'analisi de drogues en qualsevol tipus
de matriu, especialment des del seu desenvolupament i millora de les interfases
entre el sistema cromatografic i I'analitzador de masses, de les caracteristiques de
les columnes, etc. Durant molts anys la GC-MS ha estat considerada la tecnica
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preferida per a I'analisi confirmatoria per a la presencia de drogues, perd molts
laboratoris han preferit fer Us de la LC-MS/MS per la seua selectivitat i sensibilitat
en comparacié a altres técniques, especialment per a I'analisi de drogues en
matrius complexes com les biologiques que a més, té intervals de concentracions
lineals molt més grans que la majoria de técniques analitiques existents [Snozek et
al. 2019].

En primer lloc, la GC acobada a detector com de ionitzacié en flama (Flame
lonization Detector, FID) ha estat una de les tecniques cromatografiques
preferides per a I'analisi de compostos semivolatils com ho sén la majoria de
drogues d’abus, no obstant des de la seua aparicid, la GC-MS va ser una eina molt
atil per a I'analisi toxicologica clinica i forense. Nombrosos estudis realitzats han
descrit el desenvolupament de metodes rapids i amb capacitat de determinar
simultaniament més d’un analit, tot i que en gran part d’ells, com es venia
assenyalant en apartats posteriors, ha sigut indispensable una etapa d’extraccid
prévia per a reduir I'efecte matriu aixi com fer Us de dissolvents compatibles amb
la técnica analitica. Per exemple, alguns d’aquests métodes descriuen I'analisi de
drogues de tipus amfetamina en mostres d’orina emprant com a etapa de
tractament de mostra la microextraccié6 mitjancant adsorbent compactat
(Microextractions by Packed Sorbent, MEPS), de la que es parlara en més
deteniment en apartats posteriors d’aquesta Tesi Doctoral [Malaca et al. 2019], o
I'analisi de cocaina i els seus set metabolits en orina després d’una extraccié en
fase solida (Solid Phase Extraction, SPE) [Fernandez et al. 2019] o per a la
determinacié de cannabinoides en sérum [Gottardo et al. 2019]. En ocasions, la
GC-MS requereix de derivatitzacid dels analits previa a I'analisi per augmentar la
sensibilitat, a causa de la manca de volatilitat d’algunes drogues com la catinona,
bufedrona, 4-metiltioamfetamina, d’a-pirrolidinopentifenona o la metilona, a la
seua determinacié en mostres de sang [Claudia et al. 2019].

La LC-MS va ser rapidament implementada per a l'analisi toxicologica i
forense de substancies il-licites. Tot i I'elevada selectivitat d’aquesta técnica, s’ha
de tenir en compte els efectes matriu que es puguin tenir si I’analisi es porta a
terme de manera directa, la qual cosa pot afectar de manera important a la
quantificacid dels analits, especialment quan la matriu és molt complexa com és el
cas dels fluids biologics, en aquests casos és d’especial interés afegir un patré
intern adequat per tal de minimitzar aquests efectes o recérrer a etapes de
tractament de mostra. En aquest sentit, s’ha observat que el tipus de ionitzacié
per a la introduccié dels analits a I'analitzador de masses és un punt critic en la

importancia de l'efecte matriu. La ionitzacié per electrosprai (Electrospray
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lonization, ESI) i la ionitzacid quimica a pressid atmosferica (Ambiental Pressure
Chemical lonization, APCI) han demostrat ser aquelles formes de ionitzacié que
provoguen major nombre d’interferencies proporcionals [Castiglloni et al. 2008].
Algunes exemples que mostren I'aplicacié d’aquesta tecnica per a lI'analisi de
drogues sén la determinacié mitjangant cromatografia liquida d’alt rendiment
acoblada a espectrometria de masses en tandem (Ultra High Performance Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry, UHPLC-MS/MS) cocaina i els seus
metabolits en plasma després d’'una microextraccié en fase solida (Solid Phase
Microextraction, SPME) amb un adsorbent genéric com el C18 [Feltraco-Lizot et al.
2019] o altres treballs han determinat simultaniament 29 cannabinoides sintétics i
els seus metabolits, amfetamines i cannabinoides naturals en sang [Ong et al.
2019].

Les tecniques electroforetiques acoblades a diversos detectors, entre ells
analitzadors de masses, han estat emprades com a tecniques de separacid
alternatives a la cromatografia ja que permeten separacions més rapides que la LC
0 son capaces de separar analits que habitualment no es poden analitzar per GC a
causa de la seua inestabilitat termica o reactivitat a altes temperatures com és el
cas d’algunes drogues entre les quals és destacable el LSD pel seu alt punt
d’ebullicid. El conjunt de técniques electroforetiques és poden definir com aquella
agrupacio de tecniques on la separacid te lloc en una columna capil-lar buida
(sense cap fase adsorbent) a partir de I'aplicacié d’un camp eléctric, aquestes
separacions son eficients i rapides i poden separar-se analits de qualsevol natura,
bé siguin ions positius, negatius o analits sense carrega neta. D’entre les técniques
electroforetiques, I'electroforesi capil-lar (Capilar Electrophoresi, CE) ha estat una
ferramenta molt atil per a I'analisi de drogues en fluids biologics [Thormann
2020]. Per exemple, a I'analisi de drogues s’ha usat recentment la CE per a la
determinaci6 de MDMA en saliva [Saar-Reismaa et al. 2019] o per a la
determinacid de psilocina i muscimol en orina [Poliwoda et al. 2020].

4. TRACTAMENT DE MOSTRA

Tot i les bones oportunitat que ofereixen les tecniques confirmatories que
s’han descrit anteriorment, per realitzar una segona analisi confirmatoria
guantitativa de drogues en mostres biologiques, habitualment es requereix abans
de I'Gs de la tecnica analitica d’'una etapa de preconcentracié dels analits a
determinar i d’'una neteja (clean-up) de la mostra principalment a causa de la
baixa concentracié a la que és habitual trobar els analits i a la gran quantitat de
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molécules organiques que poden interferir a I’analisi. El tractament de mostra, és
habitual que sigui I'etapa de qualsevol procediment analitic on major despesa de
temps hi ha i on amb més freqliéncia s’introdueixen errors que poden portar a
una mala determinacié dels analits o manca de reproductibilitat [Namiesnik et al.
2000].

L'extraccio liquid-liquid (Liquid-Liquid Extraction, LLE) en general ha estat un
dels procediments més usats en nombrosos camps de la Quimica Analitica per al
tractament de mostres de diferent origen: bioldgic, ambiental, industrial, etc. La
LLE requereix I’'Us d’un dissolvent, generalment organic, immiscible en aigua que
permeta la partici6 de l'analit entre la fase immiscible i l'aquosa on
presumiblement es troba inicialment I'analit. A més, acostuma a ser necessari
canviar I'analit d’'un estat carregat positiva o negativament quan es troba en la
fase aquosa, a la seua forma neutra per augmentar la seua afinitat per la fase
organica, de caracter més apolar. En matrius com el plasma, analits com les
drogues o els seus metabolits solen trobar-se a nivell de traces, la qual cosa fa que
sigui necessari diverses extraccions consecutives per tal d’afavorir un rendiment
adequat. Aquest fet, afegit a la manca de rendiment que presenta la LLE en
general, condueix a una reproductibilitat no sempre satisfactoria, a més d’una
gran limitacié quant a I'is de dissolvents, que han de ser molt poc miscibles en
aigua, cosa que habitualment comporta I'Us de dissolvents clorats, poc sostenibles
per al medi ambient [Li et al. 2006].

Dins dels metodes de LLE, es poden trobar a més de la forma classica diverses
variants que han sorgit als darrers anys que permeten suplir alguns dels
problemes que comporta I'Us d’aquest procediment. Un bon exemple, és la LLE
dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid Extraction, DLLE) (vegeu Figura 4) que
incorpora I'ts d’un dissolvent miscible tant en la fase organica com en I'aquosa,
cosa que permet dispersar en forma d’emulsié un volum menut del dissolvent
extractant aconseguint un rapid repartiment de I’analit entre les dues fases amb
un volum d’extractant molt més menut del necessari en la LLE classica [Razaee et
al. 2010]. Aquesta modalitat de LLE s’ha emprat per a la determinacid de diverses
drogues com mostren els treballs de Ferndndez i col-laboradors que van
determinar 20 drogues incloent drogues classiques i NPS en saliva per a la seua
posterior determinacié per LC-MS/MS usant cloroform com a dissolvent
extractant i metanol com a dispersant [Ferndandez et al. 2019], o com van
demostrar els equips de Xu i Liu a la determinacié de metamfetamina, tramadol i
ketamina en orina amb deteccié mitjancant GC-MS/MS [Xu et al. 2019].
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Figura 4. Esquema basic d'una DLLE: (a) mostra, (b) introduccid del dissolvent
extractant i dissolvent dispersant, (c) dispersio del dissolvent extractant, (d)
separacio del dissolvent extractant i (e) extraccio del dissolvent extractant.

Altra de les modificacions que s’han proposat per a la LLE és el canvi de
dissolvents organics immiscibles en aigua, pels anomenats liquids ionics (lonic
Liquids, ILs). Els ILs poden ser definits com a sals amb una temperatura de fusié
menor que el punt d’ebullicié de I'aigua que actuen de forma analoga a com es
comportaria un dissolvent organic. Els principals avantatges que mostren soén la
seua elevada estabilitat termica, reduida pressid de vapor i la seua baixa
inflamabilitat, perd a més, els ILs inclis poden ser triats en funcié de la seua
afinitat per determinats grups funcionals, cosa que pot afegir al procediment
d’extraccié una determinada selectivitat [An et al. 2017]. Els ILs han sigut usats
previament per a l'analisi de drogues com antidepressius en mostres d’aigua
naturals [Ge et al. 2013] o cefalosporina en matrius biologiques [Wu et al. 2016],
tot i que no existeix a la bibliografia un ampli ventall d’aplicacions que fan us d’ells
per a I'analisi toxicologica. Per exemple, I'equip d’Abujaber els va fer servir per a
I'extraccid de cortisona i cortisol present en mostres de saliva per a la seua
determinacié mitjangant cromatografia liquida amb detector ultraviolat (Liquid
Chromatography — Ultraviolet , LC-UV) [Abujaber et al. 2019].

Més modificacions de LLE han sorgit, com per exemple aquella que es basa en
I’Gs d’'una gota suspesa (Single Drop Microextraction, SDME). Aquesta técnica és
basa en la suspensié d’una gota dins d’'una mostra que generalment és de natura
aquosa. La gota de pocs microlitres es troba a I'extrem d’una xeringa i acumula
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I'analit que és transferit des de la dissolucié aquosa mitjangant difusié passiva fins
assolir I'equilibri. Posteriorment aquesta gota pot ser injectada directament a
I'instrument de mesura. Amb aquest metode de LLE es pot aconseguir estalviar
fins a un 99 % del consum de dissolvent i les tipiques etapes d’evaporacié i
redissolucié de I'analit que venen lligades a la LLE convencional. El principal
problema que aquesta tecnica presenta és la inestabilitat de la gota, cosa que pot
provocar una reproductibilitat baixa. Pel que fa al dissolvent emprat en la SDME,
és crucial que aquest no sigui molt volatil per a que no s’evapore durant
I'extraccio, per ago entre els dissolvents més usats es poden trobar: alcohol
isoamilic, undeca, nona o octa [Kataoka 2010]. Alguns treballs han emprat
previament la SDME per a la determinacié de drogues com amfetamina [Choi et
al. 2009] o psilocina i muscimol en orina [Poliwoda et al. 2020].

Pero, a les darreres decades, la SPE ha anat substituint la LLE progressivament
per I'analisi toxicologica fins a disposar d’una gran quantitat de metodes descrits a
la bibliografia. La SPE fa Us d’una fase solida que actua com adsorbent dels analits
sobre la seua superficie segons I'afinitat existent entre I'analit i la fase solida. Hi
ha nombrosos tipus de fases adsorbents, la utilitat de la qual ve determinada
segons les caracteristiques fisicoquimiques de I'analit. La majoria dels adsorbents
gue es comercialitzen venen com a fases polimériques, resines o de silice
compactades dins de cartutxos d’extraccio.

A la bibliografia, es pot comprovar com la SPE ha estat una técnica molt
emprada per a I'analisi de drogues en un gran nombre de matrius. Mitjancant la
cerca a la base de dades Scopus d’Elsevier de les paraules “SPE” i “drug analysis”
(analisi de drogues) fins a 5.073 articles es troben publicats des de 1995, en els
que es descriuen diversos protocols per a I'extraccié de drogues il-licites i/o legals
gue es troben a mostres de diferent natura, fent Us de fases solides de tipus molt
variable. Com es pot veure a la Figura 5, la SPE va experimentar un augment
considerable d’atencié en I'analisi de drogues a partir de principis del segle XXI i
des d’aleshores, es manté com una important font d’estudis.
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Figura 5. Nombre d'articles publicats a Scopus des de 1995 fins a I'actualitat sobre
SPE i analisi de drogues.

La cerca bibliografica fa evident que la SPE és una de les metodologies més
emprades actualment per realitzar tractament de mostra en quant analisi de
drogues en matrius biologiques o aiglies es refereix. A¢o és a causa de la bona
reproductibilitat que s’aconsegueix, les eficients extraccions i la bona capacitat
que te per a concentrar analits aixi com eliminar gran part dels interferents que
provenen de les complexes matrius. No obstant, tot i que habitualment es fa Us de
columnes de SPE com a format per dur a terme el clean-up, una part important de
recerca ha estat encaminada a obtenir nous formats o enfocaments per a realitzar
I'extraccié que permeta miniaturitzar I'analisi, fer-lo més senzill, rapid, reduir les
despeses o aproximar-se cada vegada cap a metodes més sostenibles [Oliveira-
Silveira et al. 2019].

4.1. EXTRACCIO EN FASE SOLIDA CONVENCIONAL

El format més tradicional i més ampliament utilitzat ha estat la SPE en
cartutxos o columnes d’extraccid. Les columnes sén tubs de polipropilé (PP) o
vidre, oberts per un extrem i acabat per I'altre extrem amb una obertura de
diametre inferior a la de la columna. Dins de la columna hi ha una determinada
guantitat de fase solida compresa entre dues frites, habitualment de polietile (PE),
per tal de retenir el material que es troba finament dividit en forma de particules.
Comercialment hi ha una gran varietat de columnes d’extraccié amb fases solides
de diferent natura, des de materials genérics com silice modificada amb C18 o
altres materials polimeérics fins a materials de caracter més selectiu com els MIPs
o immunosorbents. A més, també es poden trobar de volums molt variables
essent les més habituals d’entre 1 a 10 mL, tot i que existeixen fins a 150 mL.
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Habitualment les columnes contenen entre 30 mg i 4 g de fase estacionaria tot i
qgue poden aplegar fins a 75 g per a les columnes de major grandaria [Ptotka-
Wasylka et al. 2016].

En general, un procediment de SPE consta de les quatre etapes que es poden
observar a la Figura 6: i) condicionament, on la fase adsorbent es prepara per a
rebre els analits; (ii) carrega, on s’introdueix la mostra que conté els analits i es fa

passar a través de la fase adsorbent per a que I'analit i altres components de la
matriu de caracteristiques afins a la fase solida queden adsorbits sobre aquesta;
(iii) rentat, on es fa passar un dissolvent amb forca d’elucié moderada per a que
els compostos no desitjats siguin eluits del adsorbent; (iv) elucid, amb el volum
minim d’un dissolvent d’elevada forca d’elucid, s’extrauen els analits de la fase
solida amb la intencid d’obtenir el maxim factor de preconcentracié possible. Si és
necessari el volum de dissolvent d’elucid es pot evaporar i dissoldre de nou en un

volum menor per tal d’aconseguir major concentracié [Hennion et al. 1994].

(a)

() () (d)

® Analit

Interferent

Figura 6. Esquema basic de les etapes d’un procediment de SPE convencional:
(a) condicionament, (b) carrega, (c) rentat i (d) elucid de I'analit.

Per fer passar la mostra o els diferents dissolvents a través de la columna es
pot aplicar pressid positiva (per exemple, amb una xeringa), centrifugar les
columnes o connectar aquestes a un sistema de buit. També és possible quan la
fase solida no esta excessivament compactada deixar fluir la mostra o dissolvents
per gravetat. El principal avantatge de I'Gs de columnes és la gran quantitat de
metodes ja descrits que hi ha, aixi com el gran ventall de fases solides disponibles
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comercialment o la facilitat per emprar una fase solida preparada al propi
laboratori i la possibilitat de connectar columnes en seérie si les necessitats de
I'analisi ho requereixen [Lavén et al. 2009]. La SPE s’ha usat recentment en
I'analisi d’aiglies ambientals per a la determinacié de 20 drogues d’abus incloent
15 NPS, tres drogues d’abus tradicionals (cocaina, amfetamina i metamfetamina) i
antidepressius [Peng et al. 2019]. Aixi com per a I'analisi dels metabolits de 61
cannabinoides sintétics en orina seguit d’una determinacié mitjangant LC-MS/MS
[Gaunitz et al. 2020].

La u-SPE (Micro Solid Phase Extraction), que és una adaptacié de la SPE pero
reduida a volums inferiors a 1 mlL, també s’ha utilitzat per a I'analisi
d’amfetamina, metamfetamina, metilendioxiamfetamina, MDMA, cocaina,
benzoilecgonina, ketamina, fenciclidina (Phencyclidine, PCP), psilocibina i
mescalina a mostres d’orina i plasma, seguida d’una determinacié per LC-MS/MS
[Napoletano et al. 2012] o per a la determinacié d’estimulants, al-lucinogens,
ketamina i PCP en mostres de saliva [Sergi et al. 2010].

Altra de les variants de la SPE tradicional és I'anomenada SPE on-line que
permet I'acoblament directe del procediment d’extraccid a la técnica analitica que
es vaja a emprar. La SPE on-line presenta com avantatge principal que redueix al
minim la manipulacié de les mostres, és per aquest motiu que permet minimitzar
el treball al laboratori el que suposa menor despesa de costos i temps. Tanmateix,
aquesta reduida manipulacié ajuda a que a la fi s’obtinguen resultats molt més
exactes, precisos, i fiables. En aquest sentit, la SPE on-line ha estat descrita a
diversos treballs per a I'analisi de drogues com el publicat per I'equip de Lépez-
Garcia on es feia Us per a I'analisi de 37 drogues diferents en mostres d’aigua
residual emprant LC-MS/MS [Lépez-Garcia et al. 2018] o per exemple per a I'equip
d’Aqda que va fer Us de fibres poroses per a la u-SPE de farmacs antiinflamatoris
en mostres d’orina i plasma [Aqda et al. 2018].

4.2. EXTRACCIO EN FASE SOLIDA DISPERSIVA

Una variant de la SPE tradicional que també ha estat emprada per la seua
utilitat és I'anomenada extraccié en fase solida dispersiva (Dispersive Solid Phase
Extraction, DSPE). Aquesta manca d’un suport solid on sigui retinguda la fase
solida, fa necessari que s’afegeixi directament sobre la mostra. Una vegada
addicionada, la dispersié s’afavoreix mitjancant agitacié per tal de garantir una
major homogeneitat que permeti un repartiment efectiu dels analits des de Ila
mostra a I'adsorbent, assolint I’equilibri més rapidament. Quan el repartiment ha
estat quantitatiu la fase solida es pot separar de la mostra mitjangant processos
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mecanics com centrifugacio o filtracid, després els analits poden ser eluits amb un
dissolvent capag de trencar les interaccions analit-adsorbent o realitzar la mesura
mitjancant desorcid térmica si I'instrument i I'adsorbent ho permeten. Aquesta
técnica d’extraccio ha estat combinada amb diverses técniques analitiques com bé
la CE per a la determinacié de quinolones en mostres de llet emprant un detector
de fila de diodes (Diode Array Detector, DAD) [Ibarra et al. 2012] o combinada
amb LC-UV per a la determinacié de bisfenol A en mostres de llet [Reyes-Gallardo
et al. 2016]. També s’ha emprat CE-MS per a la determinacié de medicament
antihelmintic en mostres d’ou [Dominguez-Alvarez et al. 2013] o per a la
determinacio de sulfonamides en mostres de llet mitjangcant LC-UV/UV [Gao et al.
2010].

Tot i que I'Us de la DSPE proporciona una reduccidé de temps considerable i és
ben adaptable, el pas de filtracid/centrifugacié per a la separacié de I'adsorbent
pot suposar una etapa del procés tediosa. Per aquest motiu, una solucié
prometedora a I'Gs dels tradicionals adsorbents per a la DSPE ha estat I'extraccio
en fase solida dispersiva magnética (Magnetic Dispersive Solid Phase Extraction,
MDSPE) que es mostra a la Figura 7. Aquesta técnica va ser introduida a I'analisi
quimica per Safafikova el 1999 [Safafikova et al. 1999] després de que Robinson el
1973 publicara la primera separacié realitzada mitjancant I'aplicaciéd de forces
magnéetiques [Robinson et al. 1973]. Per a la MDSPE s’empren particules
magneétiques de Fes0, de petit diametre (de l'ordre de nanometres),
tradicionalment cobertes de materials com oxids de silice o alumini per tal
d’augmentar la seua estabilitat. Als recobriments tradicionals de les
nanoparticules magnetiques (Magnetic Nanoparicles, MNPs), s’ha afegit als
darrers anys I'Us de materials selectius immobilitzats sobre la superficie com ara
bé aptamers, emprats per exemple per a I'analisi d’oxitetraciclina o kanamicina en
mostres de llet, mel o carn de porc [Liu et al. 2015], anticossos per a la
determinacié d’ antibiotics en mostres de llet o cabells [Font et al. 2008] o
polimers de reconeixement molecular (Molecularly Imprinted Polymers, MIPs) per
a la determinacio de tizanidina en orina [Sheykhaghaeia et al. 2016].
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L'aplicacié de MNPs per a I'analisi ha estat demostrada en nombrosos camps,
essent usades per a determinar analits de molt variable natura i en un nombrds
numero de matrius. Per exemple, aquestes s’han usat, recobertes de diversos
materials, per a la determinacié de molécules menudes com ocratoxina A en
cereals com arros o dacsa [Mashhadizadeh et al. 2013]. També s’han determinat
hidrocarburs poliaromatics en mostres ambientals d’aigua [Wang et al. 2013]. A
més ha estat aplicada per a I'analisi de mostres més complexes com matrius
biologiques. Per exemple, per a la determinacié d’estrogens en plasma [Wang et
al. 2012] i inclus per a la determinacio del VIH tal i com va publicar I'equip de Chen
[Chen et al. 2010]. La MSPE també ha estat usada per a la determinacié de
molécules de major grandaria com proteines, veient reflectit aquest fet en les
interesants aplicacions que han tingut a proteomica [Li et al. 2013]. En I'ambit de
I'analisi toxicologica recentment s’han usat per a l'analisi de drogues com
tramadol en mostres d’orina mitjangant LC-UV [Taghvimi et al. 2019], o I'analisi de
cocaina i metabolits en mostres d’orina emprant LC-MS/MS [Sanchez-Gonzélez et
al. 2016].

© Nanoparticula magnética
®  Analit

Interferent

Figura 7. Etapes de I'extraccio en fase solida dispersiva magnética: (a) addicio de
les MINPs, (b) adsorcid de I'andlit, (c) separacié magnética, (d) eliminacio de la
matriu i (e) elucid de I'analit.
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4.3. MICROEXTRACCIO AMB ADSORBENT EMPAQUETAT

La MEPS és una adaptacid directa de la SPE a un format miniaturitzat i
automatitzable que permet disminuir considerablement els volums necessaris per
dur a terme el tractament de mostra. Per tant, aquest enfocament, permet una
adaptacio de la majoria de protocols de SPE ajustant volums. A la MEPS es fa Us
d’una xeringa de liquids, habitualment d’entre 100 i 250 pL de capacitat, que
incorpora al final de I’embol la fase adsorbent adient. Les quantitats d’adsorbent
qgue alberga la xeringa oscil-la al voltant de 1 mg, segons la fase i el fabricant, el
gue comparat amb la tradicional SPE, suposa una disminucié de més de 100
vegades en molts casos [Abdel-Rehim 2010]. Aquest format (veure Figura 8)
permet integrar el procediment d’extraccié en un sol dispositiu, sense necessitar
sistemes de buit, centrifugues o cap altre material, cosa que fa de I'extraccié un
procediment senzill i facil d’integrar en un brag robotic. Si la xeringa s’adapta a un
brac robotic permet automatitzar completament el procés de tractament de
mostra i de mesura en l'instrument de deteccid triat (tipicament GC o LC) [Moein
et al. 2015].

D «— Xeringa
@

Adsorbent

Frites

Figura 8. Esquema d'una xeringa de microextraccio mitjancant adsorbent

empaquetat.
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A la bibliografia hi ha diversos articles que descriuen I'aplicacié de MEPS per a
la determinacid de diverses drogues i farmacs en matrius biologiques com plasma
i orina. Per exemple, Abdel-Rehim i col-laboradors van aplicar la MEPS per a la
determinacié de lidocaina, mepivacaina, bupivacaina i ropivacaina en plasma
emprant com a fase estacionaria silice modificada amb C18, seguit de la posterior
determinacié dels compostos mitjancant GC-MS [Abdel-Rehim 2004]. De la
mateixa manera es va usar per a la determinacié d’anestésics locals a plasma,
emprant com fase estacionaria un bescanviador de cations [Altun et al. 2004] o
per a la determinacié de metadona en mostres de plasma i orina emprant una
fase estacionaria de Silica-C18 [El-Beqqali et al. 2007].

4.4. EXTRACCIO AMB PUNTES DE MICROPIPETA

Un format derivat de I'Us de les columnes perd adaptat a volums molt més
menuts és l'extraccid mitjancant puntes de micropipeta (pipette tips) (vegeu
Figura 9). Aquestes, sén puntes de polipropilé de diferent grandaria que poden
contenir al seu interior la fase estacionaria adequada per a l'analisi, bé sigui
retinguda entre dues frites en forma de particules o ancorada directament sobre
les parets internes de la punta en forma de monolit. En qualsevol cas, a causa de
la limitada pressidé que és capag¢ d’exercir la micropipeta, és necessari que el
material sigui suficientment pords com per a permetre el flux de mostra i
dissolvents. El principal avantatge de I'Gs d’aquest format és la senzillesa del
procediment d’extraccid i la seua rapidesa, aixi com la seua facil automatitzacio.
L'Us de pipette tips permet reduir notablement el volum de dissolvent necessari,
generant menor quantitat de residus. Actualment, hi ha disponibles nombroses
micropipetes multicanal, que hi permeten acoblar-ne diverses puntes a la mateixa
i realitzar de manera simultania tantes analisis com canals tingui la micropipeta.
Front a tots aquests avantatges que suposa I'Us de les puntes, cal destacar també
les dues principals limitacions: (a) la manca de fases solides disponibles, essent
necessari en moltes ocasions preparar-les al laboratori abans d’usar-les, i (b)
I’elevat volum de residus en forma de plastic que genera I'Us de puntes d’un sol Us
[Seidi et al. 2019].

Hi ha diverses pipette tips disponibles comercialment com per exemples les
ZipTip o NuTip (Millipore, EEUU), Monotio (GL Science™ Inc., Japd) o les TopTip
(Glygen Corp., Columbia, EEUU) amb diverses fases solides cadascuna. Per
exemple les ZipTip estan composades de fases com C18, C4 o bescanvi cationic
fort (Strong Cation Exchange, SCX). Les NuTip solen ser-hi monolits que actuen
com adsorbent recobrint la paret interna de la punta que mentre que en les
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TopTip hi ha una major varietat d’adsorbents que van des de C18 o C8 fins a
cel-lulosa, NH; o fases de ZrO, o TiO;, [Seidi et al. 2019].

—

/ > Frites
Adsorbent v

Figura 9. Esquema basic d’una punta de micropipeta farcida d’una fase adsorbent.

Les puntes de micropipeta farcides amb fase adsorbent s’han usat a diversos
treballs combinades fonamentalment amb técniques cromatografiques. Com per
exemple, per a I'analisi de benzodiazepines, emprant un adsorbent preparat al
laboratori copolimeritzant estiré i divinilbenzé (Divinylbenzene, DVB) en
complements dietétics [Sun et al. 2020] aixi com per a I'analisi en mostres d’orina
d’amfetamina, metamfetamina, metilendioxiamfetamina i MDMA mitjancant GC-
MS/MS amb derivatitzacié prévia emprant acid trifluoroacétic anhidre [Shi et al.
2020].

4.5. MICROEXTRACCIO EN FASE SOLIDA

La SPME és una técnica analitica de preparaci6 de mostra que va ser
introduida per Pawlyszin i Arthur el 1990 [Arthur et al. 1990] amb la intencié
d’eliminar dos dels majors inconvenients de la SPE tradicional: la necessitat de
volums relativament grans de dissolvents organics i la despesa de temps
requerida per a la SPE. Des d’aleshores, la SPME ha guanyat gran popularitat dins
del camp de la Quimica Analitica. Ha estat usada per a una gran varietat d’analits
bé de caracter polar com apolars, en diferents tipus de matrius de més complexes
a més simples. El desenvolupament d’aquesta tecnica ha permés que siga
adaptada a instruments de separacid i deteccid que permeten automatitzar i
miniaturitzar I'analisi mitjangant meétodes d’'immersié o desorcié térmica cosa que



INTRODUCCIO

en moltes ocasions suposa un estalvi important de dissolvents [Lashgari et al.
2019]. La SPME aconsegueix una separacid i preconcentracié en una sola etapa
per a compostos volatils i no volatils en mostres complexes. A I'enfocament
tradicional de la SPME el dispositiu esta construit per una capa de silice fosa
recoberta per una fase adsorbent que actua com a fase estacionaria. En aquesta
tecnica, la fase extractant esta exposada a la matriu de la mostra durant un temps
determinat i després d’assolir I'equilibri els compostos adsorbits sén analitzats
col-locant la fibra en el port d’injeccié6 d’'un equip GC. Habitualment, el temps
necessari per assolir I'equilibri depén de les propietats fisicoquimiques dels
analits. No obstant, hi ha diverses estrategies que permeten reduir el temps
d’extraccid, com per exemple I'agitacié de la mostra, maximitzant la interficie
mostra-headspace, escalfant la mostra o refredant la fibra [Jalili et al. 2020].

La SPME es pot portar a terme per tres metodes diferents que inclouen
headspace, immersid directa i proteccié de membrana. En immersid directa, la
fibra s’introdueix en la matriu de la mostra i els analits seran transferits
directament de la mostra a la fase extractant. A headspace es prefereixen per a
analits volatils i mostres complexes com poden ser matrius bioldgiques, aci la fibra
s’exposa a l'espai entre la mostra i la tapa del vial de manera que els analits
volatils i semi-volatils queden en fase gas mentre que les molecules d’elevat pes
molecular queden separades dissoltes a la mostra. Finalment, la SPME de
membrana protegida pot ser usada per a I'analisi d’analits no volatils o molecules
d’elevat pes molecular, on I'adsorbent es protegit amb una membrana buida que
impedeix la difusié de grans molécules a la fase extractant mentre al mateix
temps s’afavoreix la transferencia de massa [Jalili et al, 2020]. Recentment, un
article de revisid de Gorynski recull les aplicacions més importants de la SPME per
a I'analisi de drogues d’abus [Gorynski et al. 2019]

També hi podem trobar I'anomenada SPME in-vivo, que va sorgir com una
ferramenta molt prometedora per a la presa de mostra i posterior analisi
d’organismes vius que permet no retirar la mostra que s’hi vol prendre. Per
exemple, la SPME in-vivo s’ha emprat per a prendre mostres de sang d’animals
col-locant la fibra a l'interior de les venes d’animals a través d’un catéter
permetent reduir en alguns casos I'Us de métodes massa invasius [Bojko et al.
2014].

No obstant, cal destacar que la SPME compta també amb algunes limitacions
gue estan associades a la variacié que pot haver-hi entre diverses fibres usades de
la mateixa natura, el cost de la fibra o per la manca de recobriments que pot
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haver-hi disponibles de manera comercial. Per tal del suplir alguna d’aquestes
limitacions, han sorgit diverses variants de la SPME, com ara bé la SPME en tub
(In-tube SPME) que empra una columna capil-lar recoberta al seu interior pel
material adsorbent reemplagant la tradicional fibra essent aixi menys fragil i
aconseguint una major capacitat de carrega [Moliner-Martinez et al. 2015; Costa-
Queiroz et al. 2019] o l'extraccié en fase solida dinamica (Solid Phase Dynamic
Extraction, SPDE) on la xeringa farcida del material adsorbent en el seu interior, es
introduida en la mostra on s’hi realitza de manera repetida diversos cicles de
carrega/descarrega per a que els analits es vagin concentrant sobre la fase solida
[Sajid et al. 2019 ].

La SPME ha demostrat estar una eina util per a I'analisi de drogues en fluids
biologics. Per citar alguns exemples es poden esmentar els treballs de Fucci i el
seu equip on es van determinar moltes drogues que incloien algunes com
metamfetamina, amfetamina, cocaina, THC o MDMA en saliva mitjancant una
SPME tant emprant headspace com immersié directa amb determinacié per GC-
MS [Fucci et al. 2003]. També, el treball desenvolupat per I'equip de Lima
Feltrado Lizot, els quals van determinar cocaina i els seus metabolits en mostres
de plasma emprant una SPME amb una fibra C18 i determinacié mitjangant
UHPLC-MS/MS [De Lima Feltraco Lizot et al. 2020].

4.6. EXTRACCIO ADSORBENT SOBRE BARRA AGITADORA

El 1999, I'equip de Baltussen va descriure I'aplicacid d’'un nou format per
I'extraccié d’analits de microcontaminants de mostres d’aigua [Baltussen et al.
1999]. L’ extraccio per adsorcid sobre barra agitadora (Stir Bar Sorptive Extraction,
SBSE), tradicionalment esta basada en un agitador magnétic, tipicament d’entre
10 i 40 mm de longitud, recobert de polidimetilsiloxa (Polydimethylsyloxane,
PDMS) que actua com a fase adsorbent (vegeu Figura 10). L'Gs de PDMS com a
fase solida fa que aquesta tecnica d’extraccio sigui especialment atil per a analits
apolars, essent la major part de les interaccions entre analit i fase estacionaria
forces de Van der Waals o enllagos per pont d’hidrogen en aquells analits de
caracter lleugerament més polar. Mitjangant I'extraccié amb SBSE, habitualment
hi ha dos metodes de desorcid possibles: desorcid térmica i elucid mitjancant
dissolvent [Nogueira et al. 2012]. El procediment usat per a I'extraccio fa d’aquest
un format considerablement senzill aixi com facil de fer automatic que permet a
més el tractament de grans volums de mostres. Les principals limitacions
associades a la seua aplicacié venen determinades pel PDMS que es fa servir com
a fase adsorbent, ja que només dona bons resultats per a I'analisi d’analits
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semivolatils, tot i que aquestes limitacions han estat resoltes en nombroses
ocasions gracies a la derivatitzacid de les especies a analitzar. D’altra banda la
manca de selectivitat d’aquest material fa complicada I'aplicacié de la SBSE per a
matrius prou complexes com puguin ser matrius biologiques [David et al. 2019].
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Figura 10. Esquema d'una extraccié amb barra agitadora.

Recentment, s’han utilitzats enfocaments basats en la SBSE per a la
determinacié d’amfetamina i metamfetamina en mostres d’orina emprant una
barra agitadora recoberta d’ oxid de grafé [Taghvimi et al. 2019] o mitjancant la
tecnologia d’empremta molecular per a la determinacié de diclofenac en diverses
mostres reals [Hashemi et al. 2019].

4.7. EXTRACCIO ADSORBENT AMB VARETA D’AGITACIO

Un inconvenient que presenta la SBSE és la manca de longevitat que presenta
I'adsorbent a causa del contacte continuat entre |'agitador amb les parets del vas
de precipitats o vial on es duu a terme I'extraccié. Amb la finalitat de resoldre
aquest problema, el 2011 es va desenvolupar 'anomenada extraccion adsorbent
amb vareta d’agitacid (Stir Rod Sorptive Extraction, SRSE). Aquesta técnica va ser
proposada per a l'extraccié d’hidrocarburs policiclics aromatics de mostres
ambientals [Luo et al. 2011]. El concepte de la SRSE és similar al de la SBSE, amb la
diferéncia que en aquest cas la fase solida es troba suspesa en el medi d’extraccid
mitjancant una barra rotatoria vertical, evitant aixi el contacte amb les parets dels
recipient i donant una major longevitat al material (vegeu Figura 11). Aquest
format ha demostrat tenir una bona capacitat d’extraccid i a més és relativament
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facil de preparar I'adsorbent necessari segons el tipus d’analit a determinar i la
matriu on es trobe. No obstant, la SRSE encara manca de recerca per fer sobre
aquest format motiu pel qual la seua aplicacié encara no ha estat provada en
nombroses analisis. Per aquest motiu, la I'extraccié pot tenir associada un efecte
matriu que en mostres complexes pot ser de dimensions considerables i és
necessari emprar unes rigoroses condicions d’extraccié per a tenir una bona
reproductibilitat dels resultats [Luo et al. 2010].

Tot i que aquesta modalitat no ha estat molt emprada per a I'analisi de
drogues il-licites en matrius biologiques, al 2011 I'equip de Luo va publicar un
treball on es feia Us de la SRSE emprant un adsorbent de bescanvi anidnic per a
I"analisi de farmacs antiinflamatoris com el ketoprofe, el fenbufé o I'ibuprofe en
mostres d’aiglies ambientals mitjancant LC-UV [Luo et al. 2011].
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Figura 11. Esquema d'una extraccié adsorbent amb vareta agitadora.

4.8. EXTRACCIO ADSORBENT AMB DISC AGITADOR

L’ extraccié adsorbent amb disc agitador (Stir Cake Sorptive Extraction, SCSE)
(vegeu Figura 12) podria ser considerada també, una variant de la SBSE, ja que els
principis en els que es basa sén molt similars. En aquest cas la fase estacionaria es
deposita en forma de monolit sobre una base circular de ferro protegida per una
capa de vidre, que conté al seu interior una barra agitadora de manera que la
SCSE pugui agitar la dissolucié rotant sobre el seu centre. La major superficie de
contacte entre la mostra i la fase estacionaria, dona millors rendiments
d’extraccié i amb major reproductibilitat que al cas de la SBSE. Els procediments
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d’extraccié d’igual manera que anteriorment, sdn molt senzills i requereixen I'Us
de pocs materials addicionals. Tot i que habitualment per a aquest tipus
d’aplicacié els materials adsorbents més utilitzats han estat polimers d’acid 4-
vinilbenzoic — DVB [Wang et al. 2014]. Aquest tipus de format fa senzill incorporar
el material més adient per a cada analisis segons I'analit que es desitge analitzar.
Per exemple, I'is de MIPs ha estat emprat en aquest format com a fase
adsorbent, per a la determinacié de bisfenol A en mostres d’aigua [Lin et al.
2012]. A més, la manca de contacte entre la fase estacionaria i les parets internes
del recipient, dona una llarga durabilitat a I'adsorbent i fa que pugui ser utilitzat
per a nombrosos analisis sense perdre la seua capacitat d’extraccié. D’aquesta
manera la SCSE presenta com a major limitacié la necessitat d’alts temps
d’extraccié tot i ser menors que altres enfocaments com la SBSE [Huang et al.
2011].

Un format, molt similar a la SCSE el trobem en la extraccido adsorbent amb
disc rotatori (Rotation Disc Sorptive Extraction, RDSE), on la principal diferencia és
el material sobre el que se suporta la fase estacionaria, que en aquest cas és un
disc de tefld6 que s’emplena de Il'adsorbent usant la técnica sol-gel per
immobilitzar-lo sobre la seua superficie [Manzo et al. 2019].

La RDSE segons la literatura ha mostrat millors rendiments d’extraccié i una
bona reproductibilitat dels resultats, a més, aquesta técnica també demostra la
bona capacitat per al seu Us repetit, per tant ofereix avantatges molt similars a la
SCSE. Per exemple, aquesta técnica s’ha emprat per a I'analisi de contaminants
emergents en aiglies [Arismendis et al. 2019] pero no hi ha aplicacions recents a
I"analisi de drogues en matrius biologiques.
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Figura 12. Esquema d'una extraccio adsorbent amb disc agitador.
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5. TIPUS DE FASES ADSORBENTS

Per a portar a terme una SPE en qualsevol de les seus modalitats que han
sigut mencionades anteriorment, és necessari seleccionar un material adsorbent
adequat per a l'analit o analits, aixi com per a la matrius en la que es troben
presents. Actualment hi ha nombrosos materials que sén capacos de retenir els
analits bé siga mitjancant interaccions inespecifiques com per interaccions
especifiques. A aquest apartat es descriuen alguns dels materials que han tingut
una major aplicacié per a la SPE o materials que tenen bones perspectives de
futur.

5.1. FASES GENERIQUES

En SPE, cal remarcar que l|'extracci6 depén de les caracteristiques
fisicoquimiques de I’analit, concretament de la seua hidrofobicitat i de les seues
propietats acid-base. Segons el tipus d’interaccid amb la fase solida, les energies
d’enllag sén molt variables, en general es pot establir que les forces de Van der
Waals poden anar d’1 a 5 kJ mol?, entre 2 i 50 k] mol?! per a forces de cert
caracter polar, entre 50 i 500 kJ mol? per a forces idniques i des de 200 fins a
1.000 kJ mol? per a enllagos covalents [Li et al. 2006]. Aixi atenent al tipus de
matriu on es troben els analits i el tipus d’interaccié que es formaran amb la fase
solida, els materials genérics més utilitzats per a la SPE es poden classificar de la
forma seglient:

e No polars: Aquest tipus de columnes sdn emprades per a matrius aquoses
fonamentalment i entre les fases adsorbents més utilitzades que formen
aquest tipus d’interaccié amb I’analit es troben particules de silice modificades
amb cadenes de carboni com C18, C8, C6, C4 o C2. D’entre aquestes fases
solides, una de les que més popularitat té és la C18 la qual s’ha utilitzat per a
analisi de drogues com ara clonazepam en mostres de saliva [Rojas et al. 2017]
o per a la determinacié de fluoxetina, sertralina, alprazolam, perfenazina,
zolpidem i hidroxicina en serum huma mitjangant posterior analisi per LC
[Wrdblewski et al. 2017].

e Bescanvi cationic: Les columnes de bescanvi cationic sdn usades per a matrius

aquoses on es produeix un intercanvi de cations entre la mostra i la fase
estacionaria. Entre els exemples de les més usades es trobenles d’ acid sulfonic
com a SCX i les d’acid carboxilics com a bescanvi feble (Weak Cation Exchange,
WCX). Les columnes de bescanvi cationic s’han emprat préviament per a
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controls antidoping on 264 substancies van ser determinades en orina
mitjangant LC-MS [Kim et al. 2018]

e Bescanvi anionic: Les columnes de bescanvi anionic solen estar empaquetades

amb amines quaternaries com a materials de bescanvi fort (Strong Anion
Exchange, SAX) i amines primaries i secundaries o dietilaminopropil com a
materials de bescanvi feble (Weak Anion Exchange, WAX). Aquest tipus de
fases també sén usades per a matrius aquoses on I'analit es trobe en forma
anionica. Gracies a I'Us de columnes de bescanvi anionic s’han determinat
diversos cannabinoides en mostres de plasma i serum emprant GC-MS [Gasse
et al. 2016].

e Polars: Aquest tipus de fases sén les Uniques que es poden usar en matrius
apolars com alguns dissolvents organics i estan pensades fonamentalment per
a analits amb caracter polar que experimenten major afinitat per la fase
estacionaria que pel dissolvent. Es solen usar com adsorbents polars aquells
materials modificats amb grups funcionals com SN, Si, NH; o OH. Aquestes
fases tenen poca aplicacié a I'analisi toxicologica de drogues pel fet de no ser
Utils en mostres aquoses [Poole 2003].

5.2. MATERIALS DE TIPUS MIXT

Els materials generics tipicament emprats per a la SPE no solen mostrar bones
capacitats per a la retencid de compostos amb un marcat caracter polar. Per
aquest motiu, els investigadors han portat a terme durant les darreres decades el
desenvolupament de nous materials que presenten una major selectivitat en
comparacio als materials genérics tradicionals i que siguin capagos de reconeixer
analits de més diversa natura d’acord amb els grups funcionals presents. En
aquest sentit, una bona alternativa que ofereix certa versatilitat a I'"hora de
determinar diferents substancies la presenten els anomenats adsorbents de tipus
mixt (Mixed-Mode Sorbents, MMS) [Fontanals et al. 2010].

Els MMS poden ser considerats com un hibrid entre els materials generics
gue proporcionen interaccions inespecifiques amb moléecules apolars i materials
de bescanvi ionic que presenten interaccions de major intensitat amb molécules
de marcat caracter polar. Per aquest motiu, els MMS habitualment es composen
de dues fases: una hidrofoba que en nombroses ocasions és de natura polimerica,
qgue sera la que conforma I'esquelet del material i una segona fase de bescanvi
ionic formada per grups ionitzables que permetran I'adsorcié de ions de carrega
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contraria. Segons els tipus de grups ionics que formen els materials és possible
classificar els MMS en quatre grups diferents: (i) SCX, (ii) SAX, (iii) WCX i (iv) WAX
[Fontanals et al. 2020; [Plotka-Wasylka et al. 2017].

Pel que respecta a l'aplicacié dels MMS a I'analisi de drogues en matrius com
fluids biologics o aiglies residuals, aquests materials han demostrat tenir bons
resultats. Per exemple, 'equip de Jin i col-laboradors [Jin et al. 2018] va portar a
terme I'analisi de diverses drogues amb caracteristiques acid-base diferents que
incloien quinidina, fenacetina, hidrocortisona, indometacina, propanolol,
alprenolol, cloramfenicol, naproxé o acid flufenamic en mostres de serum,
emprant com a fase adsorbent un MMS que combinava WCX (Si-COOH) i WAX (-
NH,) junt a la fase reversa. Aquest estudi que feia Us de LC-UV com a técnica
analitica va aconseguir limits de deteccidé (Limit of Detection, LOD) inferiors a
2,3 ug Lt i recuperacions que oscil-laven entre 90 i 100 % segons I'analit. Altres
estudis han fet Us de columnes Oasis MAX (Waters) que contenien fases SAX a
més de la fase inversa, per a |'analisi d’acid Y-hidroxibutiric (GHB) en cabells
analitzats per LC-MS, aconseguint recuperacions de 80 % i LODs de 0,33 ng mg™*
[Jageredo et al. 2015]. Al 2017, Fontanals i col-laboradors [Fontanals et al. 2017]
van emprar com a MMS fases Oasis WCX per a l'analisi de tretze catinones
diferents en mostres d’aiglies residuals i aiglies de riu mitjangant LC-HRMS
obtenint LODs no superiors a 0,5 ng L per a totes les catinones. Altres treballs
han fet Us de diverses fases MMS que contenien SAX com HXLPP o
SiO,@DEAEMA-DVB funcionalitzat amb trietanolamina per a I'analisi de drogues
com carbamazepina, hidrocortisona, amitriptilina, ketoprofé, naproxé o ibuprofe
en mostres d’aigua residual obtenint en tots els casos recuperacions quantitatives
i LODs inferiors a 0.1 pug L™ [Bratowska et al. 2012; Huang et al. 2018].

5.3. IMMUNOSORBENTS

Els immunosorbents sén materials que contenen anticossos immobilitzats
sobre una fase solida. Aquests anticossos tenen una clara afinitat cap a un antigen
gue es tradueix en una interaccio especifica entre I'anticos i I'analit quan aquests
primers sén usats com a fase adsorbent. Els anticossos sén basicament
glicoproteines produides per un cos o una cel-lula com a resposta a la presencia
d’agents estranys o antigens. Per tant, una de les limitacions més importants dels
anticossos és la seua forma d’obtencié, que requereix de I'Us d’animals vius o
cultius cel-lulars, essent dificil la seua producci6 de manera sintética.
Habitualment a I'analisi quimica s’empren anticossos monoclonals o policlonals,
tot i que en casos més especials també s’han usat anticossos alternatius com
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autoanticossos, anticossos antidiotipics o fragments d’un anticos [Augusto et al.
2018]. D’entre els dos primers les seues diferencies son:

e Monoclonals: Sén els que s’obtenen a partir de la produccié d’'una sola
cel-lula o un sistema immune que resulta en un Unic tipus d’anticds que
mostra una bona especificitat i afinitat per un antigen determinat [Hage et
al. 2005].

e Policlonals: Sén els produits per diverses cel-lules a un sistema immune i sén
els que s’obtenen quan un animal és exposat a un antigen. En aquest cas,
I'especificitat normalment depén de [linterval de temps entre Ia
immunitzacid i el de I'extraccio de I'anticos de I’animal [Hage et al. 2005].

Una vegada s’han obtingut els anticossos necessaris per a reconeixer un
antigen, si aquests es pretenen emprar en algun format d’SPE per a I'analisi
guimica, sera necessari immobilitzar-lo sobre un suport solid (vegeu Figura 13). En
aquest sentit es poden diferenciar dos enfocaments per aconseguir una
immobilitzacid eficient que permeti el seu Us:

e Covalent: La ruta més comu per a una immobilitzacié covalent, és a partir dels
grups amino primaris presents en els anticossos. Estos grups amino, poden ser
usats per a I'ancoratge en suports que han estat préviament activats amb
reactius com N,N-carbonildimidazol, isotiocianat o bromur de cianogen tot i
que les amines lliures també poden reaccionar amb suports que han estat
tractats per formar grups epoxi o aldehid sobre la seua superficie. A causa de
I’elevat nombre de grups amino present en els anticossos, la immobilitzacié es
pot donar per diversos punts diferents de I'anticos fet que pot comportar una
pérdua de I'activitat del mateix a I’hora de reconeéixer I’analit [Jung et al. 2008].

o
Q
o ® Q
1{ Q ‘A_\n'alit
9
@
\) Interferents
Anticos

Figura 13. Anticossos immobilitzats sobre la superficie d'un suport solid.
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e No covalent: En aquest cas, la immobilitzacié consisteix en una adsorcié sobre
el suport solid basada en forces de Van der Waals, interaccions
electrostatiques o enllagos idnics, totes elles molt més febles que les
interaccions covalents. Aquest enfocament, en principi, comporta
habitualment problemes a causa d’'una orientaci6 molt més aleatoria dels
anticossos immobilitzat. Per tractar de minimitzar aquest problema es solen
modificar els anticossos emprant biotina. Si aquests anticossos modificats amb
I’addicié de biotina s'immobilitzen sobre alguns suports basats en avidina o
estreptavidina es poden aconseguir ancoratges considerablement eficients. Cal
tenir en compte que aquesta immobilitzacié sera molt més sensible a I'is de
determinats dissolvents que no pas una immobilitzacié covalent [Mejia-
Manzano et al. 2016].

Els immunosorbents han mostrat bones capacitats per a I'analisi de molecules
menudes en matrius complexes, a causa de [I'elevada selectivitat que
proporcionen els fan bons candidats per a I'analisi de drogues en fluids biologics.
Tanmateix, la seua aplicacié en format SPE no ha sigut molt extensa fins ara.
L'elevada selectivitat que aquests proporcionen, habitualment els fa capacos
d’aillar I'analit de la resta de components d’'una matriu complexa. Per exemple
Vidal i col-laboradors [Vidal et al. 2016] han emprat anticossos immobilitzats
sobre particules magnetiques per a la determinacié de cocaina en mostres
d’orina, saliva i serum mitjancant espectrofotometria, obtenint-se recuperacions
quantitatives superiors al 86 % i amb LODs no superiors a 0,15 pg L™.

5.4. APTAMERS

Els aptamers sén cadenes d’oligonucleotids d’'una sola heura que
habitualment contenen entre 20 i 100 bases. Aquestes cadenes d’ADN o ARN
poden oferir respostes especifiques front a determinades molecules organiques
de manera molt similar a la que ho fan els anticossos. Els aptamers tenen una
estructura tridimensional especifica que aconsegueix crear plegaments que per la
seua grandaria i grups funcionals ofereixen selectivitat front a una molecula
determinada. Aquestes molécules que poden mostrar afinitat per un aptamer
poden ser cations metal-lics divalents, proteina, cel-lules o altres molecules
organiques de xicoteta grandaria (veure Figura 14) [Pichon et al. 2015].

Per a seleccionar I'aptamer més adequat, en primer lloc s’ha de recorrer a
I'anomenat metode SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
enrichment), que fa s d’un banc de més de 10" sequiéncies d’ADN o ARN del qual
es van seleccionant aquelles cadenes que ofereixen habilitat per a reconéixer una
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molécula diana o target. Una vegada s’ha seleccionat I'aptamer, aquest es
produeix de manera sintética de manera senzilla [Darmostuk et al. 2015].

Els aptamers han estat usats per a nombrosos metodes d’analisi, algun d’ells
similars al ELISA, pero substituint els anticossos per aquets lligands de
reconeixement. També, aquests han estat emprats per a fer biosensors [Toh et al.
2015]. No obstant, el seu Us per a la preparacio de fases estacionaries selectives
per a SPE és relativament recent i poc explorat comparat a altres materials, pero
que fins ara mostra bones expectatives per I'aplicacié a nombrosos tipus d’analisis
[Toh et al. 2015].

Aptamer

Analit

Brag
espaiador

Figura 14. Representacio de I'afinitat que mostra un aptamer immobilitzat sobre
un suport solid.

D’igual manera que amb els anticossos, els aptamers han de ser ancorats a
suports solids que permeten la seua aplicacié en SPE. En general, aquests suports
han de ser quimicament inerts, estables mecanicament i tenir una bona
homogeneitat pel que fa a la seua grandaria de particula i superficie. Aquests
suports s’han de poder activar de manera senzilla per tal de permetre una unié
efectiva entre les biomolécules i a més tenir una elevada grandaria de particula
que permeti I'accés dels aptamers per poder ser ancorats a la superficie. A més,
també han de ser hidrofilics per a evitar interaccions inespecifiques [Pichon 2019].

Gracies a que els aptamers poden ser obtinguts mitjancant sintesi quimica, és
facil introduir modificacions tant a l'extrem 5 com al 3’ de la cadena
d’oligonucleotids que faciliti la seua immobilitzacié. La modificacié que s’hi vol
introduir es selecciona segons el metode i el suport que es vagin a triar per a la
immobilitzacié. Una de les modificacions més usades és la modificacié amb grups
terminals amino, ja que aquests permeten un meétode d’immobilitzacié molt
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similar al dels anticossos, amb la diferéncia que en aquest cas, els aptamers
tindrien un ancoratge orientat d’'una manera més especifica que en el cas dels
anticossos, ja que el grup amino estara introduit especificament en un dels
extrems de la cadena. A més, també poden ser introduits bragos espaiadors com
C6, C12 o derivats d’etilenglicol que permeten mantenir les propietats de
I'aptamer quan aquest és ancorat sobre la superficie. Altres metodes per a
immobilitzar-los inclouen la introduccié de grups tiol que afavoreixen |'ancoratge
sobre superficies d’or o emprant biotina per aconseguir una unié no covalent a
particules d’estraptavidina. Aquesta ultima immobilitzacié no covalent, presenta
alguns inconvenients d’igual manera que ocorre amb els anticossos com és la
reduida vida util de I'adsorbent per I'Gs de dissolvents organics que afecten a la
interaccio biotina-estreptavidina [Madru et al. 2011; Pichon 2019].

Pel que respecta als procediments SPE que involucren materials preparats
amb aptamers com a adsorbents, la adequada retencidé de I'analit ve donada per
la mostra, la composicié de la qual ha de ser tant semblant com sigui possible a la
composicido del tampd emprat durant la seleccid de I'aptamer. Aquest tampé
anomenat tampd d’enllag (Binding Buffer, BB) afecta considerablement a la
conformacié de I'aptamer, cosa que és de vital importancia per a un
reconeixement efectiu de I'analit. A més de la preséncia de determinats cations
en el BB, altres parametres que poden afectar considerablement al procediment
d’extraccié son el pH i la forga ionica del mateix, aixi com la temperatura [Pichon
2019]. Per a I'elucié de I'analit es poden adoptar diversos enfocaments com I'Us
de mescles d’aigua i dissolvents organics i agents caotropics com NaClO4 o agents
desnaturalitzants com I'EDTA. Altres estratégies també fan Us d’'un augment de la
temperatura o variacions del pH per a eluir 'analit. Es comu que en finalitzar el
procediment d’extraccid els adsorbents que contenen aptamers siguin conservats
en el seu corresponent BB a una temperatura de 4 °C [Pichon 2019].

A la bibliografia es descriuen diversos treballs on es fa Us de fases
estacionaries que contenen aptamers com a adsorbent selectiu per a la
determinacié de diverses drogues. L'equip de Madru [Madru et al. 2009] va
determinar cocaina en plasma emprant un aptamer modificat amb un grup amino
gue incloia un brac espaiador C6. Altres treballs també han emprat aptamers en
SPE per a la determinacié de cocaina i diclofenac en mostres d’aigua emprant la
mateixa modificacid que s’ha descrit anteriorment [Hu et al. 2011]). També s’ha
emprat cel-lulosa com a suport per a la immobilitzaci6 d’aptamers i la
determinacié de codeina en mostres d’orina, aixi com per a la determinacié de
metamfetamina en mostres de saliva i plasma, en tots dos casos emprant una
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modificacié amino d’un dels extrems de la cadena amb un bra¢ espaiador C6
[Hashemian et al. 2014; Zargar et al. 2018]. Altres treballs han emprat capes de
grafé per a la immobilitzacié d’aptamers modificats amb NH,/C6 per a la
determinacié de trombina en plasma [Xu et al. 2017].

5.5. ALTRES MATERIALS

A banda dels materials dels que s’ha parlat anteriorment, existeixen alguns
altres materials que tot i no haver estat molt estudiats en quant a la seua aplicacid
per a l'analisi de drogues pero, presenten bones caracteristiques i oportunitats
per al seu desenvolupament en aquest sentit.

Els nanomaterials sén aquells que presenten almenys en una direccié una
grandaria inferior a 100 nm, tot i que la definici6 de que pot ser nanomaterial
encara no és clara i ben acceptada per tothom. D’entre els nanomaterials, els
nanotubs de carboni (Carbon NanoTubes, CNTs) representen un grup de
nanomaterials que tenen una geometria, aixi com propietats mecaniques,
electroniques i quimiques Uniques. Els CNTs sén cilndres formats per capes
enrotllades de grafit que poden ser separats en dos grups: Single-Walled Carbon
Nanotubes (SWCNTs) i Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNTs) els quals estan
formats per una Unica capa de grafit o per diverses superposades,
respectivament. Els CNTs han estat emprats en diverses aplicacions com a
portadors per al lliurament de farmacs, com a lubricants en la sintesi de
medicaments, en enginyeria genética com a conservants per la seua natura
antioxidant, com a eina per al diagnostic, per a catalisi o com a biosensors
[Varshney 2014]. Tot i el potencial d’aquest tipus de material per a I'analisi
guimica, fins al moment no ha tingut una gran aplicacid en particular per a |'analisi
de drogues en matrius biologiques. Al 2011 I'equip de Bhadra [Bahdra et al. 2011]
va publicar un treball on es feien Us de MWCNTs per I'analisi de diversos
medicaments (ibuprofée, ciprofloxacina, acetaminofe fenofibrat i sulfadiazina) en
mostres d’aigua, que van ser determinats mitjancant LC-UV amb LODs que en cap
dels casos van superar els 4,5 pug L™.

Altres materials d’especial rellevancia sén les estructures organometal-liques
(Metal-Organic Frameworks, MOFs). Els MOFs sdn estructures basades en la
guimica de coordinacié o formacié de complexos, que estan constituits per un
catié metal-lic i una serie de lligands organics. Aquestes estructures quan son
preparades sota les condicions adequades donen lloc a estructures
tridimensionals que poden ser funcionalitzades amb diferents grups. Un dels
aspectes més atractius dels MOFs a I'"hora d’usar-los en SPE és la seua elevada
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area superficial junt a la senzilla modificacié que se’ls pot aplicar, la seua senzilla
sintesi aixi com una bona estabilitat [Rocio-Bautista et al. 2019]. Tot i que no
estan dels materials més usats per a I'analisi de drogues en fluids biologics, alguns
treballs han fet Us de MOFs per a la determinacid, per exemple, de metadona,
metamfetamina i tramadol en mostres de plasma i orina mitjancant CE-UV
[Fakhari et al. 2017].

També els anomenats materials d’accés restringit (Restricted Access
Materials, RAMs) tenen bones oportunitats per a I'analisi de drogues en mostres
biologiques. Els RAMs s6n materials capagos d’extraure diversos tipus d’analits
directament de matrius biologiques sense cap tractament previ, ja que aquests
poden impedir I'accés de molecules grans com proteines a l'interior del material
mitjangcant un procediment d’exclusid per grandaria [Sadilek et al. 2007].
Nombrosos estudis recents han descrit procediments per obtenir RAMs a partir de
materials com polimers, CNTs o materials basats en silice emprant grups
hidrofilics aixi com la preseéncia de porus accessibles només per a molécules de
baix pes molecular. La capa hidrofilica evita per tant una unié irreversible de les
proteines sobre la superficie del material adsorbent que ajudara a donar-li major
vida util tot i que el paper vital en I'exclusi6 de macromolecules el juguen els
porus que impedeixen I'accés [Dipe de Faria et al. 2017]. Aquest material, per
aquestes caracteristiques han demostrat les bones oportunitats que ofereixen per
a I'analisi de molecules menudes com ho sén les drogues en fluids biologics
[Souverain et al. 2004; Cassiano et al. 2006].

5.6. POLIMERS DE RECONEIXEMENT MOLECULAR

L'any 1931 Polyakov va observar que el gel de silice preparat en preséncia de
diferents dissolvents com benzé, tolué o xilée mostrava certa afinitat per aquests
dissolvents front a d’altres que no havien estat presents durant la preparacid
[Polyakov 1931]. Aquest fet podria estar considerat I'inici de la sintesi de materials
gue mostraven reconeixement molecular. Fent Us de la teoria que explica
I"aparicié d’anticossos als sistemes biologics, Dickey va ser capag d’explicar els
resultats de Polyakov, a partir de diversos derivats del taronja de metile, el qual
s’usava per a I'obtencié de gel de silice [Dickey 1955]. Més endavant, a la década
dels 70, diversos treballs publicats demostraven la presencia de llocs de
reconeixement dins de polimers organics sintetitzats al laboratori [Wulff et al.
1972; Takagishy et al. 1972].

Des d’aleshores, els MIPs han esdevingut materials selectius de gran interés
per al tractament de mostra [Choong et al. 2013], catalisi [Muratsugu et al. 2020]
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o fabricacio de sensors [Lutfi-Yola et al. 2017] a causa de la seua bona resistencia
mecanica i durabilitat respecte d’altres materials selectius com anticossos [Qiao et
al. 2006], essent capacos de romandre estables durant anys en condicions de
conservacié poc rigoroses. També han demostrat que en la majoria dels casos
poden ser usats més d’una ocasié i en finalitzar el seu Us poden ser estabilitzats de
manera senzilla. A més pel que respecta al cost, els MIPs poden ser fins 200
vegades més barats que altres materials selectius [Wackerling et al. 2016].

Els MIPs sén materials sintéetics i artificials dissenyats de manera adequada
per tal d’obtenir llocs de reconeixement especific per a una molecula diana.
Aquests llocs de reconeixement una vegada estan lliures sén capagos de retenir
de manera selectiva una molécula o una familia de molecules estructuralment
similars front a altres d’estructura variada que quedarien excloses. Els MIPs sén
obtinguts a partir de la polimeritzaci6 de monomers funcionals i agents
entrecreuants en preséncia d’'una molecula plantilla o template. Aixi, es forma una
xarxa polimerica tridimensional al voltant d’aquest template, donant lloc a les
cavitats de reconeixement especifiques. Finalitzada la polimeritzacid cal extraure
la molécula plantilla per deixar lliure els llocs de reconeixement que hi seran
complementaris en grandaria, forma i grups funcionals [Turiel et al. 2020].

La polimeritzacié per radicals lliures és un dels mecanismes més importants
per a I'obtencié de MIPs, especialment a nivell industrial a causa de la seua
facilitat per escalar-la. En aquest métode, els monomers i agents entrecreuants es
converteixen en polimers directament a partir de l'aplicacié de temperatures
suaus o de radiacié UV. La polimeritzacid pot ser portada a terme en dissolucié o
en bloc i és molt tolerant a la preséncia de grups funcionals en diversos
monomers aixi com a la possible presencia d’impureses en els reactius. La
polimeritzacié radicalaria es porta a terme en tres etapes: (i) iniciacid, (ii)
propagacid i (iii) terminacio.

En termes generals, la propagacid és un procediment molt més rapid que la
iniciacié, cosa que afavoreix el creixement polimeric donant lloc a unitats
moleculars d’elevat pes molecular en contra de la formacié de nombrosos nuclis
gue acabarien esdevenint-ne particules de petita grandaria. L’iniciador sol estar
actiu durant tot el temps en que transcorre la polimeritzacio, cosa que permet
seguir el procés de polimeritzacié en qualsevol instant. Els iniciadors habitualment
s’afegeixen en quantitats no superiors a I'1% en pes o en mols i gracies a ell la
reaccid es controla per l'accié de la temperatura, radiacié o quimicament
[Cormack et al. 2004].
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Segons la interaccid entre el template i el MIP, hi ha diversos enfocaments de
I'empremta molecular:

e No covalent. Es el tipus d’empremta molecular més comu a causa de la seua
senzillesa i bona eficacia per a analits molt variables. Les interaccions no
covalents comprenen una varietat de tipus d’enllagos que dependran dels
grups funcionals de I'analit aixi com del monomer en qlestié [Spivak et al.
2005]. Les interaccions acid-base de Lewis sén aquelles que comprenen
I"atraccié entre dos parts de les molécules de carrega oposada que suposa una
transferencia parcial de la carrega de la base a I'acid. El tipus més important
d’aquestes interaccions sén els enllagos d’hidrogen que ocorren en aquelles
molécules on I'atom d’hidrogen va enllagat de manera covalent a un atom més
electronegatiu i forma I'enlla¢g d’hidrogen amb altres molécules amb una part
amb elevada densitat de carrega [Grabowski 2016]. Les forces de Van der
Waals engloben tres tipus de forces: les forces de Keesom, entre dos dipols
permanents; les forces de Debye, entre un dipol permanent i un dipol induit; i
les forces de London, entre dos dipols induits, totes aquestes forces als MIPs
habitualment actuen de manera complementaria pero sén de gran
importancia [Li et al. 2006]. Les interaccions hidrofobes sén aquelles que
apareixen entre molécules apolars en dissolvents polars a causa de la
tendéncia de les moléecules solvatades pel dissolvent d’agrupar-se per
augmentar la seua estabilitat. Als MIPs que fan Us d’aquest tipus
d’interaccions, I'exemple més destacable és ciclodextrina que forma llocs de
reconeixement capacos de retenir molecules apolars. No obstant, el major
problema d’aquest tipus d’interaccions sén la seua manca de selectivitat [Kyzas
et al. 2013].

e Covalent. Hi ha enllagos covalents adequats per a la sintesi de MIPs com els
enllagos amino, tiol, diol, acid boronic o bases de Schiff. L’enfocament covalent
de I'empremta molecular te alguns avantatges com la preséncia de llocs de
reconeixement homogenis i altament selectius. La principal limitacié d’aquest
enfocament és la necessitat d’enllagos covalents que siguin reversibles aixi
com la seua preparacid que sovint suposa polimeritzacions molt més
complexes que en altres enfocaments [Shen et al. 2014].

e Semicovalent. Aquest enfocament consisteix en un enlla¢ covalent entre el
template i el monomer durant la formacié del MIP i un posterior enlla¢ no
covalent entre I'analit i els llocs de reconeixement [Qi et al. 2010].
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e Coordinacié metall-lligand. Aquest tipus de MIPs han guanyat popularitat

recentment per la sintesi de polimers de reconeixement idonic (lon Imprinted
Polymer, IIP). Els 1IP és basen en el mateix principi que la formacid de llocs de
reconeixement que als MIPs, pero en aquest cas els monomers funcionals sén
canviats per lligands organics que formen interaccions estables i selectives
amb un metall [Branger et al. 2013]

5.6.1. SINTESI DE MIPs

La sintesi de MIPs, generalment és un procés senzill pero que requereix una
acurada seleccié de reactius i condicions per tal d’obtenir un polimer amb les
caracteristiques apropiades, com una bona estabilitat mecanica, porositat
suficient aixi com una selectivitat tan alta com sigui possible. Fonamentalment els
reactius que s’han de considerar a la sintesi d’'un MIP sén: la propia molécula
plantilla o template, el mondomer, a, I'agent entrecreuant o cross-linker, I'iniciador
i finalment el dissolvent o porogen. Tanmateix, a banda de seleccionar els reactius
i les seues quantitats és important controlar una serie de factors com la via de
polimeritzacid: térmica o UV, aixi com el seu temps [Yan et al. 2006].

o Template. El template o molécula plantilla és I'encarregada de formar el
complex de prepolimeritzacié amb el monomer i que en finalitzar la sintesi
deixara els llocs de reconeixement per a I'adsorcid de I'analit. A causa de que
el polimer es forma al voltant del template, és necessari eliminar el template
per alliberar els llocs de reconeixement. La seleccié del template esta limitada
a I'analit que es vaja a analitzar posteriorment, per tant, a I'aplicacié concreta
del MIP. No obstant, aquesta molécula plantilla ha de complir una serie de
requisits com sén: estabilitat térmica o fotoquimica, segons les condicions en
gue es va a portar a terme la polimeritzacid, i a més ha d’actuar de manera
reversible amb el monomer [Madikizela et al. 2018]. Quan el propi analit no
sigui capa¢ de complir aquestes caracteristiques és possible recérrer als
anomenats dummy-template que sén molécules similars a I'analit en grandaria
i grups funcionals que crearan llocs de reconeixement que seran selectius front
a I'analit d’igual manera. Per exemple, I'equip de Marc [Marc et al. 2018] va
sintetitzar un MIP emprant com a template 4,4’-dihidroxidifenil éter per a la
determinacié de polibromodifenils eters. Existeixen també, els MIPs multi-
template, els quals es preparen en preséncia de dos o més templates per a la
determinacié simultania de dos o més analits. Es fonamental en aquests casos
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que els templates no mostren interaccié entre ells o que sigui menyspreable en
comparacié a la que mostren amb els monomers [Mdikizela et al. 2016].

Mondmer. Es un dels components de la mescla més importants, ja que és el
responsable de la formacid dels llocs de reconeixement a partir de la formacid
d’'un complex estable i reversible amb el template. Per aquest motiu el
monomer ha de ser complementari en grups funcionals al template. L’eleccid
del monomer adequat i la seua concentracié afectara a la formacié dels llocs
de reconeixement. En aquest sentit, generalment Ila proporcié
template:monomer més emprada és 1:4, essent |'acid metacrilic el monomer
més versatil i usat per les seues caracteristiques acid-base, d’entre una gran
varietat de monomers que inclouen acids carboxilics, acids sulfonics o bases
heteroatomiques d’entre altres. A la Figura 15 és mostren exemples de les
estructures d’alguns dels monomers més populars com l'acid metacrilic
Methacrylic Acid, MAA). [Gué et al. 2017].
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Figura 15. Monomers tipicament emprats a la sintesi de MIPs.
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e Cross-linker. La funcié principal de I'agent entrecreuant o cross-linker és
garantir que els grups funcionals dels monomers es troben en les posicions
adequades per a un reconeixement especific i al mateix temps, mantenir la
integritat estructural del polimer. D’aquesta manera, [I'habilitat de
reconeixement selectiu i les propietats mecaniques del MIP, dependran
fortament de la natura i de la proporcid del cross-linker. Generalment,
s’accepta que una proporcid adequada d’agent entrecreuant és del 80 %
[Muhammed et al. 2012]. Hi ha una gran varietat de cross-linkers, les
estructures d’alguns dels quals, com el dimetacrilat d’etilenglicol (Ethylene
Gylcol Dimethacrylate, EGDMA) o el DVB que sén dels més emprats es mostren
a la Figura 16.
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Figura 16. Agents entrecreuants tipicament usats a la sintesi de MIPs.

e Iniciador. En general, els iniciadors sén els encarregats de desencadenar la
reaccié de polimeritzacié. Habitualment, alts percentatges d’iniciador donen
polimers més rigids el que dona llocs de reconeixements més rigids també i
una major especificitat. D’altra banda, percentatges reduits d’iniciadors
redueixen la temperatura a la que aplega la mescla de polimeritzacid, cosa que
es tradueix en la formacid d’unes cavitats apropiades per al reconeixement de
I"analit [Mijangos et al. 2006]. Cada iniciador es pot descompondre per vies
diferents, bé siga termicament o mitjancant I'aplicacié de radiacié UV, tot i que
molts actuen sota les dues vies. A la Figura 17 es poden veure alguns exemples
dels iniciadors més emprats.
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Figura 17. Iniciadors tipicament usats per a la sintesi de MIPs.

Benzoilperoxid (BPO)

e Dissolvent. Els polimers aconsegueixen estructures poroses amb una elevada

area superficial i una capacitat de carrega satisfactoria gracies a I'is de
dissolvents porogenics. Generalment aquests dissolvents es seleccionen en
base a I'experiéncia previa o segons les seues propietats fisicoquimiques,
incloent el moment dipolar, el coeficient de particié o la solubilitat [Mansour
et al. 2020]. A la majoria de casos es prefereixen dissolvents aprotics que
siguen capacos de solvatar el complex de prepolimeritzacié i no interferir entre
les interaccions template-monomer com poden ser 'acetonitril, el cloroform o
el tolué.

Temperatura. Per tal d’iniciar 