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Abstract

Estrogens are a group of sex hormones naturally synthesized in the human body
that fulfil diverse functions in the organism. However, when there is an overexposure to
this type of hormones, it can trigger a large number of diseases, including cancer. The
objective of this study has been to analyze the occurrence of these type of hormones in
dairy products consumed by Canary Island population. With this aim, 18 samples of dairy
products marketed in the archipelago have been examined. These samples have been
analyzed using the previously validated QUEChERS method for the extraction and
preconcentration of the analytes with estrogenic activity and subsequently and ultra-high
performance liquid chromatography coupled to a tandem mass spectrometry has been
applied to separate and quantify the analytes in order to evaluate the exposure of the
Canarian population to these estrogens. The results showed the occurence of two
phytoestrogens, enterolactone in all analyzed samples and glycitein in one of them.

Keywords: estrogens, dairy products, QUEChERS, ultra-high performance liquid
chromatography, mass spectrometry.



Resumen

Los estrogenos son un conjunto de hormonas sexuales sintetizados de manera
natural en el cuerpo humano que cumplen diversas funciones en el organismo. Sin
embargo, cuando hay una sobreexposicion a este tipo de hormonas puede desencadenar
un gran namero de enfermedades, entre ellas cancer. El objetivo de este trabajo ha sido
analizar la presencia de este tipo de hormonas en productos lacteos altamente consumidos
por la poblacién canaria. Para ello se han examinado 18 muestras de productos lacteos
comercializados en el archipiélago. Dichas muestras se han analizado a través del método,
previamente validado, QUEChERS, para la extraccion y preconcentracion de los analitos
con actividad estrogénica y seguidamente se ha aplicado la cromatografia liquida de ultra-
alta eficacia acoplada a un espectrometro de masas en tandem para separar y cuantificar
los analitos con el fin de evaluar la exposicion de la poblacion canaria a estos estrogenos.
Los resultados mostraron la presencia de dos fitoestrogenos, enterolactona en todas las

muestras y gliciteina en una de ellas.

Palabras clave: estrégenos, productos lacteos, QUEChERS, cromatografia liquida de

ultra-alta eficacia, espectrometria de masas.



1. Introduccién
El colesterol es un compuesto lipidico que se encuentra en la membrana plasmatica
y en el torrente sanguineo, a partir de él se sintetizan las hormonas esteroideas, que tienen

diversas funciones reguladoras en nuestro organismo.

Dentro de este grupo de compuestos cabe destacar los estrégenos que son las
hormonas reguladoras de los caracteres sexuales femeninos secundarios. Dentro de los
cuales encontramos la estrona (E:) (3-hydroxy-13-methyl-7,8,9,11,12,14,15,16-
octahydro-6H-cyclopentaphenanthren-17-one) con 17 atomos de carbono, el estradiol
(E2), tanto el 17a-estradiol (17a-E2) (17a)-estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol (17a-E2)
como el 17p-estradiol (17B-E2) (17P)-estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol (17B-E2) con 18
atomos de carbono y el estriol (Es) ((16alfa,17beta)-Estra-1,3,5(10)-trieno-3,16,17-triol)

con 18 atomos de carbono.

Figura 1: Estructuras de los principales estrogenos naturales.

Estrogenos

Estrona Estriol

Fuente: Farmacia informativa (s.f.). Recuperada de: https://farmaciainformativa.com/estrogenos/

Entre las funciones de los estrogenos se encuentran: la preparacion del organismo
para la etapa de ovulacion y menstruacion, el mantenimiento de un adecuado perfil
lipidico, disminuyendo el LDL y aumentando el HDL, el mantenimiento de una masa
Osea apropiada, estimulacion de la libido y regulacion de la formacion del colageno del

tejido conectivo. Sin embargo, los estrogenos no son hormonas exclusivamente
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femeninas, también se encuentran en el hombre y son encargadas de regular la hormona
LH, la homeostasis esquelética y también en la fisiologia de los lipidos y en la

cardiovascular (Marcos Becerro, 2008).

Este tipo de estrogenos que sintetiza el cuerpo humano los conocemos como
endoestrogenos, pero también existe otro grupo llamados exoestrogenos. Estos son
compuestos estrogénicos ajenos a nuestro organismo que pueden ser de origen natural o

sintético (Socas-Rodriguez et al., 2013).

Entre ellos podemos encontrar micoestrogenos, como la zearalenona (ZEN),
zearalanona (ZAN), a-zearalanol (a-ZAL), B-zearalanol (B-ZAL), a-zearalenol (a-ZEL)
y P-zearalenol (B-ZEL), que son metabolitos secundarios de especies de hongos del
género Fusarium comunmente empleados para el engorde de ganado. (JaroSova y cols.,
2015) y también podemos encontrar fitoestrégenos, que son compuestos no esteroideos
presentes en diferentes plantas, por ejemplo: isoflavonas como biochanin A, daidzeina,
genisteina, gliciteina, formononetina y prunetina y lignanos como el enterodiol y la

enterolactona.

Estos estrdgenos carecen de biodisponibilidad, pero a través de la accién de
sulfatasas y glucuronidasas bacterianas presentes en la flora intestinal, se obtiene su forma
biol6gicamente activa, causante de algunas enfermedades como ciertos tipos de cancer
(Socas-Rodriguez et al., 2013).

En cuanto a los exoestrdgenos sintéticos, estos se consumen por via oral, a traves
de medicamentos como anticonceptivos o terapias de sustituciébn hormonal
postmenopausica. EI mas importante es el etinilestradiol (EE.), aunque existen otros
presentes en algunos medicamentos que se usan de forma ilegal para el crecimiento del
ganado como, por ejemplo, los estilbenos como el dietilestilbestrol (DES), el dienestrol
(DS) y el hexestrol (HEX) (Socas-Rodriguez et al., 2013).

Hay muchas maneras de ingerir estrogenos a través de la dieta, por medio de
alimentos vegetales, de hongos comestibles y a través de alimentos de origen animal, tales

como carne, huevos y la mas importante, productos lacteos (Kuhnle et al., 2008).

Una concentracion excesiva de estrogenos en la mujer puede producir: sindrome
premenstrual, endometriosis, alteraciones en el sangrado menstrual, hiperplasia del

endometrio, mastopatia fibroquistica, miomas y canceres de seno, ovario y endometrio.



(MedlinePlus. (s.f.)). Ademas, puede aumentar la produccion de la hormona TSH y
provocar hipotiroidismo (IntraMed. (s.f.)).

En cuando a las alteraciones en el varon, cabe destacar la ginecomastia, el aumento
de grasa corporal en la zona baja del abdomen y la cadera, pérdida de la libido, disfuncién
eréctil, depresion, hiperplasia de la prostata, atrofia testicular e infertilidad y diabetes tipo
2 (Clinica Androldgica de Madrid. (s.f.)). Por lo que es importante controlar este tipo de
compuestos, ya que un exceso de estos en el organismo conlleva al desarrollo de multiples

enfermedades, tanto en la mujer como en el hombre.

Como mencionamos anteriormente los productos lacteos son una de las mayores
fuentes de consumo de estrdgenos, esto se debe tanto a la dieta del ganado (fito- y
micoestrogenos), factores medioambientales como la transmision de estos productos
estrogénicos por transferencia a partir de envases de plastico y/o tratamiento del ganado,
tanto mediante el uso de medicamentos, como el estado hormonal de la vaca cuando es
ordefiada. (Serrano et al., 2001). La leche recogida en el dltimo periodo de la gestacion y
los primeros dias de lactancia es muy rica en Ei, (Jouan et al., 2006). Ademas, el uso
ilegal de anabolizantes para el crecimiento del ganado desempefia un papel importante ya
que estos esteroides pueden atravesar las glandulas mamarias y llegar a la leche (Noppe
et al., 2008).

La cantidad de estrégenos en productos lacteos no es muy grande, sin embargo, es
necesario hacer controles, ya que unas minimas cantidades de estas sustancias puede ser
perjudiciales para la salud y, aunque no existen limites maximos de residuos (Garcia y
Romano, 2016), la EFSA (European Food Safety Authority) ha limitado el uso de
productos que puedan contener estrogenos para fines veterinarios (RD 2178/2004).

Por estas razones se han desarrollado métodos analiticos para detectar y cuantificar
estas sustancias. EI método que se utiliza para desarrollar la parte experimental de este
trabajo de final de grado es el método QUEChERS (del inglés, Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe), ampliamente conocido por su versatilidad y desarrollado por
Anastassiades y cols. en 2003. Este procedimiento de extraccién, limpieza y
preconcentraciébn se combina con cromatograficas acopladas a detectores de
espectrometria de masas, que han permitido identificar y cuantificar los analitos de las

muestras analizadas con alta fiabilidad.

El método QUEChERS, consta de dos etapas: una primera extraccion sélido-liquido
utilizando acetonitrilo y una segunda etapa de limpieza de muestra con una extraccion en

7



fase sélida dispersiva (dSPE) (M. Anastassiades, 2003). Este método no sélo se usa para
la deteccion de estrogenos en productos lacteos, sino también para la determinacion de
plaguicidas en productos alimentarios, objetivo para el que fue inicialmente desarrollado,
asi como para la evaluacion de otros analitos y matrices dentro de campos como el
biolégico o el medioambiental, en los que hay que hacer ciertas modificaciones del

método inicialmente descrito por los creadores. (Santana-Mayor, y cols. 2019)

2. Objetivo del trabajo.

El objetivo principal de este trabajo de fin de grado es evaluar y cuantificar la
presencia de los posibles compuestos estrogénicos que se pueden encontrar en algunos
productos lacteos comercializados en Canarias utilizando técnicas analiticas de Ultima

generacion. Para ello se han establecido los siguientes objetivos especificos:

- Revision bibliografica de las principales hormonas sexuales, en particular de los
estrogenos, ya que estos compuestos constituyen el grupo de interés seleccionado
para el estudio debido a su posible presencia en productos lacteos y sus posibles

efectos negativos sobre la salud.
- Estudio del método QUEChERS: origen, finalidad, etapas y reactivos utilizados.

- Verificacion de la validacion del método empleado para el andlisis de estrogenos
en derivados lacteos.

- Aplicacion del método QUEChERS, para extraer los analitos, seguida de su
determinacion mediante cromatografia liquida de ultra-alta eficacia (UHPLC,
acrénimo del inglés ultra-high performance liquid chromatography) acoplada a

un espectrometro de masas.
- Presentacion y anélisis de los datos obtenidos.

- Exposicion de las conclusiones sobre los datos que son de interés para los

consumidores de estos productos lacteos.



3. Parte experimental.

3.1. Patrones, disolventes, reactivos y disoluciones.

Agua Milli-Q, agua ultrapura de laboratorio (conductividad 18,2 uS/cm a 25 °C).

- Sales: sulfato de magnesio anhidro (MgSOa), pureza del 98 % (Scharlau SA),
utilizado en ambas etapas para eliminar el agua presente, cloruro sddico (NaCl),
pureza del 99,5% (Sigma-Aldrich Chemie), usado en la primera fase para ayudar
a separar la fase organica del agua y octadecilsilano (Cis) (Macherey-Nagel),

elimina grasas y otros compuestos no polares.

- Disolventes: acetonitrilo (ACN) (VWR Chemicals) y metanol (MeOH) grado LC-
MS (Merck).

- Estandares internos: 17p-estradiol-2,4,16,17-ds (17p-E2-ds) (Sigma-Aldrich
Chemie) y [-zeralanol-10,10,11,12,12-d5 (B-ZAL-ds) (Witega Laboratorien
Berlin-Adlershof GmbH).

- Estandares analiticos: Ei, 17a-E2, 17B-E2, Es, EE2, DES, DS, HEX, ZAN, ZEN,
a-ZAL, a-ZEL, B-ZAL, B-ZEL, biochanin A, daidzeina, genisteina, gliciteina,

formonetina, prunetina, enterolactona y enterodiol (Sigma-Aldrich Chemie).

3.2.  Material.

Tabla 1: Materiales utilizados.

Material Casa comercial

Vasos de precipitados de vidrio de 25, 50,
100 y 250mL.

SIMAX

Matraces Erlenmeyer de vidrio de 50 mL Witeg

Tubos de centrifuga de polipropileno (PP
J POLIPTOP (PP) VWR internacional

de 50 mL
Puntas desechables para pipetas automaticas
o ) Eppendorf
de distintos volimenes
Jeringa de pléstico de 10 mL Braun




Filtros Chromafil® PET-20/15 MS Macherey-Nagel

Viales de vidrio de 2mL para LC-MS Waters Chromatography
Viales de insercion de vidrio de 300 pL Sigma-Aldrich Chemie
3.3.  Equipos.

3.3.1. Instrumentos.

Tabla 2: Instrumentos empleados.

Instrumento Casa comercial
Balanza analitica de precision 0,1mg Sartorius
Micropipetas automaticas Eppendorf
Cromatografo de liquidos Acquity UPLC H-Class Waters Chromatography
MS Xevo QqQ Waters Chromatography

3.3.2. Aparatos.

Tabla 3: Aparatos utilizados.

Aparato Casa Comercial
Agitador Vortex Vortex Genie 2
Sistema de purificacion de agua modelo Milli-Q .
gradient A-10 Millipore
Centrifuga modelo 5810 R Eppendof
Rotavapor IKA ® RV 10 basic
Bafio de ultrasonidos 3510- MT Branson
Bafio de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons
Minipimer Braun
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3.3.3. Columnas cromatograficas

Tabla 4: Columnas cromatogréaficas empleadas

Columna Casa comercial

Columna Acquity UPLC BEH Cis (50 mm x 2,1 mm, 1,7 pm)
Waters Chromatography

Precolumna Acquity UPLC BEH Cig (5 mm x 2,1 mm, 1,7 pum)

3.3.4. Programas informaticos.

- Para la elaboracion de la memoria se ha utilizado: Microsoft® Word® para
Microsoft 365 MSO.

- Para el tratamiento de los datos obtenidos en la préctica experimental se ha
aplicado: Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO.

- Para el control del espectrometro de masas, visualizacion y tratamiento de los

datos se ha utilizado: Software MassLynxTM 4.1 de Waters Chromatography.

- Para la preparacion de figuras se ha utilizado: Apache OpenOffice 4.1.2.

3.4. Muestras

Tabla 5: Descripcion de las muestras analizadas.

Valores nutricionales (en 100 g)
Producto

Grasas (g)  Hidratos de Carbono (g)  Proteinas (g)

Leche Fresca

Semidesnatada Lo 40 3
Kéfir natural 4,2 51 3,9
Probidtico natural_1 0,4 4,0 2,9
Probidtico natural_2 1,4 5,2 3,3
Probiotico natural_3 1,4 12 2,5
Probiético sabor a naranja 1,4 145 2,2
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Yogurt natural azucarado 2,0 10,3 2,4

Compota 2,9 19,3 3,3
Queso fresco 14 3,0 11
Queso fresco 0% <0,5 3,6 12
Queso de untar 29,2 4,2 51
Producto lacteo infantil
sabor a fresa 2° 128 o0
Yogurt infantil_1 2,5 9,1 2,0
Yogurt infantil_2 2,6 78 12
Yogurt liguido infantil_1 3,1 11,0 3,2
Yogurt liguido infantil_2 2,7 11,2 5,6
Yogurt liguido infantil_3 2,9 15 2,6
Producto lacteo infantil 72 278 45

sabor a chocolate

3.6. Procedimientos experimentales

3.6.1. Metodologia QUEChERS. Pretratamiento de las muestras.

- Pretratamiento de muestras sélidas:

Las muestras de queso se homogeneizan con una minipimer durante unos minutos
antes de ser tratadas. Posteriormente, se pesan 10 g en un tubo de centrifuga de plastico
de 50 mL y se afiaden 5 mL de agua Milli-Q. A continuacion, se agita en un vortex durante

un minuto.
- Pretratamiento de muestras liquidas y semi-liquidas:

Se toman 15 mL en un tubo de centrifuga de 50 mL y se determina su masa en la

balanza de precision.

Una vez pesadas las muestras en el tubo de 50 mL, se afiaden 15 mL de ACN y se
agita manualmente durante un minuto. Seguidamente se afiaden 6 g de MgSO4 anhidro y
1,59 de NaCl. Se agita nuevamente durante un minuto, vigorosamente, y se introducen

los tubos durante cinco minutos en un bafio de ultrasonidos. Se centrifugan durante 15
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min a 4000 r.p.m. y 5 °C. Posteriormente se toma el sobrenadante, aproximadamente 14
mL y se afiade a un tubo de centrifuga de 50 mL que contiene 1,8 g de MgSOasanhidro y
180 mg de Cig en el caso de las muestras liquidas y 500 mg en el caso de las muestras

solidas.

Se vuelven a centrifugar los tubos en las mismas condiciones, transcurridos los 15
minutos, se recoge el sobrenadante, 8 mL, en un matraz Erlenmeyer de 50 mL y se
evapora el disolvente en un rotavapor a 40 °C y 165 mbar.

Finalmente, el residuo seco se reconstituye en el matraz con 500 pL de una mezcla
de MeOH/H-0 (50/50; V/V), se filtra con un filtro Chromafil ® PET-20/15, y se trasvasa

a un vial de inyeccion. Finalmente se inyectan 5 pL en el sistema UHPLC-MS/MS.

3.6.2. Separacion cromatografica.

Las inyecciones se hicieron utilizando un volumen de 5 pL a 10 °C en la columna de

cromatografia liquida que se encontraba a 40 °C, acoplada a un espectrémetro de masa (MS).

Se utiliz6 como fase movil A: MeOH y como fase movil B: Agua Milli-Q, para la
separacion de los fito- y micoestrogenos, mientras que para los estrégenos sintéticos y naturales
se utilizé como fase mavil A una mezcla de MeOH/ACN (50/50, v/v) y como fase mévil B una

disolucién de hidroxido amoénico 2 mM.

3.6.3. Validacion del método.

Esta metodologia desarrollada por Socas-Rodriguez et al., 2017, fue validada con un
calibrado en la matriz en el rango de concentraciones de interés, asi como un estudio de
recuperaciones. Con el objetivo que garantizar los resultados obtenidos, en el presente trabajo de
fin de grado se han verificado los resultados de la validacion mediante la realizacion de un estudio
de recuperaciones a un nivel de concentracion intermedio, cerca del centroide de las
correspondientes curvas de calibrado. El estudio de recuperaciones es Util para verificar que no

ha habido un error cuantificable de pérdida de analitos durante el proceso experimental.

4. Resultados y discusion.

Para realizar esta monitorizacion de los compuestos estrogénicos en productos lacteos, se ha
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aplicado la metodologia desarrollada por Socas Rodriguez et al. 2017, que previamente se habia
optimizado y validado en el grupo de investigacion en el que se ha llevado a cabo el presente
trabajo de fin de grado. Para ello se ha utilizado el método QUEChERS, junto con una separacion
por cromatografia de liquidos acoplada a un sistema de espectrometria de masas en una serie de

muestras seleccionadas, adquiridas en diferentes supermercados de Tenerife.

Como esta metodologia ya habia sido previamente validada, para asegurar que los datos
obtenidos son fiables, se ha realizado un estudio de recuperaciones utilizando tres réplicas (n=3).
El rango obtenido para estas recuperaciones, que se exponen en la Tabla 6, varia entre un 80 y un
120%, con una desviacion estandar relativa (RSD) < 19%, valores dentro de un rango aceptables
(M. Anastassiades, 2003).

Tabla 6: Datos de las recuperaciones promedias con estandar interno (IS).

Analito Recuperacién (%)
ZAN 101
Formonetina 102
Daidzeina 102
Biochanin A 80
Genisteina 102
Gliciteina 103
Enterolactona 92
Enterodiol 97
ZEN 99
B-ZEL 96
a-ZEL 108
a-ZAL 103
B-ZAL 100
DS 107
DES 109
HEX 109

14



17B-Ez 103

E: 110
170-E> 120
Es 113
EE. 114

En lo que respecta al andlisis de muestras comercializadas, se encontraron dos
fitoestroégenos en las muestras analizadas. Por un lado, la enterolactona en todas las muestras,
pero en la mayoria en pequefias cantidades, es decir en concentraciones por debajo del limite de
cuantificacion del método (LOQ) (Socas Rodriguez et al., 2017). S6lo dos muestras pudieron ser
cuantificadas: la muestra de Probi6tico natural_3 (1,8 + 1,1 pg/kg) vy el Yogurt liquido infantil_1
(3,0 £ 1,1 pa/kg). Por otro lado, la gliciteina en la muestra Queso fresco (1 + 0,4 pg/kg). No se

encontraron otros analitos en el resto de las muestras evaluadas.

Tabla 8: Resultados obtenidos del anélisis de diferentes productos lacteos usando el método
QUEChERS-UHPLC-MS/MS.

Concentracion (ug/kg) del analito

Muestras Enterolactona Gliciteina
Leche fresca semidesnatada <LOQ n.d.
Keéfir <LOQ n.d.
Actimel <LOQ n.d.

L. Casei 18+11 n.d.

L. Casei naranja <LOQ n.d.
Natural Azucarado <LOQ n.d.
Actimel <LOQ n.d.
Cuidacol <LOQ n.d.
Compota <LOQ n.d.
Burgo de Arias Original <LOQ 10£04
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Burgo de Arias 0% <LOQ n.d.

Philadelphia <LOQ n.d.
Danonino <LOQ n.d.
Mi primer Danone <LOQ n.d.
NaturNes Bio <LOQ n.d.
Yogolino 3+1,1 n.d.
Yoco Squeezy <LOQ n.d.
YogiKids <LOQ n.d.
Petit Nesquik Chocolate <LOQ n.d.

LOQ: limite de cuantificacién. n.d.: no detectado

En los estudios anteriores de Socas Rodriguez en 2017 y 2018, donde también se
analizaron productos comercializados en Canarias, obtuvieron una mayor cantidad de muestras
positivas. En el primero de los estudios se encontrd daidzeina, gliciteina y enterolactona entre
1,76 y 46,7 pg/kg, (Socas Rodriguez et al., 2017) y en el segundo daidzeina y genisteina, con
concentraciones entre 0,7 - 30,1 pg/kg y 21,3 - 50,1 pg/kg, respectivamente, fundamentalmente
en leches infantiles (Socas Rodriguez et al., 2018).

Hay estudios en paises extranjeros donde los analitos y las concentraciones son diferentes,
por ejemplo: se han encontrado concentraciones superiores para ciertos analitos como la
enterolactona, 30 - 230 pg/kg, en el Reino Unido (Kuhnle et al., 2008), pero esto se puede deber
a las diferencias entre las dietas de los ganados de los respectivos paises y el proceso de

elaboracion de los productos (Kiizova et al., 2011).

A continuacion, se presenta en la Figura 4.1, la separacién cromatografica de los

compuestos analizados.
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Figura 2: a) Cromatogramas UHPLC-MS/MS para fitoestrégenos, micoestrogenos 'y S-ZAL-ds (IS), b)
Cromatogramas UHPLC-MS/MS para estrdgenos naturales, sintéticos y 17 f-e2-ds (IS) de una muestra

lactea enriquecida tras aplicar el procedimiento QUEChERS.

5. Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo de fin de grado se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

- Serealiz6 una busqueda bibliogréfica de los mejores métodos y formas de anélisis para
la determinacion de compuestos estrogénicos en productos lacteos de la que se concluyd
que el método QUEChERS vy la cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de

masas era la forma mas adecuada de analizar las muestras.
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Se seleccionaron los analitos teniendo en cuenta su posible presencia en las muestras
seleccionadas, asi como sus efectos negativos para la salud de los consumidores. El grupo
de analitos seleccionados fue: cuatro endoestrogenos naturales y cuatro sintéticos, seis

micoestrogenos y ocho fitoestrégenos.

Se escogi6 un tipo de leche, un tipo de kéfir, tres quesos, un yogur, cuatro probidticos
naturales, una compota que contenia queso, cinco tipos de yogures infantiles y dos
productos lacteos infantiles; muestras altamente consumidas, fundamentalmente por
nifios, ya que en estudios anteriores la mayoria de los estrogenos fueron hallados en este
tipo de producto lacteo, en diferentes supermercados de Tenerife.

Se aplico con éxito la metodologia QUEChERS y la UHPLC-MS/MS, en el laboratorio,
verificando la validez del método a través de un estudio de recuperaciones en el que se

obtuvieron valores aceptables, en el rango 80-120%.

Se llevé a cabo el analisis de los resultados obtenidos, en el que se concluyé que solo tres
de las 18 muestras analizadas tenian niveles cuantificables de dos fitoestrogenos,
Probidtico natural_3 y el Yogurt liquido infantil_1, que contenian enterolactona y la
muestra de Queso fresco donde se encontr6 gliciteina.
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7. Glosario
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