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PRÓLOGO 

 

 

l final del siglo XX ha definido una nueva era marcada por 

grandes cambios, no solamente sociales y económicos, sino 

sobre todo medioambientales. Se trata de una época 

caracterizada por la escasez de materias primas, de 

energía, e incluso por la dificultad de muchos países de 

tener acceso al agua potable.  

Todo lo anterior ha impulsado la creación del programa “Horizonte 

2020”, Programa Marco de Investigación e Innovación de la Unión Europea 

(UE) que es, sin duda alguna, el programa de investigación e innovación 

más importante realizado por la UE y que está haciendo especial hincapié 

en la transferencia de ideas de investigación básica y grandes resultados al 

mercado y a la sociedad en general. Se trata de una inversión financiera de 

aproximadamente 80 millones de euros para un período de 7 años (2014-

2020) de los cuales aproximadamente el 35% ha sido, es y será destinado 

a hacer frente al cambio climático (Horizon, 2020a). 

La quinta prioridad temática de los Retos Sociales planteados en el 

programa “Horizonte 2020” (Horizon, 2020b) es precisamente la dedicada 

al clima, al medio ambiente, a la eficiencia de los recursos y a las materias 

primas. Entre sus principales objetivos destacan el aumento de la 

competitividad europea, la seguridad de las materias primas y la mejora 

del bienestar humano, garantizando al mismo tiempo la integridad del 

medio ambiente, la resiliencia y la sostenibilidad, para poder así limitar el 

aumento de la temperatura global en menos de 2 ºC respecto a los niveles 

preindustriales.  

Dentro de este programa, las líneas prioritarias de acción también 

se han definido como una transición hacia una economía “verde” y una 

sociedad sostenible, a través de la innovación ecológica y el desarrollo de 

un sistema de información y vigilancia del medio ambiente, promoviendo 

así la denominada Química Verde y, por consiguiente, la Química Analítica 

Verde. 

En 1991, a través de un programa especial puesto en marcha por la 

Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA) con el fin de 

promover el desarrollo sostenible de las tecnologías químicas en la 

industria, la universidad y el gobierno, Anastas definió la Química Verde 

como: “El diseño de productos y procesos químicos que reducen o eliminan 

el uso o generación de sustancias peligrosas. La Química Verde se aplica 

en todo el ciclo de vida de un producto químico, incluyendo su diseño, 
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fabricación, uso y eliminación final. De ahí que también se la identifique 

como Química Sostenible” (EPA-US Environmental Protection Agency).  

Dicha definición abarca la idea de sustituir las sustancias peligrosas 

por otras menos contaminantes o, si fuera posible, por productos inocuos, 

así como de establecer una previsión de los desechos junto con el uso 

limitado de las materias primas y la energía. 

En 1998 el propio Anastas propuso, conjuntamente con Warner 

(Anastas y Warner, 1998), lo que hoy en día se conoce como “los doce 

principios de la química sostenible”, que se podrían resumir de la siguiente 

forma: “1. Evitar la formación de residuos; 2. Maximizar la economía 

atómica; 3. Diseñar síntesis químicas menos peligrosas; 4. Diseñar 

productos químicos y compuestos más seguros; 5. Utilizar disolventes y 

condiciones de reacción más seguros; 6. Aumentar la eficiencia energética; 

7. Utilizar materias primas renovables; 8. Evitar derivados químicos 

innecesarios; 9. Potenciar la catálisis; 10. Generar productos 

biodegradables; 11. Desarrollar metodologías químicas para la 

monitorización en tiempo real de la contaminación; 12. Reducir al mínimo 

los posibles accidentes químicos”. 

En general, estos principios encierran una filosofía de prevención de 

la contaminación y los efectos de los productos químicos, proporcionando 

indicaciones para mejorar los métodos de síntesis, a través del uso de 

materias primas renovables, la optimización de los productos finales y la 

reducción del consumo de energía. En última instancia, se recomienda 

reducir la toxicidad química de los productos involucrados y la utilización 

de catalizadores. Por otra parte, y haciendo referencia directa a las 

metodologías analíticas, se indica la necesidad de llevar a cabo un 

seguimiento en tiempo real de los procesos realizados y, sobretodo, un 

control preventivo de la formación de sustancias peligrosas. 

En lo que respecta a la Química Analítica, y con el objetivo de 

superar la paradoja de que frecuentemente los productos químicos 

utilizados en los análisis eran más tóxicos que las especies analizadas, 

nació una nueva filosofía como resultado directo de la Química Verde: la 

Química Analítica Verde, término acuñado por Namiestnik a finales de los 

años 90 (Namiesnik, 1999; Namiesnik, 2001), aunque la definición más 

actual y completa la propuso Lawrence posteriormente como (Sandra y 

cols., 2010): "El uso de técnicas y metodologías analíticas que reducen o 

eliminan los disolventes, reactivos, conservantes y otros productos 

químicos que son peligrosos para la salud humana o el medio ambiente, y 

que también pueden permitir un análisis más rápido y más eficiente desde 

un punto de vista energético, sin comprometer los criterios de 

funcionamiento de dichas técnicas o métodos”. 
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En esta definición se identifican varios aspectos clave para 

conseguir que una metodología sea “verde”. En particular, se debe 

promover el uso de metodologías analíticas basadas en: i) el análisis de 

muestras tratadas pero no sujetas a manipulación con disolventes y 

reactivos; ii) la rapidez en la obtención de los resultados mediante la 

utilización de instrumentos portátiles y multi-paramétricos para obtener 

más información en un número limitado de medidas y iii) la reducción de la 

cantidad y la toxicidad de los disolventes y reactivos utilizados en la fase 

de medida, sobre todo promoviendo la utilización de la automatización y la 

miniaturización. En este sentido, cabe destacar que la reducción de escala 

dimensional, del volumen y de la cantidad de muestra del procedimiento 

analítico, tanto en la fase de pre-tratamiento de muestra como en la 

determinación analítica, es un factor clave en la reducción del consumo y el 

aprovechamiento de la energía utilizada.  

Esta nueva filosofía queda patente cuando se realiza un análisis 

retrospectivo del papel de la Química Analítica durante los últimos 40 años 

(Figura 0.1) ya que, durante todo ese tiempo, su objetivo principal ha sido 

la miniaturización del sistema analítico, para reducir costes y tiempos de 

análisis manteniendo, al mismo tiempo, parámetros como la exactitud, 

sensibilidad, selectividad y precisión a niveles aceptables. En este contexto 

de avances tecnológicos, la Química Analítica Verde no se presenta como 

una alternativa, sino más bien como un nuevo impulso, añadiendo a sus 

criterios un mayor respeto por el medio ambiente.  

Considerando la miniaturización como un aspecto clave de una 

estrategia verde, la reducción del consumo de reactivos, de los volúmenes 

de residuos tóxicos, de la energía y el tiempo de análisis son también 

buenas oportunidades para minimizar los costes en los laboratorios. De 

hecho, el concepto “verde” también implica pensar en invertir en nuevos 

equipos miniaturizados, más rápidos en la respuesta analítica, y también 

en el uso de técnicas de detección multiparamétricas. 

Con esta filosofía se desea recuperar el equilibrio entre el hombre y 

la biosfera, después de años de desarrollo tecnológico desordenado que no 

ha tenido en cuenta el impacto ambiental de las actividades humanas y los 

riesgos de este tipo de actividades a largo plazo. Por esta razón, la Química 

ha sido percibida tradicionalmente como un concepto inherente a las malas 

prácticas. Sin embargo, la responsabilidad actual de la ciencia es transmitir 

a la sociedad que otra química es posible y que ella en sí misma es la única 

solución para la prevención de la contaminación y la restauración y 

conservación del medio ambiente, para asegurar así la continuidad del 

ecosistema, de la vida y del futuro de las generaciones venideras. 

 



 

 

 
Figura 0.1. Hitos más importantes en el desarrollo de metodologías para una Química Analítica Sostenible.  

Adaptada de De La Guardia y Garrigues (2012). 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

I.1. Las hormonas 

I.1.1. El origen del concepto de la comunicación celular 

La célula, como unidad formológica funcional de un ser vivo, es el 

elemento de menor tamaño que puede considerarse que está vivo. De 

hecho, existen organismos unicelulares como las bacterias o los 

protozoos, pero también existen organismos pluricelulares, como el caso 

del ser humano, en el que una célula no existe de manera aislada, de 

forma que una compleja red de comunicación las coordina para que 

puedan trabajar en conjunto. Todas ellas llevan a cabo procesos 

corporales necesarios para la vida, tales como el crecimiento, la 

diferenciación y el metabolismo. 

Las responsables de la comunicación celular son generalmente 

moléculas extracelulares secretadas por una célula específica que pueden 

actuar sobre ella misma o sobre otra/s célula/s, a cortas o largas 

distancias. Tales mensajeros químicos, denominados hormonas, son 

capturados por receptores específicos, que son a menudo proteínas. La 

comunicación intercelular puede ser autocrina (cuando la acción de la 

hormona se ejerce sobre la misma célula que la sintetiza), paracrina 

(cuando la acción se ejerce en zonas cercanas a su liberación), endocrina 

(cuando existe un retardo importante, de minutos u horas, ya que la 

acción se ejerce en una zona lejana y es necesario un transporte de la 

hormona a través de la sangre), sináptica o incluso de contacto (Nelson y 

Cox, 2013). 

En 1905, Starling, profesor de Fisiología en el University College of 

London, utilizó por primera vez la palabra "hormona" en su famoso 

discurso “La correlación química de las funciones del organismo” que 

envió al Royal College of Physicians de Londres para describir la acción de 

la secretina, una molécula secretada por el duodeno que estimula el flujo 

del jugo pancreático (Starling, 1905). La etimología de la palabra deriva 

del griego antiguo ὁρμῶν (hormôn) que significa “que impulsa, que pone 

en movimiento” (Tata, 2005). 

Sin embargo, la naturaleza y el papel de estos mensajeros 

químicos en el organismo ya había atraído el interés de científicos 

anteriores a Starling. A mediados del siglo XIX, y atendiendo a 

descripciones puramente anatómicas, se tomó conciencia de la existencia 

de ciertas glándulas que formaban parte de los vasos sanguíneos, a las 

que se calificaba como “glándulas de la sangre”, como la tiroides o los 

ganglios linfáticos. En aquella época, científicos de todo el mundo 

realizaron múltiples estudios al respecto, obteniendo importantes 

resultados. Éste fue el caso de Berthold en 1849 (Berthold, 1849; 
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Quiring, 1944), Carpenter en 1852 (Carpenter, 1852) o Addison en 1855 

(Addison, 1868). 

Prácticamente finalizando el siglo XIX (1889), Brown-Séquard 

formuló la hipótesis de la “organoterapia” (administración de secreciones 

endógenas) en una reunión de la Société de Biologie en París (Brown-

Séquard, 1889; Brown-Séquard, 1893). Según una práctica que data de 

la época de los antiguos egipcios, griegos (Hipócrates, 450-400 a.C.) y 

romanos, basada en el principio de "similia similibus curantur" (lo 

semejante se cura con lo semejante), el mal funcionamiento de un 

órgano podía ser curado con un derivado de un órgano similar. Brown-

Séquard planteó utilizar inyecciones hipodérmicas de un fluido preparado 

a partir de las secreciones testiculares de perros y conejillos de Indias, 

sugiriendo un efecto terapéutico. Estos estudios inspiraron los trabajos 

del premio Nobel Fritz Pregl, que centró su investigación en la realización 

de experimentos para verificar la mejora del rendimiento físico mediante 

la administración de sustancias testiculares (Hobermann y Yesalis, 1995). 

Ya en los años 20 del siglo pasado, el químico y bioquímico 

Kendall (Premio Nobel compartido con Reichstein y Showalter Hench en 

1950) aisló la cortisona y la tirosina y determinó sus estructuras (Kendall, 

1950). En 1923, Banting y Macleod descubrieron y aislaron la insulina 

(Banting, 1925), mientras que, durante los años siguientes, Butenandt 

(premio Nobel en 1939 compartido con Ruzicka y Doisy por el 

descrubimieneto de la estrona en 1929) descubrió y caracterizó varias 

hormonas sexuales como la progesterona, la androsterona y diferentes 

estrógenos (Butenandt, 1931). En 1950, Hench obtuvo el premio Nobel 

por el descubrimiento de la cortisona y su aplicación en el tratamiento de 

la artritis reumatoide. 

 

I.1.2. Las glándulas endocrinas 

Las glándulas endocrinas (del griego endon=dentro y 

krinien=liberar), a diferencia de las glándulas exocrinas, que secretan 

sustancias que son liberadas sobre la superficie del cuerpo humano 

(glándulas sebáceas, sudoríparas, lacrimales, etc.), son capaces de 

secretar diferentes sustancias entre las que se encuentran las hormonas. 

Éstas son producidas por unos grupos de células epiteliales localizadas en 

diferentes partes del cuerpo humano y que juntas definen el sistema 

endocrino. 

Las principales glándulas endocrinas incluyen el hipotálamo, la 

glándula pineal o epífisis cerebral, la pituitaria o hipófisis, la tiroides, las 

paratiroides, las suprarrenales, el páncreas, los ovarios y los testículos. 

La Figura I.1 muestra la ubicación de las principales glándulas endocrinas 

en el ser humano.  
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Las hormonas secretadas por las glándulas endocrinas actúan en 

muchos procesos de los seres vivos, como el crecimiento y el desarrollo, 

el metabolismo de los alimentos, la función sexual, la reproducción, el 

comportamiento y el estado de ánimo.  

 

 
Figura I.1. Las principales glándulas endocrinas.  

Adaptada de Nelson y Cox (2013). 

 

I.1.3. Clasificación de las hormonas 

La clasificación de las hormonas se puede realizar teniendo en 

cuenta diferentes criterios (Nelson y Cox, 2013). Por un lado, se pueden 

clasificar según su solubilidad y la localización de los receptores en: 

 

1) Hormonas hidrófilas. No permean fácilmente a través de la bicapa 

lipídica de la membrana celular, actuando en el exterior de la célula, 

donde transmiten su señal a los receptores situados en la 

membrana celular. 

2) Hormonas hidrofóbicas. Pueden traspasar la membrana celular y se 

unen a un receptor que se encuentra en el interior de la célula, en 

ocasiones en la propia membrana nuclear. 

 

Por otra parte, también se pueden clasificar según su estructura 

bioquímica, siendo ésta la clasificación más utilizada en la actualidad 

(Herrera, 1991). Atendiendo a este criterio las hormonas se pueden 

dividir en: 
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I) Hormonas peptídicas. Se trata de cadenas de aminoácidos, desde 

pequeñas moléculas formadas por tan solo tres aminoácidos a 

grandes moléculas formadas por grandes proteínas y glicoproteínas. 

Se sintetizan en forma de pre-hormonas, y sólo después de una 

modificación posterior se activan. Ejemplos de ellas son la insulina 

(Figura I.2.a), producida por las células β del páncreas y cuya 

función es el control de los niveles de glucosa en la sangre; o la 

tirotropina (Figura I.2.b), denominada también hormona 

estimulante de la tiroides, y que regula la producción de hormonas 

tiroideas. 

  
        a) Insulina(1)                     b) Tirotropina  

 

Figura I.2. Estructura de algunas hormonas amínicas, (1) © Wikipedia. 

 

II) Hormonas esteroideas. Son de naturaleza lipídica y tienen un 

precursor común, que es el colesterol. Actúan sobre el metabolismo 

del crecimiento y la reproducción. Son transportadas a través de la 

sangre por las denominadas proteínas transportadoras que las 

protegen de la degradación enzimática. Ejemplos de ellas son la 

aldosterona (Figura I.3.a), que favorece la eliminación de potasio 

en el riñón y provoca la retención de sodio; o el cortisol (Figura 

I.3.b), cuyas funciones son aumentar el nivel de glucosa en la 

sangre, suprimir el sistema inmunológico y ayudar al metabolismo 

de las grasas, proteínas e hidratos de carbono. 
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a) Aldosterona b) Cortisol 

Figura I.3. Estructura de algunas hormonas esteroideas. 

 

III) Hormonas amínicas. Son pequeñas moléculas sintetizadas a partir 

del triptófano, como la melatonina, o de la tirosina, como las 

catecolaminas y las hormonas tiroideas. Ejemplos de este tipo de 

hormonas son la adrenalina (Figura I.4.a), una catecolamina que 

incrementa la frecuencia cardíaca y participa en la reacción de lucha 

o de huida (respuesta fisiológica ante la percepción de daño o 

ataque) del sistema nervioso simpático; o la tiroxina (Figura I.4.b), 

que regula el metabolismo celular. 

 

 

 
a) Adrenalina b) Tiroxina 

Figura I.4. Estructura de algunas hormonas amínicas. 

 

I.1.4. Producción y mecanismos de actuación de las hormonas 

El sistema nervioso no sólo es el medio de comunicación de todo 

el organismo, sino que también se encarga de la coordinación muscular a 

través de los neurotransmisores y de la secreción hormonal de las 

glándulas endocrinas (Figura I.5). Desde la recepción de la información 

interna o externa, como por ejemplo, una situación peligrosa o la 

sensación de hambre, el sistema nervioso responde mediante la 

administración controlada de hormonas. En este sentido, el sistema 

endocrino está construido de acuerdo con un modelo de cadena de 

control, donde la señal hormonal está sujeta a una estricta jerarquía. 
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Figura I.5. La generación de señales en el sistema neuro-endocrino.  

Adaptada de Nelson y Cox (2013). 

 

El hipotálamo es a su vez el centro de coordinación del sistema 

endocrino que recibe e integra los mensajes provenientes del sistema 

nervioso central. En respuesta a estos mensajes, el hipotálamo produce 

hormonas reguladoras que se dirigen directamente a la hipófisis. La 

hipófisis posterior contiene las terminaciones de los axones de muchas 

neuronas que se originan en el hipotálamo, a partir de los que se 

producen dos pequeños péptidos, la oxitocina y la vasopresina. Éstas, 

moviéndose a través de los axones, llegan a las terminaciones nerviosas 

de la hipófisis, para ser almacenadas en gránulos de secreción, a la 

espera de la señal para su liberación. 

La hipófisis anterior responde a las hormonas hipotalámicas 

transportadas a través de la sangre mediante la producción de hormonas 

trópicas que activan las glándulas endocrinas al siguiente nivel, como la 

corteza suprarrenal, la tiroides, los ovarios y los testículos. Estas 

glándulas secretan a su vez sus hormonas específicas, que son 

transportadas por el torrente sanguíneo a los tejidos diana.  

En este sistema en cascada, una pequeña señal provoca una 

respuesta más grande, generando una amplificación de un millón de 

veces. Todo el proceso está regulado por un mecanismo de 

retroalimentación del nivel superior que permite un control de la 

concentración requerida de la hormona específica en tiempo real. 

 

 



Introducción 13 

 

I.1.5. Hormonas esteroideas 

Las hormonas esteroideas incluyen aquellas secretadas por la 

corteza adrenal (adenocorticales), las formadas a partir de la vitamina D, 

las hormonas sexuales masculinas y femeninas (andrógenos y 

estrógenos) y los progestágenos. Este tipo de hormonas circulan en el 

torrente sanguíneo unidas a proteínas transportadoras específicas debido 

a su elevado carácter lipofílico. 

Las hormonas adenocorticales se diferencian a su vez en tres 

tipos: los corticosteroides (como el cortisol o la aldosterona), los 

glucocorticoides, que afectan al metabolismo de los glúcidos, y los 

mineralocorticoides, que regulan la concentración de electrolitos en 

sangre. Por su parte, las producidas por la vitamina D controlan el 

metabolismo del calcio y el fosfato, incluyendo la formación y 

movilización de Ca3(PO4)2 en los huesos, mientras que los andrógenos y 

estrógenos se sintetizan en los testículos y en los ovarios, 

respectivamente, y afectan al desarrollo sexual y reproductor, entre otras 

funciones. Por último, los progestágenos se sintetizan en los ovarios o en 

la propia placenta, y su función es mantener el embarazo (pre-

gestacional).  

Esta distribución no es estricta, ya que la corteza suprarrenal 

también sintetiza una pequeña cantidad de esteroides gonadales. Por otra 

parte, los testículos también pueden producir estrógenos y los ovarios 

andrógenos. Además, todas las glándulas esteroidogénicas son capaces 

de producir progesterona, precursora de todas las hormonas esteroideas. 

Desde un punto de vista químico, estas hormonas se sintetizan a 

partir del colesterol y pueden diferenciarse en función de su estructura 

química, compuesta de un esqueleto básico (Figura I.6) de 18 átomos de 

carbono (estrano), como los estrógenos; 19 átomos de carbono 

(androstano), como los andrógenos; o de 21 átomos de carbono 

(pregnano), como los progestágenos, los mineralocorticoides y los 

glucocorticoides. 

 

   

  Estrano      Androstano   Pregnano 

Figura I.6. Hidrocarburos cíclicos relacionados con las hormonas esteroideas. 

 



14 Introducción 

La Tabla I.1 recoge, a modo de resumen, las características más 

representativas de las hormonas esteroideas, algunos ejemplos, sus 

principales funciones y su glándula secretora mayoritaria. 

En las rutas biosintéticas de esta clase de hormonas se producen 

varias reacciones características que están catalizadas por diferentes 

enzimas como las hidroxilasas, desmolasas, deshidrogenasas e 

isomerasas. En todos los casos, la biosíntesis comienza por la escisión de 

la cadena lateral del colesterol para dar lugar a pregnenolona, tal y como 

muestra la Figura I.7. 

 

 

 
Colesterol  Pregnenolona 

 

Figura I.7. Ejemplo de reacción enzimática característica  

de la biosíntesis de las hormonas esteroideas. 

 

I.2. Compuestos con actividad estrogénica: endo y exoestrógenos 

Con frecuencia, el grupo de estrógenos naturales anteriormente 

descrito y sus metabolitos reciben el nombre de endoestrógenos (Noppe y 

cols., 2008), para diferenciarlos de todo un conjunto de compuestos que 

también posee actividad endocrina pero que, sin embargo, tiene otro origen. 

 

 
Figura I.8. Clasificación de compuestos con actividad estrogénica atendiendo a su origen. 
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Tabla I.1. Características más importantes de las hormonas esteroides (Herrera, 1991). 

Categoría 
Estructura 
química 

Nº de átomos 
de C 

Función principal 
Glándula secretora 
mayoritaria 

Ejemplos 

Estrogénos Estrano 18 
Desarrollo de los 
caracteres sexuales 
secundarios femeninos 

Ovarios, placenta 
17-β-estradiol, estrona, 
estriol 

Andrógenos Androstano 19 
Desarrollo de los 
caracteres sexuales 
secundarios masculinos 

Testículos, glándulas 
suprarrenales 

Testosterona, 
androstenediona, 
dehidroepiandrosterona, 
androsterona 

Progestágenos Pregnano 21 

Regulación del 
desarrollo y 
mantenimiento del 
embarazo 

Ovarios, placenta 
Progesterona, pregnenolona, 
17-hidroxiprogesterona, 17-
hidroxipregnolona 

Mineralcorticoides Pregnano 21 

Regulación de las 
concentraciones de 
electrolitos (K+, Na+, 
Ca2+, Cl-) en la sangre 

Células glomerulares de 
la corteza suprarrenal  Peterserona, aldosterona 

Glucocorticoides Pregnano 21 
Regulación del 
metabolismo de los 
hidratos de carbono 

Glándulas 
suprarrenales, células 
fasciculadas y 
reticulares 

Cortisol, corticosterona, 
cortisona 

   
In

tro
d
u
c
c
ió

n
   

    1
5
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Estos últimos reciben el nombre de exoestrógenos, frecuentemente 

denominados también como disruptores endocrinos, ya que tienen un 

origen ajeno al cuerpo humano, aunque éste puede ser tanto natural 

como sintético (Figura I.8). 

Dentro de los endoestrógenos destacan la estrona, el estradiol y el 

estriol, frecuentemente abreviados como E1, E2 y E3, respectivamente, en 

función del número de grupos hidroxilo que poseen en su estructura. Se 

caracterizan por poseer una estructura de estrano (C18) con la 

variabilidad en los sustituyentes del ciclopentano (Figura I.9). 

 

  
Estrona 

(E1) 
17β-estradiol 

(17β-E2) 

  
Estriol 
(E3) 

2-Metoxiestradiol 
(2-MeOE2) 

 

Figura I.9. Estructura de los estrógenos naturales. 

 

La E1, secretada por el ovario y el tejido adiposo, es la menos 

abundante de las tres hormonas naturales, pero después de la 

menopausia se convierte en el estrógeno predominante. Se considera una 

forma poco activa y, en caso de necesidad, puede convertirse en E2 

(Varney y cols., 2004). Por su parte, el E2 es secretado durante los años 

reproductivos por las células granulares de los ovarios mediante la 

conversión de E1 en E2. Una pequeña cantidad de E2 también es 

producida por la corteza suprarrenal y por los testículos. Es el estrógeno 

más abundante y también el más importante por su efecto estrogénico, 

siendo aproximadamente 80 veces más potente que el E3 y 12 veces más 

que la E1 (Serrano y cols., 2001). La forma isomérica que tiene 

propiedades estrogénicas es el 17β-E2 aunque el 17-E2 se ha encontrado 

a bajas conentraciones en la sangre y la orina de diversas especies 

animales y en la leche de vaca (Jouan y cols., 2006), poseyendo una 
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actividad hormonal débil (Hobe y cols., 2002). El E3 es secretado 

mayoritariamente en los ovarios durante el embarazo, aunque también 

constituye un producto de oxidación de la E1 y del 17β-E2, conversión que 

tiene lugar en el hígado y en el intestino delgado (Serrano y cols., 2001). 

El 2-metoxiestradiol (2-MeOE2) es un metabolito endógeno del 17β-E2, 

que posee una potente actividad apoptótica contra las células tumorales 

de crecimiento rápido (Lakhani y cols., 2003). 

En lo que respecta a los exoestrógenos, éstos pueden imitar la 

actividad de los endoestrógenos, debido a que presentan geometrías 

estructurales similares (mecanismo de suplantación), pero también 

pueden bloquearla o incluso modular o alterar los niveles hormonales 

(Hallegue y cols., 2003). De hecho, pueden interferir negativamente en el 

sistema reproductor, neurológico e inmunológico. Se les atribuye incluso 

la proliferación de determinados tipos de cáncer (Ganmaa y cols., 2001; 

Serrano y cols. 2001). Un exoestrógeno de gran importancia es el 17β-

etinilestradiol (EE2) (Figura I.10), de origen semisintético, que se ha 

utilizado comúnmente con fines terapéuticos, como anticonceptivo, como 

terapia hormonal sustitutiva durante la menopausia y como tratamiento 

complementario de algunos tipos de cáncer (Díaz-Cruz y cols., 2003; 

Dörner y cols., 1985; Iwase y cols., 2013). También se ha utilizado en 

ganadería como promotor del crecimiento (Shao y cols., 2005). 

 

 
Figura I.10. Estructura del 17-etinilestradiol (EE2). 

 

Los estilbenos sintéticos como el dienestrol (DS) y el hexestrol 

(HEX) también se incluyen en este grupo. Son moléculas 

estructuralmente parecidas al E2, debido tanto a su geometría como a la 

distancia de separación entre los grupos hidroxilo (Figura I.11). En 

general, y debido a sus propiedades anabólicas, estas moléculas se 

emplean como promotores del crecimiento, aunque también se utilizan 

como medicamentos veterinarios para tratar neoplasias malignas y 

controlar la lactancia y el ciclo reproductivo (Dickson y cols., 2003). 

También se ha utilizado como medicamento en humanos para el 

tratamiento de algunas distrofias vaginales (Bygdeman y Swahn, 1996). 
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Dienestrol 
(DS) 

Hexestrol 
(HEX) 

Figura I.11. Estructura de algunos estilbenos de importancia. 

 

Otro grupo importante de compuestos que poseen actividad 

estrogénica es el de las micotoxinas de la familia de la zearalenona 

(ZEN), tratándose del único conjunto de micotoxinas que presenta este 

tipo de actividad (Zain, 2011). De todas ellas, la ZEN es la más 

representativa y es producida por diferentes especies de hongos del 

género Fusarium (F. graminearum, F. culmorum y F. equiseti, entre 

otros). Se encuentra de forma común en el maíz, pero también puede 

estar presente en otros cereales como la cebada, el trigo, el mijo y el 

arroz. Su estructura química corresponde a una lactona del ácido 

resorcíclico y sus principales metabolitos son el zearalanol (ZAL) y el 

zearalenol (ZEL), en sus formas isoméricas  y  (Figura I.12) (Emídio y 

cols., 2015; Sørensen y Elbaek, 2005). Se sospecha que tanto la ZEN 

como el ZAL y el ZEL son hepatotóxicos, inmunotóxicos y genotóxicos 

(Zinedine y cols., 2007). 

 

 
Zearalenona 

(ZEN) 

  
-Zearalanol 

(-ZAL) 

 

β-Zearalanol 
(β-ZAL) 

  
-Zearalenol 

(-ZEL) 
β-Zearalenol 

(β-ZEL) 
 

Figura I.12. Estructuras de las micotoxinas de la familia de la ZEN. 
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En lo que respecta a su actividad estrogénica, los metabolitos -

ZEL y -ZAL tienen una actividad de 3 a 4 veces superior a la de la ZEN 

(Minervini y cols., 2005; Mirocha y cols., 1979;). Por otro lado, y debido 

a su efecto anabolizante, es importante destacar que algunos de estos 

compuestos han sido utilizados durante mucho tiempo como promotores 

del crecimiento en ganado en determinados países (Noppe y cols., 2008), 

aunque teniendo en cuenta el elevado grado de toxicidad que presentan 

tanto en el ser humano como en los mamíferos en general, dicho uso 

está actualmente prohibido en Europa. 

 

I.2.1. Importancia del análisis de compuestos con actividad 

estrogénica en aguas y alimentos 

Como es bien conocido, las actividades humanas globales están 

causando una profunda alteración del medio ambiente, no sólo en el 

paisaje, sino también en los sutiles equilibrios biológicos. Esto se debe a 

la introducción de productos químicos que actúan como contaminantes 

ambientales. En este sentido, la preocupación por las posibles 

consecuencias de la presencia de estos contaminantes en el medio 

ambiente ha aumentado, sobre todo en el caso de aquellos previamente 

desconocidos o no reconocidos como tales. Se trata de los denominados 

“contaminantes emergentes". Entre ellos, los disruptores endocrinos han 

suscitado un gran interés, ya que no identifican a una clase de 

contaminantes, sino que se trata de una amplia gama de compuestos 

(Ciofi y cols., 2013) que son introducidos en el organismo a través de la 

ingesta de agua y alimentos principalmente. 

Los estudios sobre el metabolismo de los compuestos con 

actividad estrogénica sugieren que son absorbidos por el intestino y 

metabolizados en el hígado (Filannino y cols., 2011). Posteriormente, 

estas sustancias llegan a los riñones y se transforman en derivados más 

polares que se conjugan en forma de ésteres sulfato o glucurónidos 

hidrosolubles, pudiendo ser eliminados por medio de la orina (Pacáková y 

cols., 2009). Por esta razón, la presencia de este tipo de compuestos se 

ha detectado en el ciclo del agua (Heberer, 2002; Richardson y Bowron, 

1985), habiéndose encontrado en aguas ambientales de efluentes de 

fábricas, de plantas de tratamiento de aguas residuales y de aguas 

residuales residenciales. En el segundo caso, se han detectado a niveles 

desde por debajo de los ng/L a decenas de ng/L (Miège y cols., 2009b). 

Por otra parte, y dada su elevada estabilidad, las micotoxinas 

suponen una aportación adicional de contaminantes a las aguas de 

drenaje de campos cultivados con plantas infectadas, aguas de 

escorrentía de instalaciones ganaderas y campos agrícolas abonados con 
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estiércol de ganado (Emídio y cols., 2015), así como en sedimentos y 

lodos (Gabet y cols., 2007). 

A pesar de que la presencia de sustancias con actividad 

estrogénica en la mayoría de los casos es a concentraciones tan bajas 

como para no suponer una preocupación medioambiental, se ha 

demostrado que pueden ejercer una actividad negativa significativa en 

organismos acuáticos, provocando, por ejemplo, trastornos endocrinos en 

peces a una concentración de 0,1 a 1,0 ng/L (Hansen y cols., 1998; 

Kramer y cols., 1998). Algunos de estos problemas han sido publicados 

en la bibliografía, destacando los cambios de sexo y disfunciones 

reproductivas en reptiles, aves, anfibios, peces y crustáceos (Jobling y 

cols. 1998; Miège y cols., 2009a). 

Por otra parte, una fuente importante de compuestos con 

actividad estrogénica son los alimentos. La presencia de estrógenos de 

origen animal en la dieta humana es debida a una alimentación rica en 

carne, huevos y especialmente leche, que de acuerdo con Hartmann et 

al. (Hartmann y cols., 1998), supone aproximadamente el 60-70% del 

total de estrógenos ingeridos. Aunque para el resto de mamíferos este 

producto es un alimento que no se consume después del destete (Pereira, 

2014), la leche y sus derivados forman parte de la dieta del ser humano 

incluso en la fase adulta. Los datos más recientes de la FAO muestran 

que la producción de leche en 2012 se estimaba en más de 150 y 90 

millones de toneladas en Europa y Estados Unidos, respectivamente 

(FAOSTAT), siendo la ingesta de leche per cápita mayor de 150 kg al año 

(FAOSTAT) en ambos países. Esta estadística no hace más que ratificar 

que la leche es posiblemente un importante vehículo para introducir 

compuestos con actividad estrogénica en el organismo con un nivel de 

exposición continuo y diario. 

Para satisfacer esta gran demanda, se han desarrollado 

procedimientos en zootecnia que permiten aumentar y mantener la 

producción de leche de vaca constante durante todo el año. Para ello, se 

han seleccionado razas de vaca como la Holstein, que es capaz de 

proporcionar una producción de leche durante casi todo el periodo de 

gestación, es decir, durante más de 300 días al año (Maruyama y cols., 

2010). 

La presencia de estrógenos naturales en la leche es endógena 

debido precisamente a la naturaleza biológica de la misma. Sin embargo, 

las malas prácticas ganaderas, así como la recolección durante el periodo 

de gestación o el uso y abuso de compuestos anabólicos ilegales como el 

HEX y el DS que extienden los ciclos de producción de la leche, pueden 

elevar el contenido de estos compuestos por encima de los niveles 

normales (Maruyama y cols., 2010). Además, existen hipótesis que 
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señalan que ni la pasteurización ni el proceso de trasformación en los 

productos derivados reducen los contenidos de los mismos 

completamente (Qin y cols., 2004).  

En las últimas décadas, se ha puesto en duda la utilidad o 

necesidad de consumir leche. Lo cierto es que, por un lado, se trata de 

uno de los alimentos más completos y equilibrados, ya que aporta un 

elevado contenido de nutrientes como proteínas, hidratos de carbono, 

vitaminas liposolubles y grasas (Aluko, 2012; Rice y cols., 2013). Sin 

embargo, su consumo se ha relacionado con la posibilidad de un aumento 

del riesgo de sufrir diversas enfermedades como trastornos 

cardiovasculares, anomalías en el sistema reproductor (Massart y cols., 

2005; Rasier y cols., 2006), diabetes e incluso cáncer testicular, de 

mama, próstata, ovario o cuerpo uterino (Ganmaa y cols., 2002; Ganmaa 

y Sato, 2005; Malekinejad y cols., 2006; Maruyama y cols., 2010; Melnik, 

2009; Parodi, 2012; Pereira, 2014). 

Otra fuente de disruptores endocrinos son las plantas afectadas 

por el hongo Fusarium que pueden ser consumidas por el ganado y pasar 

al ser humano. En particular, la carne, la leche y los huevos se han 

estudiado como portadores no sólo de la ZEN, sino también de su 

metabolitos, el ZAL y el ZEL (Kleinova y cols, 2002). Por otra parte, la 

presencia no natural de -ZAL se asocia con prácticas antropogénicas en 

biotecnología, relacionadas con su uso como promotor del crecimiento 

para el aumento de la producción y como “remedio” para reducir el estrés 

en el ganado (Chighizola y Meroni, 2012), ambas prohibidas en Europa 

desde 1985 (Directiva 85/649/EEC). 

Con este panorama, aparte de inculcar una buena educación 

alimentaria promoviendo la ingesta equilibrada de alimentos, es de vital 

necesidad llevar a cabo un control estricto de los alimentos en base a una 

serie de leyes para obtener información fidedigna que permita 

salvaguardar la salud de los consumidores. 

 

I.2.2. Legislación en materia de estrógenos 

La globalización de los mercados, la seguridad y la calidad de los 

alimentos se ha convertido en una preocupación para los consumidores, 

los fabricantes y los gobiernos. Los contaminantes pueden estar 

presentes en los productos alimenticios debido al proceso de producción 

del embalaje, el transporte y el almacenamiento. Además, el uso de 

nuevos procesos industriales y prácticas agrícolas, así como la 

contaminación del medio ambiente son las principales fuentes de los 

denominados contaminantes emergentes. Por esta razón, los centros de 

investigación y los gobiernos trabajan en conjunto para mejorar la 

seguridad alimentaria con reglamentos en los que se definen las 
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limitaciones, las prohibiciones y los niveles máximos de residuos (LMRs) 

permitidos. 

En lo que concierne a los compuestos con actividad estrogénica 

señalados anteriormente, aun hoy en día se utiliza una amplia gama de 

esteroides anabólicos para el crecimiento de los animales y para 

aumentar la eficiencia de la conversión alimenticia, es decir, la relación 

entre el alimento suministrado y la ganancia de peso que experimentan. 

Una de estas sustancias es el -ZAL, utilizado en Estados Unidos desde 

1969, y todavía utilizado y permitido en Canadá (H. Noppe y cols., 2008). 

El empleo de esteroides anabólicos, incluyendo el -ZAL, el 17β-E2 y los 

estilbenos, han sido objeto de discusión en la Directiva 81/602/CEE y 

sucesivamente prohibidos por la UE mediante las Directivas, 85/649/EEC, 

88/146/CEE, 88/299/CEE, 96/22/CE, 2003/74/EC y 2008/97/CE, que en 

general prohíben la administración de sustancias con efecto hormonal y 

tirostático y sustancias -agonistas en la cría de ganado. 

A finales de 2011, la Comisión Europea propuso la adición de 15 

sustancias nuevas a la lista de los 33 contaminantes que deben de 

controlarse en las aguas superficiales de acuerdo con la Directiva 

2008/105/CE. Esta propuesta, conocida como COM(2011)876 (Directiva 

2011/876), que modifica las Directivas 2000/60/EC y 2008/105/EC, se 

convirtió en la Directiva 2013/39/EU y se elaboró considerando el efecto 

nocivo de estas sustancias basándose en las evidencias del riesgo que 

suponen para la salud humana. Por primera vez, se incorporaron dos 

compuestos con actividad estrogénica: el EE2 y el 17-E2. En lo que se 

refiere a los alimentos, en el año 2010 se establecieron LMRs de algunas 

hormonas en carne, aunque no hormonas estrogénicas, a través de la 

Directiva 37/2010. 

Por lo tanto, a pesar de la importancia que posee el consumo de la 

leche y de los productos lácteos, la legislación en materia de seguridad 

alimentaria es todavía escasa, por no decir prácticamente nula. Sin 

embargo, a diferencia de la baja importancia que la EU ha concedido a 

esta materia, la investigación científica continúa concentrando sus 

esfuerzos en la monitorización y el desarrollo de métodos analíticos más 

eficaces y sensibles. 

 

I.3. Determinación de compuestos con actividad estrogénica: uso 

de técnicas miniaturizadas 

Como es bien conocido, el análisis de compuestos orgánicos puede 

llevarse a cabo en la actualidad mediante técnicas cromatográficas, ya 

sea cromatografía de gases (GC) o de líquidos (LC), o bien mediante 

técnicas electroforéticas, dependiendo de las propiedades de los analitos. 

Éste es también el caso de los compuestos con actividad estrogénica 
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objeto de estudio en esta Tesis Doctoral: los estrógenos naturales, 

sintéticos y micoestrógenos. De hecho, en la bibliografía existen diversos 

ejemplos de su aplicación al análisis de diferentes tipos de muestras, tal y 

como se verá a continuación. En este sentido, es importante destacar que 

algunas de estas técnicas, en particular sus versiones miniaturizadas, 

cumplen los principios de sostenibilidad ambiental de la Química Analítica 

Verde anteriormente señalados, de ahí que sean descritas con un mayor 

grado de detalle. 

 

I.3.1. Cromatografía de gases 

Hoy en día, la GC es considerada en cierta medida como una 

técnica verde, dado que el uso de disolventes orgánicos es 

extremadamente bajo (Płotka y cols., 2013). De hecho, la muestra se 

disuelve en una cantidad mínima de disolvente orgánico y, a 

continuación, se vaporiza en el interior del inyector a partir del cual es 

transportada a través de la columna capilar por el gas portador. 

En lo que respecta al análisis de estrógenos naturales, sintéticos y 

micoestrógenos, éstos se han analizado mediante GC en pocas ocasiones 

debido a su baja volatilidad (Hájková y cols., 2007; Soliman y cols., 

2004). Sin embargo, dado que su derivatización es factible, la 

versatilidad de la técnica para este fin se ha visto incrementada.  

Una de las reacciones de derivatización más comunes en GC y que 

es utilizada para el análisis de este grupo de analitos, es la la sililación, 

que se produce por sustitución de los hidrógenos activos de ácidos, 

alcoholes, tioles, aminas, amidas y cetonas y aldehídos enolizables por 

grupos trimetilsilil (TMS). (Azzouz y cols., 2011; Capriotti y cols., 2013). 

El derivado resultante se caracteriza por tener una menor polaridad, 

mayor volatilidad, mayor estabilidad térmica y, en última instancia, un 

patrón de fragmentación más claro que la molécula de origen (Pacáková 

y cols., 2009). 

Entre los reactivos de derivatización más comunes que conducen a 

la formación de TMS-derivados se encuentran el N-metil-N-

trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), trimetilyodosilano (TMIS) y el N-

O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA), que resultan 

particularmente eficaces en matrices agroalimentarias (Capriotti y cols., 

2013). En lo que respecta a los compuestos estudiados en la presente 

Tesis Doctoral, se ha demostrado que el BSTFA resulta más eficaz, 

asegurando una mejor selectividad y una mayor sensibilidad en GC-MS 

(Ding y Chiang, 2003). 

En la Figura I.13 se representa la reacción de sililación que tiene 

lugar entre un analito que contiene un grupo hidroxilo y el BSTFA. Con el 

objetivo de que la derivatización sea máxima, así como de evitar la 
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aparición de otros derivados intermedios que puedan interferir en su 

determinación, se añade a la mezcla de reacción trimetilclorosilano 

(TMCS), que actúa como catalizador (Azzouz y cols., 2011). 

 

Figura I.13. Reacción de sililación de un alcohol utilizando BSTFA. 

 

A pesar de que la derivatización de estrógenos naturales, 

sintéticos y micoestrógenos (y, en general, de cualquier otro analito) 

supone la introducción de una etapa adicional en la metodología analítica 

utilizada, su utilización mejora significativamente la volatilidad de dichos 

compuestos, permitiendo su adecuada determinación mediante GC. De 

hecho, la técnica se ha utilizado para su determinación en muestras 

biológicas (Biddle y cols., 2006; Blokland y cols., 2006; Caron y cols., 

2015; Choi y cols., 2002), medioambientales (González y cols., 2015; 

Kelly, 2000; Nakamura y cols., 2001; Pacáková y cols., 2009) y 

alimentarias (Capriotti y cols., 2013; Noppe y cols., 2008; Socas-

Rodríguez y cols., 2013a). En la Tabla I.2 se recogen ejemplos de 

artículos científicos publicados hasta la fecha para la determinación de 

compuestos con actividad estrogénica mediante GC en leche y derivados 

lácteos. 

Como se puede apreciar en la tabla, para lograr la máxima 

selectividad en la separación de compuestos estrogénicos se han 

empleado columnas que contienen una fase estacionaria apolar, del tipo 

5% difenil - 95% dimetil polisiloxano, ya que la presencia de grupos 

fenilo ofrece la posibilidad de que tengan lugar interacciones de van der 

Waals y de tipo - con los anillos aromáticos de los compuestos 

estrogénicos derivatizados (Dettmer-Wilde y Engewald, 2014). 

Como se puede apreciar en la tabla, para lograr la máxima 

selectividad en la separación de compuestos estrogénicos se han 

empleado columnas que contienen una fase estacionaria apolar, del tipo 

5% difenil - 95% dimetil polisiloxano, ya que la presencia de grupos 

fenilo ofrece la posibilidad de que tengan lugar interacciones de van der 

Waals y de tipo - con los anillos aromáticos de los compuestos 

estrogénicos derivatizados (Dettmer-Wilde y Engewald, 2014). 
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Tabla I.2. Ejemplos de artículos publicados sobre la determinación de estrógenos naturales, sintéticos 

y micoestrógenos mediante GC en leche y derivados lácteos.  

Analitos Muestra 
Tratamiento de 
muestra 

Columna Técnica de análisis Referencia 

E1, 17β-E2, 
17-E2, E3 

Leche de vaca, 
nata, 
mantequilla, 
yogur y queso 

Hidrólisis enzimática, 
SPE, LLE y HPLC 
semipreparativa 

DB-5MS 
(0,25 mm d.i. x 30 m) 

GC-MS (Q) Hartmann y cols., 1998 

DES, 17β-E2, 
HEX, -ZAL, β-

ZAL, -ZEL, β-

ZEL, ZEN 

Leche humana SPE 
Ultra 2 - SE-54 
(0,2 mm d.i. x 25 m) 

GC-MS (IT) Choi y cols., 2002 

E1, 17-E2, 

17β-E2 
Leche de vaca 

Hidrólisis enzimática, 
LLE y SPE 

ZB-5MS 
(0,25 mm d.i. x 30 m) 

GC-MS/MS (QqQ) Courant y cols., 2007 

E1, 17-E2, 

17β-E2 
Leche de vaca 

Hidrólisis enzimática, 
SPE, LLE y HPLC 
semipreparativa 

ZB-5MS 
(0,25 mm d.i. x 30 m) 

GC-MS/MS (QqQ) Courant y cols., 2008 

E1, 17β-E2, EE2 
Leche de vaca, 
de cabra y 
humana 

SPE 
DB-5MS 
(0,25 mm d.i. x 30 m) 

GC-MS (Q) Azzouz y cols., 2011 

E1, 17-E2, 

17β-E2, EE2, E3 
Mantequilla MWCNTs-MSPD 

DB-5MS 
(0,25 mm d.i. x 30 m) 

GC-MS (Q) Su y cols., 2011 

E1, 17-E2, 

17β-E2, EE2, E3 
Leche de vaca 

HF-SEBLLME asistida 
con microondas 

DB-5MS 
(0,25 mm d.i. x 30 m) 

GC-MS (Q) Xu y cols., 2013 
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Por otro lado, también se puede observar en la Tabla I.2 que en 

todos los casos se ha llevado a cabo el acoplamiento de la técnica con un 

detector de MS, haciendo uso de la ionización por impacto electrónico 

(EI) y de un analizador de tipo cuadrupolo simple (Q), triple cuadrupolo 

triple (QqQ) o trampa de iones (IT). 

 

I.3.2. Cromatografía de líquidos 

El desarrollo de la LC también se ha visto influenciado, sobre todo 

durante los últimos años, por las tendencias de la Química Verde, sobre 

todo en lo que respecta al consumo de disolventes. 

Entre estas tendencias se encuentran, entre otros: i) el empleo de 

fases estacionarias con grupos funcionales del tipo -CN, -NH2, -C8, etc. 

que requieren un mayor contenido de agua en la fase móvil, 

disminuyendo así el uso de disolventes orgánicos (De La Guardia y 

Garrigues, 2012); ii) la reducción del tiempo de análisis mediante el 

empleo de columnas cromatográficas más cortas, empaquetadas con 

fases estacionarias con un diámetro reducido de partícula, inferior a 3 µm 

(Veuthey y cols., 2006); y iii) el empleo de columnas cromatográficas con 

d.i. inferior a 300 µm, lo que genera una importante reducción del flujo 

de fase móvil de mL/min a nL/min o µL/min (Vissers, 1999). 

 

Tabla I.3. Clasificación de los tipos de LC (Agilent, library; Noga y cols., 2007). 

Denominación 
D.i. de la 
columna 

Flujo de fase móvil utilizado (valores 
más comunes entre paréntesis) 

Nano-LC 25-100 µm 100-500 nL/min 

Nano-LC/LC capilar 150 µm 300-500 nL/min 

LC capilar 300-500 µm 1-20 µL/min (4-12 µL/min) 

Micro-LC 1,0 mm 20-100 µL/min (50 µL/min) 

Narrow bore-LC 2,1 mm 0,1-0,5 mL/min (0,2 mL/min) 

LC 4,6 mm 0,2-2,0 mL/min (1 mL/min) 

LC semipreparativa 8-20 mm >2 mL/min 

 

La Tabla I.3 muestra una clasificación de los diferentes tipos de LC 

atendiendo al d.i. de la columna y al flujo de la fase móvil. Como se 

puede observar, en nano-LC tanto el d.i. de la columna, como el flujo son 

del orden de entre 60 y 5000 veces menores respecto a los de un sistema 

LC tradicional (Agilent, library; Noga y cols., 2007). 
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I.3.2.1. Nano-cromatografía líquida  

La nano-LC se ha desarrollado sobre los mismos principios de la 

cromatografía convencional, aunque todos los componentes del sistema, 

como las bombas, el inyector, la columna y los detectores se han 

reducido en sus dimensiones. 

En este tipo de cromatografía se utilizan columnas capilares de 

sílice fundida de d.i. entre 25 y 150 µm. Entre las columnas utilizadas 

destacan, por un lado, las denominadas “de tubo abierto” (open tubular), 

muy poco utilizadas, y, por otro, las columnas monolíticas y las 

empaquetadas (Pesek y Matyska, 2000).  

Las columnas monolíticas se obtienen mediante la polimerización 

in-situ de un monómero orgánico adecuado (Guiochon, 2007) o bien a 

partir de un proceso sol-gel dentro de la columna (Li y cols., 2004). En 

este último caso, se obtiene una columna a base de sílice. El monolito 

constituye una única estructura sólida con un reticulado con poros de 

pequeñas y grandes dimensiones. Por este motivo, la estructura es 

altamente porosa y muy permeable, pudiéndose emplear elevados flujos 

de fase móvil con bajas contrapresiones, lo que reduce 

considerablemente los tiempos de análisis. A pesar de que tienen 

evidentes ventajas por su porosidad, robustez y versatilidad, existen muy 

pocas columnas de este tipo disponibles comercialmente y la 

polimerización en el propio laboratorio requiere una gran experiencia y un 

elevado control de las condiciones experimentales para asegurar una 

reproducibilidad adecuada. 

En lo que a las columnas empaquetadas se refiere, éstas se 

rellenan con una fase estacionaria constituida por partículas, 

generalmente a base de sílice o de un material polimérico, de 

dimensiones entre 2-5 µm de diámetro de partícula (Angus y cols., 

2000). Según el mecanismo de separación que se persiga, la fase 

estacionaria puede funcionalizarse en su superficie, tal y como sucede en 

la LC convencional. En este sentido, se puede emplear sílice modificada 

con una cadena hidrocarbonada como C4, C8, C18, C30 o carbón grafitizado 

para conseguir un mecanismo de interacción de tipo hidrofóbico; sílice 

modificada con grupos fenilo para conseguir una interacción de tipo -; 

sílice modificada con grupos -CN para interacciones polares; o resinas de 

intercambio iónico, sílice modificada con grupos amino, amida, sílice o 

diol para conseguir interacciones hidrofílicas (HILIC).  

Hoy en día existe una gran variedad de columnas de nano-LC 

rellenas disponibles comercialmente (Nazario y cols., 2015). Sin 

embargo, su coste aún sigue siendo muy elevado. Para superar este 

inconveniente y, sobre todo, para posibilitar el relleno de las columnas 

con la fase estacionaria más apropiada para cada aplicación, diversos 
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laboratorios han optado por fabricar sus propias columnas desarrollando 

una metodología de empaquetamiento específica. En este sentido, se han 

propuesto diferentes técnicas de empaquetamiento para la preparación 

de columnas capilares, que principalmente son versiones ligeramente 

modificadas de las ya utilizadas para preparar columnas de LC 

convencional. Cabe destacar que la introducción de la fase estacionaria 

en la columna se ha llevado a cabo tanto por gravedad (Kimberly y cols, 

1998) como utilizando un gas (Crescentini y cols., 1988) o un líquido a 

alta presión (Broquaire, 1979; Linder, 1976), fluidos supercríticos (Malik 

y cols., 1993), mediante fuerza centrípeta (Fermier y Colón, 1998) o 

utilizando una diferencia de potencial para generar flujo electroosmótico 

(EOF) (Yan y cols., 1995). 

Hasta la fecha, el método de empaquetamiento más utilizado, ya 

sea por su facilidad operativa como por la disponibilidad de la 

instrumentación necesaria, ha sido el denominado método de slurry. En 

la presente Tesis Doctoral, este método ha sido utilizado para el 

empaquetamiento de columnas capilares para nano-LC y CEC siguiendo el 

procedimiento descrito por Fanali et al. (Fanali y cols., 2004; 2007). La 

Figura I.14 muestra un esquema del sistema empleado para llevar a cabo 

este tipo de empaquetamiento. El capilar de sílice fundida se conecta por 

un lado a un frit mecánico y, por el otro, a un depósito de acero de 1 mL 

en el que se coloca una suspensión o slurry de fase estacionaria en un 

disolvente apropiado, que generalmente es acetona. 
 

 
 

Figura I.14. Esquema del sistema utilizado para llevar a cabo el  

empaquetamiento de capilares mediante el método de slurry. 

 

La bomba de LC conectada al depósito bombea un disolvente 

orgánico, que suele ser metanol (MeOH), a través del mismo a una 

presión de unos 300-350 bar, con lo que se consigue introducir de 

manera gradual la suspensión en el capilar. Para conseguir un lecho de 
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fase estacionaria homogéneo, el capilar se coloca en el interior de un 

baño de ultrasonidos durante todo el proceso. El control en tiempo real 

de la fase de empaquetamiento se realiza mediante un microscopio 

óptico, como se puede observar en la Figura I.15. 

 

 
 

Figura I.15. Imagen del microscopio óptico del  

empaquetamiento de un capilar de nano-LC. 

 

Para mantener la fase estacionaria dentro del capilar, se procede a 

la fabricación de los frits que deben tener una alta resistencia mecánica, 

elevada permeabilidad y longitud corta. Es altamente deseable que la 

técnica de fabricación sea sencilla, rápida y perfectamente reproducible. 

Para ello, se han utilizado frits mecánicos, monolíticos, frits de sílice 

sinterizada, etc. (Xue y cols., 2015), cada uno de los cuales presenta sus 

correspondientes ventajas e inconvenientes. 

 

 
Figura I.16. Esquema del procedimiento  

de preparación de los frits de sílice sinterizada. 
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A pesar de que la preparación de los frits de sílice sinterizada tiene una 

reproducibilidad más baja respecto a otros métodos, la sencillez del 

procedimiento ha hecho que su empleo se haya extendido ampliamente. 

Para su preparación, una vez finalizada la etapa de empaquetamiento el 

capilar se lava con agua destilada a una presión de 300 bar y, 

sucesivamente, se coloca sobre un alambre calentado eléctricamente a 

700 C durante algunos segundos (Fanali y cols., 2004), tal como se 

muestra en la Figura I.16. 

 

I.3.2.1.1. Incremento de la sensibilidad en la nano-cromatografía 

líquida 

Aunque la nano-LC presenta grandes ventajas como la baja 

dilución cromatografía y la elevada eficacia, el pequeño volumen de 

inyección (menor de 100 nL) hace que, en general, la sensibilidad no 

supere a la alcanzada en la LC de alta eficacia (HPLC) convencional 

(Vissers, 1999). Además, en el caso de los detectores 

espectrofotométricos, la celda de detección está en la propia columna 

para minimizar la dispersión, con lo que el paso óptico coincide con el d.i. 

de la misma (≤ 100 µm). 

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad, se han propuesto 

diferentes soluciones: i) emplear celdas de detección más largas, con 

forma de “U” o de “Z” (Prüß y cols., 2003); ii) utilizar detectores más 

sensibles que el de UV-Vis como, por ejemplo, un espectrofluorímetro o 

un MS (Vissers, 1999) o iii) inyectar grandes volúmenes de muestra en 

condiciones de focalización (Héron y cols., 2000; Malcolm y cols., 1997; 

Vissers y cols. 1996). 

Es importante destacar que dado que la duración de la etapa de 

inyección depende del volumen de muestra inyectado, y éste depende a 

su vez del flujo de la fase móvil, para inyectar un volumen de 20 µL en 

una columna de 4,6 mm de d.i. a una velocidad de flujo de 1 mL/min se 

requieren sólo unos segundos, mientras que para inyectar unos cientos 

de nL en una columna capilar a un flujo de 200 nL/min, se requieren 

desde varias decenas de segundos hasta varios minutos. En este último 

caso, el plug de inyección, que teóricamente debería ser estrecho, se 

extiende durante el tiempo de inyección provocando una sobrecarga de la 

columna (Prüß y cols., 2003). Por este motivo, la inyección de grandes 

volúmenes puede empeorar la separación cromatográfica en términos de 

selectividad y eficacia, ya que la capacidad de carga de las columnas 

capilares es extremadamente reducida. 

Una posible solución a este último problema es hacer uso de la 

técnica de la focalización en línea (Héron y cols., 2000; Malcolm y cols., 

1997; Vissers y cols. 1996), que consiste en disolver la muestra en un 
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disolvente con una fuerza elutrópica más baja con respecto a la fase 

móvil inicial, de modo que, cuando la muestra es inyectada, los analitos 

quedan retenidos en la parte inicial de la columna. Finalizada la etapa de 

inyección, que puede ser de pocos segundos a algunos minutos, los 

analitos son eluidos por la fase móvil. La elección del disolvente de 

focalización depende de los analitos y, sobre todo, de la interacción que 

estos tengan con la fase estacionaria (Buonasera y cols., 2009; D'Orazio 

y Fanali, 2008) 

Esta técnica de focalización también se puede aplicar haciendo uso 

de una columna “trampa” que se coloca antes de la columna analítica, de 

forma similar a la denominada extracción en fase sólida (SPE) en línea 

(Asensio-Ramos y cols., 2011a). Sin embargo, se trata de una solución 

más compleja y costosa, ya que se debe disponer de un sistema de nano-

LC equipado con una micro-bomba y válvulas, siendo también necesario 

cambiar la columna trampa periódicamente con el consecuente gasto 

económico. 

 

I.3.2.1.2. Acoplamiento con la espectrometría de masas 

Los primeros intentos de acoplamiento de una técnica 

miniaturizada de LC con la MS se realizaron a finales de los años 70 y 

principios de los 80, gracias a los resultados obtenidos por Takeuchi y 

cols. (Takeuchi y cols., 1978) y Henion y Maylin (Henion y Maylin, 1980). 

En este último caso, los autores describieron la introducción directa de la 

salida de una columna de 500 µm de d.i. en un MS mediante una 

interfase que denominaron “interfase de introducción directa del líquido” 

(direct liquid introduction). A mitad de la década de los 80, Tsuda y cols. 

(1985) utilizaron esa misma interfase con una columna de 50 µm de d.i. 

empaquetada. Seis años más tarde, Caprioli y cols. (1986) desarrollaron 

la interfase de bombardeo por átomos rápidos en flujo continuo (CF-FAB) 

y a finales de los años 80, Moseyley y cols. (1989) la acoplaron a una 

columna de 50 µm de d.i. 

Sin embargo, la gran revolución en este campo fue, 

indudablemente, la construcción de las interfases de ionización a presión 

atmosférica (API). Entre ellas, las basadas en el fenómeno de ionización 

por electrospray (ESI) han predominado en todos los campos de 

aplicación por su alta compatibilidad con la nano-LC. En este sentido, 

basándose en los experimentos preliminares de Dole, Iribarne y Thomson 

(Dole y cols., 1968; Gieniec y cols., 1984; Iribarne y Thomson, 1979; 

Thomson y Iribarne, 1979), Fenn y sus colaboradores estudiaron la teoría 

del fenómeno del electrospray y desarrollaron la tecnología del mismo 

(Fenn y cols., 1990; Whitehouse y cols., 1985). El proceso que tiene 

lugar en la ESI consiste, no sólo en la nebulización de un líquido para 
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formar un aerosol de pequeñas gotas altamente cargadas, sino también 

en la ionización de los analitos. Este proceso se inicia mediante la 

aplicación de un potencial eléctrico de varios kV entre un capilar metálico 

por el que fluye el líquido y un electrodo conectado a tierra, que es el 

orificio de entrada al espectrómetro de masas. Cuando se aplica dicha 

diferencia de potencial, el menisco del líquido que sale del capilar se 

deforma, generando un cono que se conoce con el nombre de “cono de 

Taylor”. Posteriormente, la hipótesis teórica establece que: i) las 

pequeñas gotas abandonan el cono para generar sucesivos conos, hasta 

la formación de un gas de iones y ii) las gotas abandonan el cono y 

comienzan a evaporarse hasta que la carga superficial y la densidad de 

carga aumentan hasta un cierto límite, definido como “límite de 

Reyleigh”, tras el cual tienen lugar explosiones de Coulomb, formando 

finalmente un gas de iones. 

Para aumentar la eficacia de la ionización y, por tanto, la 

sensibilidad, se puede utilizar una interfase de bajo flujo, denominada 

interfase nano-ESI (Wilm y Mann, 1996). Esto, conjuntamente con la 

aplicación de bajos potenciales y con una mejor desolvatación de los 

iones en fase gaseosa, mejoran la eficacia del fenómeno de ionización 

(Gelpí, 2002). En este sentido, es importante tener en cuenta que se ha 

demostrado que la eficacia de la ionización en la ESI disminuye al 

aumentar el flujo en la interfase (Abian y cols., 1999; Oosterkamp y 

cols., 1998). 

Experimentalmente, la interfase nano-ESI propuesta por Abian y 

cols. (1999) y Davis y cols. (1995) consiste en unir la salida de la 

columna capilar (normalmente de 75 µm d.i. x 25 cm) a un capilar de 25 

µm de d.i. en forma de punta, denominado emisor-ESI (Andren y cols., 

1994), a través de una pieza de acero de volumen muerto cero. El 

dispositivo se dispone sobre un soporte con control de movimiento XYZ 

para ajustar la punta a pocos milímetros del orificio del espectrómetro. La 

ionización se genera por la aplicación de 2 kV a la unión de acero (Figura 

I.17), demostrándose que el acoplamiento de un sistema cromatográfico 

miniaturizado a través de una interfase nano-ESI resulta ser más sensible 

que un sistema LC-MS que utiliza una interfase ESI tradicional (Legido-

Quigley y cols., 2002). La Figura I.17 muestra un esquema de un sistema 

de nano-LC fabricado en el laboratorio acoplado a la MS a través de una 

interfase nano-ESI (Fanali y D’Orazio, 2006). Esta interfase ha sido 

utilizada en la presente Tesis Doctoral.  

Es importante destacar que en la bibliografía se han propuesto 

diferentes métodos para llevar a cabo el análisis de compuestos con 

actividad estrogénica mediante el acoplamiento de la MS con técnicas 

cromatográficas convencionales (HPLC y GC) en matrices tanto biológicas 
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(Choi y cols, 2002; Vanhaecke y cols., 2011), como medioambientales 

(Gorga y cols., 2014; Petrovic y cols., 2002; Tomšíková y cols., 2012) y 

alimentarias (Azzouz y cols., 2011; Socas-Rodríguez y cols., 2013a). Sin 

embargo, en lo que se refiere al uso de técnicas miniaturizadas, en el 

momento de la realización de esta Tesis Doctoral, sólo existía un trabajo 

en el que se separara y analizara un grupo de estrógenos (E1, E3, 17-E2, 

17-E2, EE2) mediante LC capilar acoplada a la MS en tándem (MS/MS) 

desarrollado por Kozlík y cols. (2011).  

 

 
Figura I.17. Esquema del sistema nano-LC-MS utilizando  

una interfase nano-ESI. 

 

I.3.3. Electroforesis capilar 

La CE permite llevar a cabo separaciones rápidas y con una alta 

eficacia de compuestos con o sin carga, dependiendo del modo de 

separación, a partir de un pequeño volumen de muestra. Para ello, se 

aplica una diferencia de potencial de hasta 30 kV en los extremos de un 

capilar de sílice fundida de 10-100 µm de d.i. en el que se introduce una 

disolución denominada electrolito de fondo (BGE) o electrolito de 

separación.  

La muestra se puede inyectar en el capilar por aplicación de una 

diferencia de potencial (inyección electrocinética), de presión o incluso 

mediante la aplicación de vacío en uno de los extremos del capilar 

(inyección hidrodinámica). Una vez inyectada la muestra, y debido a la 

influencia del campo eléctrico, las especies cargadas y no cargadas se 

mueven como resultado de la suma de su movilidad electroforética (µe), 
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de su tamaño y carga y de la movilidad del EOF (µEOF). Este último se 

puede modificar o incluso inhibir añadiendo determinados componentes al 

BGE o incluso modificando la superficie interna del capilar. 

Los modos de separación empleados en CE, se pueden clasificar 

en dos grupos (Buszewski y cols., 2013). El primero se basa únicamente 

en los principios de separación electroforéticos e incluye la electroforesis 

capilar en zona (CZE), la electroforesis capilar en gel (CGE), el 

isoelectroenfoque capilar (CIEF), la isotacoforesis capilar (CITP) y la 

electroforesis capilar en medio no acuoso (NACE). El segundo modo 

combina tanto los principios de separación electroforéticos como los 

cromatográficos, e incluye técnicas como la electrocromatografía capilar 

(CEC) y la cromatografía electrocinética (EKC) (de Boer y cols., 1999). 

Dentro de la EKC existen a su vez diferentes modalidades en función del 

tipo de fase pseudo-estacionaria (PSP) empleada, entre las que destaca 

la cromatografía electrocinética micelar (MEKC), que se describirá a 

continuación, dado que ha sido empleada en esta Tesis Doctoral. 

Es importante destacar que a pesar del hecho de que los 

compuestos con actividad estrogénica estudiados en esta Tesis Doctoral 

tengan un pKa superior a 7,5 (Tabla I.4) y, por lo tanto, sean neutros en 

un amplio rango pH, también han sido separados y cuantificados 

mediante CZE (Tabla I.5) utilizando tampones muy básicos. En particular 

se han analizado en aguas (Li y cols., 2013) en fluidos biológicos 

(Kuehnbaum y Britz-McKibbin, 2011) y harina (Arribas y cols., 2009), 

aunque no en leche y derivados.  

 

Tabla I.4. Algunas propiedades de los compuestos con  

actividad estrogénica analizados en la presente Tesis Doctoral 

Analitos Acrónimo Mw (g/mol) pKa
a) 

Estrona E1 270,4 10,25 

17-Estradiol 17-E2 272,4 10,27 

17β-Estradiol 17β-E2 272,4 10,27 

17-Ethinilestradiol EE2 296,4 10,24 

Estriol E3 288,4 10,25 

2-Methoxiestradiol 2-MeOE2 302,4 10,29 

Dienestrol DS 266,3 9,21 

-Zearalanol -ZAL 322,4 8,08b) 

-Zearalanol -ZAL 322,4 8,08b) 

-Zearalenol -ZEL 320,4 7,61b) 

-Zearalenol -ZEL 320,4 7,61b) 

Zearalenone ZEN 318,4 7,58b) 

a) Dato extraído de la base de datos SciFinder (Scifinder); b) correspondiente al pKa1. 
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Tabla I.5. Algunos ejemplos de trabajos publicados en la bibliografía sobre la 

determinación de estrógenos naturales, sintéticos y micoestrógenos mediante CE. 

Analitos Muestra 
Tratamiento  

de muestra 
BGE 

Técnica de 

análisis 
Referencia 

-ZEL, -

ZEL, ZEN 

Harina de 

maíz 
SFE 

25 mM tampón 

borato, pH 9,2 
CE-AD 

Arribas y 

cols., 2009  

E1, E2, , 

EE2, E3 
Orina - 

50 mM 

NH4HCO3, pH 

9,5 

CE-TOF/MS 

Kuehnbaum 

y Britz-

McKibbin, 

2011 

E1, 17β-

E2, E3 

Agua de 

río 
LLE (dietiléter) 

60 mM NaOH, 

pH 12,8 
CE-ECD 

Li y cols., 

2013 

 

El empleo de la CE ofrece, con respecto a la HPLC, numerosas 

ventajas entre las que destacan la reducción de los tiempos de análisis, 

las elevadas eficacias de las separaciones, el bajo consumo de 

disolventes y, sobre todo, de muestra (Koel y cols., 2006). Sin embargo, 

dado que la separación tiene lugar en un capilar, tal y como ocurre en 

nano-LC, existe una limitación clara en lo que a la sensibilidad se refiere 

debido al bajo volumen de inyección y al pequeño paso óptico. Para 

solventar este inconveniente, se han utilizado métodos de pre-

concentración en línea y fuera de línea, o bien sistemas de detección más 

sensibles, como la detección electroquímica (ED), la detección por 

fluorescencia inducida por láser (LIF) o la MS. 

En lo que respecta a las técnicas de pre-concentración en línea, 

éstas se pueden considerar como casos particulares de las técnicas de 

electromigración. Básicamente, se pueden distinguir dos técnicas 

claramente diferenciadas: el stacking y el sweeping. Ambas se basan en 

las diferencias de velocidad de los analitos en el seno del plug de 

inyección con respecto al BGE. En ambas técnicas, existen a su vez 

diferentes modos de preconcentración que a su vez dependen del tipo de 

inyección llevado a cabo (Breadmore, 2007).  

De todas ellas, la técnica de stacking más utilizada hasta la fecha, 

y también la empleada en la presente Tesis Doctoral, es el “stacking en 

modo normal” (NSM), también denominado frecuentemente como 

“preconcentración de muestra por amplificación de campo” (FASS), 

introducida por Mikkers y colaboradores en 2007 (Breadmore, 2007; 

Mikkers y cols., 1979). En este caso, la muestra se encuentra en un 

medio con una conductividad inferior a la del BGE y es inyectada 

hidrodinámicamente en el capilar. Al aplicar una diferencia de potencial, 
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el plug de muestra se ve sometido a un campo eléctrico más elevado que 

el del BGE, lo que hace que los analitos se muevan rápidamente hacia la 

interfase con el BGE, donde se acumulan y pre-concentran en bandas 

muy estrechas. 

 

I.3.3.2. Cromatografía electrocinética micelar 

En 1984, Terabe y cols. (1984) introdujeron una nueva modalidad 

de CE, denominada EKC, que se podía llevar a cabo con la misma 

instrumentación que la utilizada en la CZE. La técnica supuso un 

importante punto de inflexión en el desarrollo de la CE, dado que permitió 

separar una amplia variedad de compuestos neutros, algo que no podía 

realizarse mediante otros modos de CE desarrollados hasta esa fecha. 

Cuando al BGE se le adiciona un tensioactivo (aniónico, catiónico, 

zwitteriónico, no iónico o incluso mezclas de los anteriores) por encima 

de su concentración micelar crítica (CMC), se forman micelas que 

interaccionan con los analitos cargados y neutros. Las micelas se 

comportan como una especie de fase estacionaria y, de hecho se las 

denomina PSPs, siendo el mecanismo de reparto de los analitos entre el 

BGE y las propias micelas la base del principio de la separación. Fruto de 

todo lo anterior, la técnica recibió el nombre de EKC micelar (MEKC). Sin 

embargo, la EKC no sólo está limitada al uso de micelas, sino que 

también se pueden obtener PSPs utilizando, por ejemplo, 

microemulsiones (Altria, 2000) o dendrímeros (Peric y Kenndler, 2003), 

entre otros. 

En MEKC se suelen utilizar tensioactivos iónicos para la separación 

de analitos neutros, siendo el dodecilsulfato sódico (SDS, con una CMC de 

8 mM a 25 C) el tensioactivo aniónico más empleado (Nishi y Terabe, 

1996) para trabajar en modo normal, o el bromuro de cetiltrimetilamonio 

(CTAB) para trabajar en modo inverso, es decir, invirtiendo la dirección 

del EOF (Su y cols., 2009). 

Cuando el analito se encuentra en el interior del BGE, puede 

interaccionar con la micela de tres formas diferentes (de Boer y cols., 

1999): i) con la superficie de la misma mediante interacciones 

electroestáticas o fuerzas dipolo-dipolo; ii) con el centro de la micela 

mediante interacciones de tipo hidrofóbico o iii) comportándose como un 

co-tensioactivo, participando en la formación de la propia micela (Figura 

I.18). Estos mecanismos son dinámicos y están gobernados por el 

equilibrio de reparto de los analitos entre la PSP micelar y el BGE (Hancu 

y cols., 2013). 
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Figura I.18. Mecanismos de separación en MEKC utilizando micelas aniónicas. 

 

En lo que respecta al sistema de detección más empleado en 

MEKC, éste es, sin duda alguna, el espectrofotométrico por absorción UV-

Vis (Hancu y cols., 2013). Sin embargo, y a pesar de su amplía 

aplicabilidad a un bajo precio, la detección en el capilar y la absorción 

asociada al tensioactivo hacen que la sensibilidad de la técnica sea baja 

(Tomer, 2001). 

La Tabla I.6 recoge los trabajos publicados hasta la fecha sobre la 

separación de estrógenos naturales, sintéticos y micoestrógenos 

mediante MEKC (Bykova y Holland, 2008; Fogarty y cols., 2000; Gañán y 

cols., 2014; Harino y cols., 2001; Katayama y cols., 2003; Ji y cols., 

1995; Silva y cols, 2007; Sirén y cols., 2008; Tripodi, y cols., 2006) o 

mediante la cromatografía electrocinética de microemulsión (MEEKC) 

(Tripodi y cols, 2006). 

La técnica de pre-concentración en línea más utilizada en MEKC 

es, sin lugar a dudas, el sweeping. En este caso, los analitos neutros se 

disuelven en un medio idéntico al BGE pero sin micelas y se inyectan 

electrocinéticamente. Bajo la aplicación del campo eléctrico, las micelas 

del BGE se desplazan a través del plug de muestra, generando una 

acumulación de los analitos en el frente de las micelas que se mueven. 

Después de que la zona de muestra ha sido “barrida” por las micelas, 

tiene lugar la separación (Quirino y Terabe, 1999). A pesar del 

importante incremento de sensibilidad obtenido, el NSM ha alcanzado en 

ocasiones mejores resultados que el sweeping en MEKC, como 

demostraron Quirino y Terabe para la separación de ciertas moléculas 

neutras (Quirino y Terabe, 1997a; Quirino y Terabe, 1997b). 

 



 

Tabla I.6. Algunos ejemplos de trabajos publicados en la bibliografía sobre la determinación  

de estrógenos naturales, sintéticos y micoestrógenos mediante MEKC. 

Analitos Muestra 
Tratamiento de 

muestra 
BGE 

Técnica de 

análisis 
Referencia 

E1, E2,  E3 Orina 
Hidrólisis, LLE 

(diclorometano)  

5 mM borato, 5 mM fosfato, 

75 mM colato sódico a pH 

8,86 y 20% ACN 

MEKC-DAD Ji y cols., 1995  

E1, 17β-E2, E3, 

EE2 
Agua de río - 

20 mM tampón CAPS, 25 mM 

SDS; 15% ACN 
MEKC-DAD Fogarty y cols., 2000 

E1, 17-E2, EE2 Agua SPE (C18) 75 mM SDS, pH 7,0 MEKC-UV Harino y cols., 2001 

E1, E2, E3 Suero LLE (cloroformo) 

10 mM tampón borato-ácido 

fosfórico, pH 8 conteniendo 

50 mM sal sódica del ácido 

cólico 

MEKC-UV 
Katayama y cols., 

2003 

E1, E2, E3 Fármacos Extración (MeOH) 
Sistema de microemulsión 

AOT 
MEEKC-UV Tripodi y cols., 2006 

E1, 17β-E2, E3, 

EE2 
Orina LLE (diclorometano) 

20 mM SDS en 20 mM tampón 

tetraborato, pH 9,4 y 20% 

EtOH 

MEKC-DAD Silva y cols., 2007  

E1, 17-E2, EE2 
Plasma de 

pescado 

LLE (acetato de etilo), 

SPE (NR4
+) 

30 mM SDS, 13 mM 

hidroxipropil-β-CD, 

200 mM tampón fosfato, pH 

2,5 

MEKC-DAD 
Bykova y Holland, 

2008 

17β-E2 Orina, suero 

Orina: hidrólisis 

enzimática, SPE, 

evaporación y disolución 

Suero: desproteinización 

29,3 mM SDS y 1,1 mM 

taurocolato sódico en 20 mM 

acetato de amonio, pH 9,68 

PF-MEKC-

ESI-MS 
Sirén y cols., 2008 

E1, 17β-E2, EE2 

Leche fresca 

de cabra, leche 

de cabra 

preñada 

MSPD-MIP(E2) 
25 mM tampón borato, pH 

9,3, 10 mM SDS, 20% ACN 
MEKC-DAD Gañán y cols., 2014 

            3
8
 

                               In
tro

d
u
c
c
ió

n
 

  



 Introducción  39 

 
 

I.3.3.2.1. Acoplamiento con la espectrometría de masas 

El acoplamiento de la MS con las técnicas de electromigración no 

resulta sencillo. Debido al bajo flujo de trabajo (nL/min) y a la necesidad 

de mantener una elevada diferencia de potencial entre los extremos del 

capilar de separación y, por consiguiente, una alta corriente, el 

acoplamiento CE-MS se puede llevar a cabo sólo con ciertas interfases.  

Desde la publicación del primer trabajo de CE-MS en 1987 por 

Smith y su grupo (Nguyen y cols., 1987), se han desarrollado diferentes 

interfases construidas en el laboratorio, cuyas prestaciones y aplicaciones 

han sido demostradas en una gran variedad de trabajos (Klampfl, 2009; 

Schmitt-Kopplin y cols., 2003). 

Habitualmente el acoplamiento de la CE con la MS se consigue 

utilizando una ESI comercial con líquido adicional, por la posibilidad que 

ofrece para realizar análisis rutinarios. Esta interfase, desarrollada por 

Banks en 1995 (Banks Jr., 1995) es un tubo triple coaxial con toma de 

tierra (Bertsch y cols., 1996) (Figura I.19). El capilar es en realidad el 

tubo más interno que está rodeado coaxialmente por un capilar de acero 

por el que fluye el líquido adicional, que suele ser un disolvente orgánico 

o acuo-orgánico que contribuye al cierre del contacto eléctrico y favorece 

la ionización de los analitos. Por el tubo externo circula un gas inerte, 

normalmente nitrógeno, que se utiliza para asistir la nebulización en la 

fuente de ionización y crear así el correspondiente aerosol.  

 

 
Figura I.19. Dibujo de la ESI con líquido adicional e imagen fotográfica de la misma. 

 

Esta interfase presenta una serie de limitaciones debidas 

principalmente al elevado flujo de líquido adicional requerido (de 2 a 5 

µL/min) que contribuye a la dilución y a la mezcla de las bandas 

electroforéticas, provocando así una cierta pérdida de sensibilidad y 

resolución. A pesar de ello, ésta constituye la mejor solución comercial, 
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dada su alta robustez, buena repetibilidad, reproducibilidad y sencillez 

(Klampfl, 2009). 

En lo que respecta al acoplamiento MEKC-MS, los tensioactivos no 

volátiles utilizados normalmente, como el SDS, interfieren negativamente 

en el acoplamiento a través de una interfase ESI. Este tipo de aditivo 

puede provocar deposiciones y contaminaciones en la interfase y, sobre 

todo, una elevada supresión iónica (Yang y Lee, 1997).  

La estrategia más común en MEKC-MS para impedir que la PSP 

entre en la interfase y también para preconcentrar parcialmente a los 

analitos (Quirino y Haddad, 2009), es el empleo de la denominada 

técnica de llenado parcial (partial filling, PF) (Nelson y cols., 1996), que 

se basa en la menor movilidad aparente que muestra la PSP hacia la 

salida del capilar con respecto al EOF y a los analitos. La técnica se ha 

aplicado con éxito para el análisis de diferentes compuestos como 

esteroides, lactonas, fármacos, herbicidas (Somsen y cols., 2010) y, 

también, aunque en una sola ocasión, para la determinación del 

estrógeno natural 17-E2 en orina y suero (Tabla I.6) (Sirén y cols, 

2008). 

A pesar de que estos estudios han demostrado que el PF reduce la 

supresión iónica y aumenta la sensibilidad, su uso también plantea 

ciertas desventajas. Por un lado, la limitación del tiempo efectivo de 

análisis, que viene dado por la migración de las micelas hacia la interfase 

y, por otro, la necesidad de acondicionar el capilar entre análisis, 

contaminando en cierta medida la interfase. 

Otro modo de impedir que la PSP pueda contaminar la fuente de 

ionización es el empleo del método de migración inversa de micelas 

(reverse-migrating micelles, RMM) (Somsen y cols., 2010). En este caso, 

la pared del capilar se reviste con un polímero neutro capaz de reducir o 

incluso eliminar el EOF. De este modo, la PSP cargada negativamente se 

mantiene en el interior del capilar y sólo los analitos cargados 

positivamente, o aquellos neutros con una baja interacción con la micela 

cuando el EOF es bajo, salen del capilar y pueden ser analizados. Aunque 

este método resuelve el problema del tiempo de análisis, el problema de 

la contaminación en la etapa de acondicionamiento del capilar persiste, 

de ahí que sea una técnica muy poco utilizada. 

La mejor solución para el acoplamiento MEKC-MS rutinario es el 

empleo de una PSP que sea compatible con la interfase de ionización. 

Éste es el caso del uso de polímeros o compuestos semivolátiles (Somsen 

y cols., 2010). En el primer caso, se han empleado tensioactivos 

poliméricos de elevado peso molecular (cuya m/z no coincide con la de 

los analitos) y una CMC extremadamente baja (prácticamente cero), 

sobre todo en el campo de las separaciones quirales (Hou y cols., 2006; 
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2007). En el segundo caso, se han utilizado tensioactivos fluorados como 

el ácido perfluorooctanoico (PFOA, Figura I.20) o el ácido 

perfluorooctanosulfónico (PFOS), ambos semivolátiles y capaces de 

formar micelas en medios acuosos. 

 

 
 

Figura I.20. Estructura del tensioactivo PFOA. 

 

En particular, el PFOA ha proporciona resultados parecidos al SDS 

y garantiza una elevada compatibilidad con la MS (Ishihama y cols., 

2003). Hasta la fecha de realización de esta Tesis Doctoral, su uso sólo 

ha sido empleado para la separación mediante MEKC-MS de fármacos 

(Petersson y cols., 2003), plaguicidas, (Moreno-González y cols., 2012; 

Van-Biesen y Bottaro, 2006) y, recientemente, aminoácidos (Moreno-

González y cols., 2013). 

 

I.3.4. Electrocromatografía capilar 

La CEC es una técnica de separación híbrida entre la CE y la LC. 

Además, dado que se emplean columnas capilares de 50-100 µm de d.i., 

también es considerada una técnica de separación miniaturizada 

(D’Orazio y cols., 2016; Mistry y cols., 2002). 

A pesar de que la miniaturización es en sí una importante ventaja, 

la capacidad analítica de la técnica ha suscitado un interés adicional 

debido, por un lado, a su capacidad para separar simultáneamente 

especies cargadas y no cargadas y, por otro, a su elevada eficacia 

cromatográfica, por encima de la que normalmente se obtiene con la 

HPLC (Mistry y cols., 2002).  

En la CEC, el movimiento de los analitos y el transporte de la fase 

móvil ocurren, no sólo por el empuje neumático de una bomba como en 

la HPLC, sino también por el EOF generado en las paredes del capilar (si 

se utiliza un capilar de sílice fundida, similar a los utilizados en CE), en la 

superficie de las partículas de sílice en una columna empaquetada o en la 

red polimérica de una columna monolítica. De hecho, el EOF se genera 

debido, mayoritariamente, a la propia fase estacionaria produciendo un 

movimiento de la fase móvil del orden de varios cientos de nL/min (Keith 

y cols., 2001). 

Tal y como sucede en la CE, las moléculas cargadas se moverán 

en el seno de un campo eléctrico según sus movilidades electroforéticas 
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que se sumarán a la del EOF. Las moléculas neutras, en cambio, 

migrarán con el EOF pero estarán sometidas además a un mecanismo de 

reparto cromatográfico con la fase estacionaria. A pesar del componente 

electroforético de la técnica, las ecuaciones que cuantifican los aspectos 

termodinámicos de la separación cromatográfica, como el coeficiente de 

reparto, los factores de retención y selectividad, la resolución y la 

eficacia, etc., siguen siendo válidas en CEC. 

La instrumentación que se utiliza para llevar a cabo la CEC (Figura 

I.21) no es muy diferente a la de la CE, pero la primera incluye un 

sistema de alta presión de gas para la inyección y evitar así la formación 

de burbujas en la columna capilar, lo que ya está incluido en los 

instrumentos de CE actualmente comercializados.  

Uno de los principales problemas que plantea la CEC desde un 

punto de vista operacional, es la generación de burbujas en el interior del 

capilar, que se manifiesta con un importante aumento del ruido y con la 

interrupción de la corriente eléctrica y, por lo tanto, del EOF. La 

formación de las burbujas puede ser generada por efecto Joule pero, 

sobre todo, por la presencia de frits de sílice sinterizada en la columna 

capilar. Éstos no sólo generan una cierta heterogeneidad en la 

permeabilidad de la columna, sino también en el campo eléctrico, en el 

potencial zeta y, por tanto, en el EOF, lo que provoca la aparición de las 

burbujas (Pyell, 2000). 

Aunque desde hace ya un tiempo se están desarrollando columnas 

sin frits con fases estacionarias poliméricas (Guiochon, 2007) o de tipo 

sol-gel (Pyell, 2000), desde un punto de vista instrumental, la formación 

de burbujas se puede reducir significativamente controlando la 

temperatura de la columna mediante un sistema de termostatación, o 

bien aplicando una presión de un gas inerte en ambos extremos de la 

misma. 

Es importante señalar que dado que se emplean instrumentos de 

CE comerciales, la CEC sólo se puede llevar a cabo en régimen isocrático 

o en gradiente por pasos (interrumpiendo la separación y cambiando el 

vial de la fase móvil). Sin embargo, existen ciertas aplicaciones en las se 

han desarrollado separaciones en régimen de gradiente, cuando se han 

utilizado instrumentos no comerciales, fabricados en el propio laboratorio 

(Rimmer y cols., 2000). 
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Figura I.21. Esquema básico de un equipo de CEC con detección UV. 

 

I.3.4.3. Acoplamiento con la espectrometría de masas 

La baja sensibilidad de la CEC se ha tratado de solventar de forma 

análoga a la ya descrita para la nano-LC y la CE, es decir, a través del 

incremento del volumen de inyección, el empleo de técnicas de 

preconcentración en línea y/o fuera de línea, así como mediante el 

empleo de sistemas de detección más sensibles como la MS (Apffel y 

cols., 2000; Klampfl, 2004). 

Las interfases utilizadas para el acoplamiento CEC-MS deben 

garantizar el transporte de las bandas cromatográficas hasta la formación 

de la nebulización con la menor dispersión posible. Además, debe tenerse 

en cuenta la necesidad de cerrar el circuito eléctrico y, al mismo tiempo, 

mantener el electrospray y la corriente eléctrica constante durante el 

análisis, evitando la formación de burbujas. Por último, y no por ello 

menos importante, existe un inconveniente respecto a la distancia de 

separación entre los instrumentos empleados para el acoplamiento. 

Cualquier solución comercial requiere una distancia mínima de 50 cm 

entre el equipo de CE/CEC y el de MS, que para una separación en CEC, 

en la que las columnas más utilizadas suelen ser de 25-30 cm, se traduce 

en largos tiempos de análisis y en la necesidad de aplicar una diferencia 

de potencial demasiado elevada. 

El acoplamiento CEC-MS se puede llevar a cabo mediante tres 

tipos diferentes de interfases: i) con líquido adicional (sheath flow 

interface); ii) sin líquido adicional o iii) por unión líquida.  

En general, la interfase con flujo de líquido adicional es una 

solución comercial que se emplea para el acoplamiento CE-MS, como se 

ha descrito anteriormente. En el caso de la CEC-MS, ésta se utiliza sobre 
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todo cuando se emplean columnas largas y casi siempre en la modalidad 

presurizada (pCEC) (Desiderio y Fanali, 2000; Lord y cols., 1995; Lu y 

cols., 2008), aplicando presión a la entrada de la columna capilar. Sin 

embargo, tal y como ocurre en el acoplamiento CE-MS, el uso del líquido 

adicional hace que se produzca, no sólo una dilución de los analitos, sino 

también una mezcla parcial de las bandas cromatográficas. 

La interfase sin líquido adicional es un diseño no comercial en el 

que el extremo de salida de la columna se diseña en forma de punta, 

mediante el calentamiento y alargamiento del capilar. A continuación, se 

reviste de un material conductor, lo que permite el cierre del circuito 

eléctrico. Este capilar se integra luego en un sistema coaxial de gas 

(generalmente hexafluoruro de azufre) que ayuda a la formación del 

spray y evita el efecto de descarga. Este tipo de interfase permite un 

óptimo transporte de los analitos a través de la columna, evita su dilución 

y proporciona una elevada sensibilidad. Sin embargo, la inestabilidad de 

la corriente, sumada a la fragilidad de la punta metálica, la han 

convertido en una solución poco utilizada (Zamfir, 2007). 

Por su parte, la interfase de unión líquida representa una 

alternativa que combina los dos diseños anteriores. En este caso también 

se trata de una interfase no comercial que tiene su origen en la interfase 

nano-ESI, desarrollada para el acoplamiento CE-MS en 1996 por Wachs y 

cols. (1996). En este caso, el capilar de separación se une con un capilar 

en forma de punta (emisor-ESI) a través de una “T”, a la que se le aplica 

el voltaje de spray. En la tercera entrada de la “T” se introduce el líquido 

adicional, creando así la unión líquida.  

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se ha llevado a cabo 

el acoplamiento CEC-MS para el análisis de los compuestos con actividad 

estrogénica de interés a través de una interfase de unión líquida 

presurizada. Ya empleada anteriormente para CE-MS por Fanali y cols., 

(2006), la interfase está constituida por un bloque de polisulfona en el 

que existe un depósito donde se introduce el líquido adicional (la presión 

es controlada hidrostáticamente) y que también conecta la salida de la 

columna capilar con el capilar emisor-ESI, separados entre sí algunas 

decenas de micras (Figura I.22). El depósito está conectado a un 

electrodo al que se le aplica una diferencia de potencial de 1,8-2,0 kV. 

La interfase de unión líquida se coloca en un soporte-controlador 

de movimiento XYZ que permite situar el capilar emisor-ESI en la 

posición correcta, a pocos milímetros del orificio del espectrómetro de 

masas. En esta interfase, los analitos son trasportados hasta la unión 

líquida bajo la influencia del campo eléctrico y, sucesivamente, el líquido 

adicional impulsa las bandas cromatográficas al capilar emisor-ESI a un 

flujo parecido al del EOF.  
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Figura I.22. Esquema de un sistema CEC-MS con interfase de unión líquida. 

 

Este diseño permite un transporte adecuado de los analitos, y 

mantiene una elevada eficacia cromatográfica, al mismo tiempo que 

minimiza la dilución y, sobre todo, estabiliza la corriente de una forma 

eficaz, demostrando poca predisposición a la formación de burbujas. 

En general, la determinación de estrógenos naturales, sintéticos y 

micoestrógenos mediante CEC ha sido muy escasa y se ha limitado sólo a 

dos trabajos de Liu y cols. (2005a; 2005b), en los que analizaron DES, 

HEX, y DS en pescado utilizando pCEC con detección amperométrica. Por 

tanto, y hasta el desarrollo de esta Tesis Doctoral, no existían en la 

bibliografía trabajos en los que se analizaran otros estrógenos mediante 

CEC, ni tampoco ningún trabajo en el que se analizara este tipo de 

compuestos mediante CEC-MS. 

 

I.4. Métodos de extracción de compuestos con actividad 

estrogénica 

En lo que se refiere a estrógenos naturales, sintéticos y 

micoestrógenos, la matriz alimentaria más analizada por la posible 

presencia de estas sustancias es la leche y sus derivados (Sonja y cols. 

1998). Esta matriz contiene gran cantidad de proteínas y lípidos que son 

generalmente responsables de los procesos de adsorción sobre la fase 

estacionaria de las columnas cromatográficas, obstrucciones y supresión 
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iónica en el caso de utilizar detección mediante MS (Annesley, 2003). El 

pretratamiento de muestra más utilizado para este tipo de matrices 

implica, generalmente, llevar a cabo una desproteinización previa, bien 

sea por calentamiento, por adición de un ácido, una disolución tampón o 

un disolvente orgánico (Socas-Rodríguez y cols., 2013). Cuando se desea 

determinar la fracción conjugada de los estrógenos naturales, que 

pueden representar más del 85% del total de los estrógenos contenidos 

en la leche (Tso y Aga, 2010), la muestra se somete además a una 

hidrólisis enzimática mediante la adición de β-glucuronidasa/arilsulfatasa 

(Capriotti y cols, 2013). 

En el caso del análisis de matrices grasas, como mantequilla, nata, 

yogur o queso, habitualmente se requiere la introducción de una etapa 

adicional para eliminar los lípidos, que con frecuencia se lleva a cabo 

realizando una extracción con un disolvente apolar como el n-hexano 

(Socas-Rodríguez y cols., 2014). 

Los procedimientos clásicos de tratamiento de muestra son a 

menudo largos y laboriosos, requiriendo grandes cantidades de reactivos 

y disolventes. Por ello, en los últimos años, se ha introducido el concepto 

de procedimientos analíticos sostenibles (SAP), con la idea de desarrollar 

la preparación de muestra con un enfoque más sostenible, reduciendo el 

impacto ambiental, y en base a los siguientes principios (Płotka y cols., 

2013): 

1) Disminución y o eliminación de la cantidad de reactivos utilizados.  

2) Reducción de las dimensiones del procedimiento de preparación de 

muestra. 

3) Reciclaje de los disolventes y fases adsorbentes. 

4) Empleo de disolventes verdes, como líquidos iónicos, fluidos 

supercríticos, fluidos presurizados (Richter y cols., 1996), etc.  

5) Utilización de microondas o ultrasonidos para conseguir procesos 

de extracción más eficaces. 

6) Facilidad de automatización. 

En este contexto, la preparación de la muestra está focalizada 

hacia la miniaturización de los procesos de extracción (Koel y Kaljurand, 

2006) y hacia el estudio de nuevas fases estacionarias para su uso en 

SPE. En este último caso, la investigación se ha centrado principalmente 

en el desarrollo de nuevos materiales adsorbentes que posean un elevado 

rango de interacción (mayor capacidad de carga), como los nano-

materiales a base de carbono o nano-partículas magnéticas; o bien que 

generen una interacción altamente específica, como los adsorbentes 

inmunoselectivos o los polímeros de impresión molecular (MIPs). Con 

este tipo de adsorbentes se consigue una retención específica, 
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contribuyendo a la simplificación y reducción del tiempo de optimización 

de la etapa de limpieza (Płotka-Wasylkaa y cols., 2016). 

 

I.4.1. Microextracción en fase líquida 

El desarrollo de la microextracción en fase sólida (SPME) en 1989 

por Belardi y Pawliszyn (1989) supuso un punto de inflexión importante 

en el desarrollo del pretratamiento de muestra, ya que abrió el campo de 

la investigación a la miniaturización. 

Siguiendo esta tendencia, y a partir de la extracción líquido-líquido 

(LLE), caracterizada clásicamente por el empleo de grandes volúmenes 

de disolventes orgánicos (con su consecuente toxicidad) y procedimientos 

largos y tediosos, surgió su versión miniaturizada conocida como 

microextracción en fase líquida (LPME) (Psillakis y Kalogerakis 2003). La 

miniaturización de la LLE se basa en dos principios: i) la reducción 

notable de los volúmenes de la fase aceptora, normalmente un disolvente 

orgánico, y de la fase dadora, que es la muestra real en la que se 

encuentran disueltos los analitos; y ii) la inmiscibilidad de las dos fases 

en el proceso de extracción (Psillakis y Kalogerakis, 2003). 

La LPME se ha llevado a cabo en diferentes modalidades de 

extracción, que se pueden clasificar en tres categorías principales: 

microextracción en gota (SDME), LPME en fibra hueca (HF-LPME) y 

microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME) (Asensio-Ramos y 

cols., 2011b). 

 

I.4.1.1. Microextracción en gota 

En 1996 Jeannot y Cantwell desarrollaron este procedimiento, 

utilizando como fase aceptora una gota de un disolvente inmiscible con la 

fase dadora acuosa como, por ejemplo, tolueno, n-hexano, ciclohexano, 

xilano o un líquido iónico (Jeannot y Cantwell, 1996). La gota, que cuelga 

de la aguja de una jeringa, se introduce en la muestra acuosa que 

contiene los analitos sometida a constante agitación. Transcurrido un 

cierto tiempo de extracción, la jeringa se retrae, pudiendo inyectar la 

gota directamente en el sistema cromatográfico, o bien evaporarla y 

reconstituirla en otro disolvente más adecuado. 

Hasta la fecha, se han desarrollado diferentes modalidades de 

SDME para aumentar la eficacia de extracción, reducir las interferencias y 

permitir, sobre todo, una mejor limpieza (clean-up) de las matrices 

(Asensio-Ramos y cols., 2011b; Pena-Pereira y cols., 2010). En este 

sentido, la SDME se puede llevar a cabo en dos o tres fases. En los 

procedimientos en dos fases, la extracción tiene lugar entre la gota de 

disolvente y la muestra, pudiendo distinguirse la SDME con la gota 

inmersa en el interior de la muestra (DI-SDME), con la gota flotante no 
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soportada por la jeringa (DS-DME) (Yangcheng y cols., 2006), con la gota 

sumergida en un volumen muy pequeño (gota) de muestra (DDME) (Hui-

Fen y cols., 2006) y en el seno de un flujo continuo (CF-SDME) (Liu y 

Lee, 2000). Por el contrario, en los procedimientos en tres fases, los 

analitos son extraídos en la gota a través de un disolvente que se 

encuentra en la fase dadora, pudiendo distinguirse la microextracción 

líquido-líquido-líquido (LLLME) y la SDME en espacio en cabeza (HS-

DSME), ésta última empleada cuando los analitos son volátiles o 

semivolátiles (Theis y cols., 2001; Tankeviciute y cols. 2001). La Figura 

I.23 muestra las diferentes modalidades operacionales de la SDME. 

 

 

Figura I.23. Modalidades operacionales de la SDME. 

 

La SDME se caracteriza por proporcionar un elevado factor de 

enriquecimiento debido a la elevada reducción del volumen de la fase 

aceptora, simplicidad de la instrumentación empleada, bajo coste y bajo 

impacto medioambiental. Sin embargo, el principal inconveniente de esta 

técnica es la variación de volumen e inestabilidad de la gota durante el 

proceso de extracción, que tiene una gran influencia en la repetibilidad de 

la extracción. Para solucionar parcialmente este problema, se puede 

utilizar un estándar interno (Romero y cols., 2007) y, cuando sea posible, 

emplear un disolvente con baja presión de vapor, como por ejemplo un 

líquido iónico (Vidal y cols., 2007). 
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I.4.1.2. Microextracción en fase líquida con fibra hueca 

A finales de los años 90, Pedersen-Bjergaard y Rasmussen (1990) 

desarrollaron una nueva técnica microextractiva integrando las bases del 

funcionamiento de una membrana líquida soportada (SLM) con la LPME, 

utilizando una membrana hueca de polipropileno sujeta al extremo de la 

aguja de una jeringa. La definieron como LPME en fibra hueca (HF-LPME) 

(Pedersen-Bjergaard y Rasmussen, 1999; Rasmussen y cols., 2000) y de 

modo similar a la SDME, puede llevarse a cabo en dos o tres fases. La 

Figura I. 24 muestra las distintas modalidades operacionales de la HF-

LPME. 

En la HF-LPME en dos fases, el lumen y los poros de la fibra 

contienen la misma fase extractora, normalmente un disolvente orgánico 

inmiscible en la fase dadora como, por ejemplo, hexiléter, dihexiléter, 

dietiléter, cloroformo, octano, n-octanol o tolueno. El extremo de la fibra 

puede quedar abierto (Shen y Lee, 2002; Asensio-Ramos y cols, 2012) o 

bien puede sellarse mediante calor (King y cols., 2002). Cuando la fibra 

se introduce en la fase dadora, se establece un equilibrio de reparto entre 

ambas fases. En este caso, la eficacia de la extracción está garantizada 

para aquellos compuestos hidrofóbicos (Ho y cols., 2002). Este proceso 

de extracción se considera una evolución de la SDME, ya que la fase 

extractora se encuentra protegida por la fibra, lo que solventa la 

inestabilidad y, por tanto, la pérdida de la gota (Psillakis y Kalogerakis, 

2003). El disolvente orgánico recuperado del lumen de la fibra mediante 

la retracción de la jeringa puede inyectarse directamente en los sistemas 

cromatográficos, o bien puede ser evaporado y reconstituido en el 

disolvente más compatible con la técnica de separación utilizada. 

En lo que respecta a la HF-LPME en tres fases, la fibra se 

impregna con un disolvente orgánico inmiscible con la fase dadora y el 

lumen se rellena con una segunda fase acuosa. Esta modalidad también 

se conoce como microextracción líquido-líquido-líquido en fibra hueca 

(HF-LLLME). La fase orgánica contenida en los poros de la fibra actúa 

como una barrera, impidiendo la miscibilidad entre ambas fases acuosas, 

la dadora y la aceptora. Esta modalidad se caracteriza por una 

distribución combinada de los analitos basada en dos equilibrios de 

reparto: los existentes entre la fase orgánica y la fase dadora, y entre la 

fase aceptora y la fase orgánica. El éxito de este tipo de extracción se 

consigue variando adecuadamente la composición de las fases dadora y 

aceptora para favorecer el paso de una fase a otra de los analitos a 

través del disolvente orgánico, por ejemplo, mediante cambios de pH 

(Pedersen-Bjergaard y Rasmussen, 1999) o utilizando agentes de 

complejación denominados carriers (Zhao y cols., 2002). Una vez 
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finalizada la extracción, la fase aceptora acuosa puede inyectarse 

directamente en un equipo de HPLC o CE. 

 

 
 

Figura I.24. Modalidades operacionales de la HF-LPME. 

 

En general, la forma alargada de la fibra proporciona un aumento 

de la superficie de disolvente con respecto a la superficie de la gota en la 

SDME, aumentando así la capacidad de la extracción. Además, las 

pequeñas dimensiones de los poros (200-600 nm) permiten obtener 

extractos más limpios al actuar el poro como un tamiz molecular, lo que 

es una clara ventaja cuando se extraen matrices complejas. 

Tal y como muestra la Tabla I.7, hasta el desarrollo de esta Tesis 

Doctoral, la HF-LPME se ha aplicado a la extracción de estrógenos 

naturales, sintéticos y micoestrógenos, fundamentalmente de matrices 

acuosas (sobre todo los estrógenos naturales), pero también se ha 

aplicado al análisis de muestras de leche, aunque en pocas ocasiones 

(Feng y cols., 2016; Liu y cols., 2010; Socas-Rodríguez y cols., 2013b; 

Xu y cols., 2013; Yang y cols., 2012), y sólo en una ocasión al análisis de 

derivados lácteos como el yogur y el queso (Socas-Rodríguez y cols., 

2014a). Además, no existen trabajos en la bibliografía que describan la 

extracción de micotoxinas de la familia de la ZEN de leche y sus 

derivados. 
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I.4.1.3. Microextracción líquido-líquido dispersiva 

En 2006, Rezaee y Assadi introdujeron esta nueva técnica de 

microextracción, basada también en los principios de la LLE (Rezaee y 

cols., 2006). La DLLME consiste en un sistema trifásico constituido por 

una fase dadora que contiene los analitos, un disolvente orgánico 

inmiscible con la fase acuosa (disolvente de extracción) y un disolvente 

orgánico miscible con la fase acuosa (disolvente dispersor). El 

procedimiento consta de dos etapas. En la primera de ellas, una mezcla 

compuesta por unos pocos microlitros del disolvente de extracción en 

algunos cientos de microlitros de disolvente dispersor se inyectan 

rápidamente en la fase dadora contenida en un tubo cónico, creando así 

una dispersión. En la segunda etapa, la mezcla se centrifuga y el 

disolvente de extracción, que contiene los analitos, se recupera con 

ayuda de una jeringa, pudiendo inyectarse directamente en el sistema 

cromatográfico, o bien ser evaporado y reconstituido en un disolvente 

diferente. La gran ventaja de esta técnica de extracción es su rapidez, 

debido a que la gran superficie de contacto entre el disolvente extractor y 

la fase dadora provoca que el equilibrio se alcance de inmediato. 

La naturaleza del disolvente de extracción establece las diferentes 

modalidades operacionales de la DLLME. Así, si se emplean disolventes 

clorados, como clorobenzeno, diclorometano, tetracloruro de carbono, 

tetracloroetano o líquidos iónicos (Rezaee y cols., 2010), que poseen una 

densidad mayor que la del agua, la gota se recuperará en el fondo del 

tubo. Por el contrario, cuando se emplean disolventes con una densidad 

menor que aquella de la fase dadora como, por ejemplo, n-hexano o 

alcoholes de cadena larga como 1-octanol, 1-decanol, 1-undecanol, 1-

dodecanol, 2-decanol, etc., la gota se recuperará en la superficie de la 

disolución, en lo que se conoce como DLLME con gota flotante (FO-

DLLME) (Saraji y Boroujeni, 2014). En este último caso, la 

reproducibilidad del procedimiento puede ser baja; sin embargo, teniendo 

en cuenta el bajo punto de fusión que suelen tener estos disolventes de 

extracción, la gota se puede solidificar disminuyendo la temperatura y 

recuperarla en estado sólido. Esta modalidad se denomina DLLME con 

gota flotante sólida (SFO-DLLME) (Khalili-Zanjani y cols., 2007; Khalili-

Zanjani y cols., 2008; Rezaee y cols., 2010) (Figura I.25). 

La elección de los disolventes de extracción y de dispersión, su 

solubilidad en la fase acuosa, su volumen, el tiempo de extracción, el 

método de dispersión (con agitación mecánica, ultrasonidos (Jia y cols., 

2010) o microondas (Gao y cols., 2010)) y el tiempo de centrifugación, 

son algunos de los parámetros que afectan a la repetibilidad de la 

metodología, al factor de enriquecimiento obtenido y a la recuperación de 

los analitos.  



 

Tabla I.7. Aplicaciones de la HF-LPME al análisis de estrógenos naturales, sintéticos y micoestrógenos. 

Analitos Matriz 
Tratamiento 
de muestra 

Tipo de fibra Modalidad 
Disolvente 
de 
extracción 

Disolvente 
de 
desorción 

Técnica 
de 
análisis 

Referencia 

17β-E2 

Disolución 
patrón 
(10/90 v/v 
MeOH/H2O) 

- 

Polietileno 
modificado 
por GMA y 
anti-ES 
anticuerpo 

ES-IA fibra - - ES-ELISA 
Nishiyama 
y cols., 
2002 

E1, 17β-
E2, EE2, 
DES 

Agua 
potable 

- 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
1,2 cm, 
recubierta 
por DHPMM 

PC-HF-LPME CH2Cl2 - GC-MS 
Basheer y 
cols., 2005 

DES, DS, 
HEX 

Agua 
residual 

- 

- (500 µm x 
300 µm x 
0,2 µm) x 
4,5 cm 

HF-LPME 1-octanol - HPLC-UV 
Liu y cols., 
2008 

DES, DS, 

HEX 
Leche 

Desproteini-
zación: HCl 
y ACN, 
filtración y 

secado. 
Disolución 
en 5 mL 
MeOH 

Polipropileno 
(150 µm x 
330 µm x 
0,47 µm ) x 

5 cm - 
copolímero 
con molde 
de DES 

MIP-HFT - 

MeOH/ácido 
acético 
(99:1, v/v) 
y 
MeOH/ácido 
acético 
(9:1, v/v) 

HPLC-UV 
Liu y cols., 

2010 

E1, 17β-
E2, EE2 

Hígado de 
pez cebra 

Homogeniza
-ción, HCl, 
ultrasonidos 
y agitación 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
1,2 cm 

HF-LPME Tolueno - GC-MS 
Kanimozhi 
y cols., 
2012 
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DES Leche 

MeOH y 
tampón 
Na2HPO4-
ácido cítrico 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
0,6 cm y 
MWCNTs por 
reacción sol-
gel 

CNTs-HF-
SPME 

1-octanol MeOH 
HPLC-
DAD 

Yang y 
cols., 2012 

E1, 17β-
E2, EE2 

Cultivo 
celular de 
Saccharomy
ces 
cerevisiae 

Digestión 
enzimática 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
0,8 cm 

HF-LPME 

Tolueno/ 
CH2Cl2 
(50:50, 
v:v) 

- GC-MS 
Kim y cols., 
2012 

E1, 17β-
E2, E3, 
EE2, DES 
DS 

Sedimentos 
y pescado 

Sedimento: 
homogenizac
ión, 

extracción 
(MeOH), 
evaporación, 
reconstitució
n (agua Milli 
Q). 
Pescado: 
congelación 
y filtración  

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
3,5 cm 

HF-LLLME 

Tolueno/ 
1-octanol, 
(7:3, v/v) 
Fase 
aceptora: 
0,15 M 
NaOH, 
0,015 M 
β-CD 

- HPLC-UV) 
Chen y 
cols., 2013 

E1, 17-

E2, 17β-
E2, E3, 
EE2, 
DES, DS 

Leche 
Dilución 
(agua Milli-
Q) 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
1,2 cm 

HF-SEBLLME 1-octanol 
HFBA/ACN, 
(1:5, v/v) 
(360 µL) 

GC-MS 
Xu y cols., 
2013 

 

(Continúa en la página siguiente)
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Tabla I.7. (Continuación) 

 

Analitos Matriz 
Tratamien-
to de 
muestra 

Tipo de 
fibra 

Modalidad 
Disolven-te 
de extrac-
ción 

Disolven
te de 
desor-
ción 

Técnica 
de 
análisis 

Referencia 

E1, 17-

E2, 17β-
E2, E3, 
EE2, 
DES, DS, 
HEX, 2-
OHE2 

Leche 

Desproteiniz
ación (ácido 
acético, 
ACN) 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
2,0 cm 

HF-LPME 1-octanol ACN 
HPLC-
DAD/FD 

Socas-
Rodríguez y 
cols., 
2013b. 

E1, 17-

E2, 17β-
E2, E3, 
EE2, 
DES, DS, 
HEX, 2-
OHE2 

Leche, 
queso, 
yogurt 

Desproteiniz
ación (ácido 
acético, 
ACN), 
eliminación 
de la grasa 
(n-hexano) 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 
0,2 µm) x 
2,0 cm 

HF-LPME 1-octanol ACN 
HPLC-
DAD/FD 

Socas-
Rodríguez y 
cols., 2014 

E1, EE2, 
DES, 
HEX 

Leche 
Dilución 
(agua Milli-
Q) 

PVDF-HF 
(700 x 500 x 
0,1 µm) x 
1,0 cm 

HFPIL- 
cápsula-SPME 

- ACN HPLC-UV 
Feng y 
cols., 2016. 

17β-E2, 
E3, EE2 

Agua de río, 
de lago y 

grifo 

- 

Accurel Q3/2 
(600 µm x 
200 µm x 

0,2 µm) x 
2,7 cm 

DLLME-
HFCEP 

DLLME: 1-
decanol 
(extractor), 

EtOH 
(dispersor) 

ACN 
HPLC-
DAD 

Wang y 
cols., 2016 
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Tabla I.8. Algunas aplicaciones de la DLLME al análisis de estrógenos naturales, sintéticos y micoestrógenos. 

 

Analitos Matriz 
Tratamiento 
de muestra 

Modalidad 
Disolvente de 
extracción 

Disolvente 
dispersor 

Técnica 
de 
análisis 

Referencia 

E1, 17β-E2, 
E3, EE2  

Agua de río y 
de grifo 

- SFO-DLLME 
1-undecanol  
(10 µL) 

MeOH  
(200 µL) 

UPLC-DAD 
Chang y Huang, 
2010 

E1, 17β-E2, 
E3, DES 

Agua de río y 
de grifo 

- DLLME 
CCl4  
(80 µL)  

Acetona  
(1,25 mL) 

HPLC-UV 
Hadjmohammadi 
y Ghoreishi, 
2011 

E1, 17β-E2, 
E3, EE2, DES 

Agua de río, 
de mar y 
residual 

- IL-DLLME 
[C6MIM][PF6]  
(20 µL) 

Acetona  
(1 mL) 

HPLC-
DAD/FD 

Wu y cols., 
2012a  

ZEN Cerveza 

Desgasificación 
(30 min), 
filtración (0,45 
µm) 

DLLME 
CHCl3  
(75 µL) 

ACN  
(0,25 mL) 

HPLC-FD 
Wu y cols., 
2012b 

17β-E2, EE2 
Agua de río y 
agua de grifo 

- DLLME 
Clorobenceno 
(200 µL) 

Acetona  
(2 mL) 

HPLC-FD 
Lima y cols., 
2013  

ZEN Cardo QuEChERS DLLME 
CHCl3  
(620 µL) 

ACN  
(0,95 mL) 

UHPLC-
MS/MS 

Arroyo-
Manzanares y 
cols., 2013 

17-E2, 17β-

E2, E3, EE2, 
DES, DS, 
HEX, ZEN 

Agua mineral 
y residual 

- IL-DLLME 
[PPIm][PF6] 
(60 mg) 

ACN  
(0,5 mL) 

HPLC-
DAD/FD 

Socas-
Rodríguez, cols., 

2014b 

17-E2, EE2 
Agua residual 
y superficial 

- DLLME 
Clorobenceno  
(200 μL) 

Acetona  
(2 mL) 

ELISA 
Lima y cols., 
2014  

17-E2 
Agua de lago, 
agua potable 

- 
ILFOF-IL-
DLLME 

[C6MIM][BF4] 
NH4PF6, NaCl  
(60 μL) 

- HPLC-FD 
Zhang y cols., 
2014  
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Figura I.25. Etapas y modalidades de la DLLME. 

 

La DLLME es una técnica que se caracteriza por permitir alcanzar 

elevados factores de enriquecimiento, por su bajo coste, sencillez 

operativa y bajo impacto ambiental debido al empleo de pequeños 

volúmenes de disolventes orgánicos, lo que la convierte en una 

metodología microextractiva muy utilizada (quizás la más utilizada de las 

anteriores) y, sobre todo, sostenible. 

Tal y como muestra la Tabla I.8, los compuestos con actividad 

estrogénica estudiados en esta Tesis Doctoral han sido extraídos de 

matrices acuosas y sólo en dos ocasiones de matrices alimentarias 

(Arroyo-Manzanares y cols., 2013; Wu y cols., 2012), en casi todos los 

casos, haciendo uso de la LC. Sin embargo, la técnica no ha sido aplicada 

a la extracción de leche y/o derivados lácteos.  

 

I.4.2. Extracción en fase sólida con polímeros de impronta 

molecular 

La SPE es probablemente la técnica más ampliamente utilizada 

para la extracción y preconcentración de los analitos de matrices o 

extractos acuosos, de ahí que también sea una de las técnicas que ha 

experimentado un mayor desarrollo. De hecho, con la intención de 

desarrollar metodologías de extracción más eficaces y selectivas, y de 

simplificar el procedimiento, se han implementado interesantes 

modificaciones, así como el uso de nuevos materiales adsorbentes. 

En el primer caso, los procedimientos de SPE tradicionales se han 

sustituido en muchas ocasiones por su modalidad dispersiva (dSPE), ya 

que al no llevarse a cabo en columnas, cartuchos o discos, sino en el 

seno de la propia disolución, es más sencilla, rápida y menos tediosa que 

la SPE clásica (Socas-Rodríguez, 2015). 
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A pesar de los buenos resultados obtenidos, el mayor desarrollo 

de la técnica ha tenido lugar en lo que respecta al empleo de nuevos 

materiales adsorbentes. Éste es el caso de los nanotubos de carbono 

(CNTs) (Herrera-Herrera y cols., 2012), MIPs, materiales de acceso 

restringido, adsorbentes de inmunoafinidad y nanopartículas con o sin 

carácter magnético (Płotka-Wasylkaa y cols., 2016). 

En el caso particular de los adsorbentes de inmunoafinidad, de los 

materiales de acceso restringido o los MIPs, se trata de adsorbentes 

altamente selectivos que se basan en un reconocimiento molecular, 

similar al que existe en los sistemas biológicos. De todos ellos, el uso de 

los MIPs ha experimentado un importante crecimiento en los últimos años 

hasta el punto de que en la actualidad se comercializa una amplia 

variedad de ellos para su aplicación en SPE, aunque no tanto como sería 

deseable. Sin embargo, también existen muchos ejemplos de síntesis en 

el propio laboratorio (Haupt, 2012). 

En la MIP-SPE, empleada por primera vez en 1972 (Wulff y 

Sarhan, 1972), la fase adsorbente es una matriz polimérica que contiene 

cavidades con la forma de los grupos funcionales del analito de interés, 

también denominado “molécula diana”, creando una interacción 

fuertemente específica. Su fabricación es relativamente sencilla y de bajo 

coste, sobre todo cuando se compara con la síntesis de los materiales de 

inmunoafinidad. Para ello, se lleva a cabo una reticulación polimérica 

inducida por reacciones radicalarias de un monómero enlazado a la 

molécula molde (normalmente el analito a extraer o similar) y un agente 

entrecruzante en presencia de un disolvente porógeno. Tras una intensa 

etapa de lavado, la molécula molde es eliminada, dejando cavidades 

complementarias en tamaño, forma y posición de sus grupos funcionales 

(Figura I.26). 

 

 
Figura I.26. Esquema del proceso de síntesis de un MIP. 

 

La MIP-SPE se ha aplicado ampliamente a la extracción de una 

gran variedad de familias de compuestos de diferentes matrices (Pichon y 
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Chapuis-Hugon, 2008). En los pocos trabajos existentes en la bibliografía 

sobre la extracción de estrógenos naturales, sintéticos y micoestrógenos, 

se utilizan MIPs obtenidos utilizando el 17β-E2 o la ZEN como moléculas 

molde (Urraca y cols., 2006; Lucci y cols., 2010). 

Tal y como se puede apreciar en la Tabla I.9, la mayoría de los 

trabajos publicados en la bibliografía se han enfocado al análisis de 

muestras de agua y de leche, aunque siempre analizando un número 

bastante limitado de estos compuestos. Hasta la realización de esta Tesis 

Doctoral, no existe ningún trabajo en el que se extraigan 

simultáneamente estos tres grupos de compuestos mediante MIP-SPE.  



 

 
 

Tabla I.9. Algunas aplicaciones de los MIP en SPE, SPME y MSPD al análisis de estrógenos naturales, sintéticos y micoestrógenos. 

 

Analitos Matriz Procedimiento 

Molécula molde o 

cartucho comercial 

utilizado 

Técnica de análisis Referencia 

E1, 17-E2, 

17β-E2, E3, 

DES 

Agua de 

lago 
MIP-SPE 

MIP (17β-E2) 

MIP (DES) 
HPLC-UV Meng y cols., 2005  

-ZEL, ZEN Cereales MIP-SPE MIP (ZEN) HPLC-FD Urraca y cols., 2006  

E1, E2, DES 

Agua de 

lago, río y 

grifo 

MIP-SPE MIP (E1) HPLC-UV Wang y cols., 2008 

17β-E2, E3, 

DES 

Pescado y 

gamba 
MIP-SPE MIP (17β-E2) HPLC-FD Jianga y cols., 2009 

17β-E2, E3 

Leche, 

yogur, 

carne de 

ternera, 

pollo y 

cerdo 

MIP-SPE MIP (17β-E2) HPLC-UV Shi y cols., 2010  

E1, 17β-E2, 

E3, EE2 

Pescado y 

camarón 
SPME-MIP Fibra-MIP (17β-E2) HPLC-UV Hu y cols., 2010 

DES, DS, 

HEX 
Leche MIP-HFT MIP (DES) HPLC-UV Liu y cols., 2010  

 

(Continúa en la página siguiente)
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Tabla I.9. (Continuación) 

 

Analitos Matriz Procedimiento 

Molécula molde o 

cartucho comercial 

utilizado 

Técnica de análisis Referencia 

E1, 17-

E2, 17β-

E2, E3, 

EE2, DES, 

DS 

Agua del 

grifo y de 

río 

MIP-SPE 
AFFINIMIP® SPE 

Estrogen(1) 
UPLC-MS Lucci y cols., 2011 

17β-E2 
Leche de 

cabra 
MIP-MSPD MIP (17β-E2) HPLC-DAD Gañán y cols., 2012 

E1, 17β-

E2, EE2, 

DES 

Orina, 

leche, 

tónico 

para la 

piel 

DLLSME-MIPFs MIPFs (17β-E2) HPLC-UV Zhong y cols., 2012  

17β-E2 Agua MIP-SPE MIP (17β-E2) HPLC-UV Jing y cols., 2012  

E1, 17β-

E2, E3 

Agua MIP-SPE MIP (17β-E2) HPLC-DAD 

Sadowski y 

Gadzała-Kopciuch, 

2013 

E1, 17β-

E2, E3, 

DES 

Leche en 

polvo 
MMIP-SPME MMIP (17β-E2) HPLC-UV Lan y cols., 2014 

DES, DS, 

HEX 

Agua de 

estanque 

y leche 

MMIP MMIP (DES) HPLC-DAD Xie y cols., 2015  

(1)POLYINTELL (Val de Reuil, France) 
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II. OBJETIVOS 

 

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de 

metodologías analíticas sostenibles de bajo impacto medioambiental que 

permitan la extracción de estrógenos naturales, sintéticos, sus 

metabolitos más representativos y micoestrógenos de agua, leche y 

derivados lácteos. Para ello, se han utilizado diferentes procedimientos de 

extracción y microextracción combinados, en su mayoría, con técnicas 

analíticas miniaturizadas acopladas a la MS. 

Para conseguir este objetivo principal se han planteado diferentes 

objetivos secundarios que incluyen: 

 

1) Optimizar la separación analítica de diferentes grupos de compuestos 

con actividad estrogénica. 

 

 Evaluar el uso del PFOA como tensioactivo volátil para acoplar 

eficazmente la MEKC con la MS. 

 Investigar el uso de diferentes fases estacionarias para fabricar 

columnas capilares que proporcionen una adecuada separación 

analítica en nano-LC y CEC.  

 Llevar a cabo el acoplamiento de la nano-LC y la CEC con la MS 

mediante el empleo de las interfases nano-spray y de unión 

líquida, respectivamente. 

 Estudiar la reacción de derivatización de los compuestos 

estrogénicos con BSTFA para su análisis mediante GC-FID y GC-

MS.  

 Considerar la aplicación de métodos de preconcentración en línea 

en CE (métodos de stacking) y en nano-LC (focusing) con el 

objetivo de aumentar la sensibilidad del método. 

 

2) Optimizar diferentes procedimientos de preparación de muestra. 

 

 Estudiar la aplicación de técnicas de LPME, tales como la DLLME y 

la HF-LPME, para la extracción de compuestos con actividad 

estrogénica en muestras acuosas, leche y derivados lácteos, 

optimizando los diferentes parámetros que influyen en la 

microextracción así como el posible pretratamiento de la muestra 

(desproteinización, eliminación de lípidos, etc.). 

 Evaluar la aplicación de un MIP comercial para la SPE de los 

compuestos seleccionados en muestras acuosas. 

 Validar las metodologías desarrolladas en base a estudios de 

repetibilidad, calibración, precisión, exactitud y recuperación, así 
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como determinar la sensibilidad obtenida para cada uno de los 

compuestos estudiados. 

 Demostrar el potencial de las metodologías desarrolladas para 

analizar muestras directamente relacionadas con la posible 

presencia de compuestos con actividad estrogénica, como aguas 

residuales, leche y derivados lácteos. 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. Resumen de los 

artículos científicos 
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III. RESUMEN DE LOS ARTÍCULOS CIENTÍFICOS 

 

Tal y como se ha señalado en el capítulo introductorio, la 

presencia de agentes contaminantes en matrices alimentarias es un tema 

que ha suscitado una creciente preocupación, tanto en los productores 

como en los consumidores a nivel mundial. 

En particular, la presencia de compuestos con actividad 

estrogénica como los estrógenos naturales, sintéticos o micoestrógenos 

en alimentos de origen animal y, en particular, en la leche y derivados 

lácteos es especialmente alarmante, dado el enorme consumo de estos 

productos a diario a nivel mundial. Todo esto, unido al hecho de que en 

muchos casos estos contaminantes no se eliminan completamente en las 

plantas depuradoras de aguas, hace que estos se liberen al 

medioambiente. 

Para la determinación de este tipo de compuestos se hace 

necesario el empleo de metodologías analíticas muy sensibles, eficaces y 

selectivas. La etapa más crítica de este proceso es el tratamiento de 

muestra. En este sentido, las tendencias actuales se centran en el 

desarrollo de métodos de extracción miniaturizados, como la DLLME 

(Artículos 1 y 2) y la HF-LPME (Artículo 4), así como en el uso de 

materiales altamente selectivos como los MIPs en SPE (Artículo 3). Tal y 

como se mostró en las Tablas I.7 y I.8 de la Introducción, la DLLME y la 

HF-LPME se han aplicado solo en pocas ocasiones para la extracción de 

los compuestos objeto de estudio en esta Tesis Doctoral y, en ningún 

caso, para la determinación simultánea de los mismos en agua, leche y 

derivados.  

Como se ha comentado previamente, el análisis de matrices tan 

complejas como la leche o el yogur requieren de una etapa previa de 

precipitación de proteínas y de eliminación de lípidos. En los artículos que 

constituyen esta Tesis Doctoral, la desproteinización se llevó a cabo 

mediante la utilización de un ácido en presencia de un disolvente 

orgánico (Artículos 2 y 4), mientras que la eliminación de grasas se 

realizó mediante LLE con n-hexano (Artículo 2). Por otra parte, en el caso 

del análisis de agua, se procedió a realizar un simple filtrado para 

eliminar posibles residuos sólidos presentes (Artículos 1 y 3). 

En lo que respecta a los métodos de separación, y a pesar de que 

los compuestos con actividad estrogénica seleccionados han sido 

separados en un gran número de ocasiones mediante LC convencional, y 

en un menor número de casos mediante GC (Tabla I.2), la utilización de 

técnicas cromatográficas miniaturizadas ha sido escasa. Asimismo, para 

una detección unívoca de los compuestos analizados, un mejor 

aislamiento de los interferentes de la matriz y, sobre todo, por el 
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incremento de la sensibilidad alcanzado, en todos los casos la técnica de 

separación se ha acoplado con la MS. 

Por una parte, y dado que los compuestos estrogénicos de interés 

no poseen carga en un amplio rango de pH, su separación se realizó 

mediante CE-MS utilizando la MEKC como modo de separación (Artículos 

1 y 2). El acoplamiento con la MS se llevó a cabo empleando el PFOA 

como tensioactivo volátil, compatible con la ESI. Por otra parte, mediante 

el empleo de una columna de 25 cm de longitud y 75 µm de d.i. 

empaquetada con partículas de 3 µm de sílice funcionalizada con grupos 

fenilo, los compuestos objeto de estudio se separaron en un sistema 

nano-LC-MS con una interfase nano-spray, y en un sistema CEC-MS con 

una interfase de unión líquida (Artículo 3). Por último, su separación se 

llevó a cabo también mediante GC-MS/MS derivatizando los compuestos 

con BSTFA de forma previa a la inyección, dando lugar a TMS-derivados 

(Artículo 4).  

Todas las metodologías propuestas fueron debidamente validadas, 

mediante estudios de repetibilidad, calibración, linealidad, exactitud y 

precisión y el cálculo de los LODs y LOQs tanto instrumentales como del 

método. Asimismo, éstas fueron aplicadas al análisis de muestras reales. 

A continuación se presenta un breve resumen de la metodología 

aplicada y de los resultados obtenidos en los trabajos científicos 

publicados que forman parte de esta Tesis Doctoral por compendio de 

publicaciones, y que se encuentran en el Anexo I. 

 

Artículo 1 

Estrogenic compounds determination in water samples by 

dispersive liquid-liquid microextraction and micellar electrokinetic 

chromatography coupled to mass spectrometry 

G. D’Orazio, M. Asensio-Ramos, J. Hernández-Borges, S. Fanali, M.A. 

Rodríguez-Delgado 

Journal of Chromatography A 1344 (2014) 109-121 

 

En este trabajo, un grupo de 12 compuestos con actividad 

estrogénica y que incluyen cuatro estrógenos naturales (E1, 17-E2, 17β-

E2 y E3), un exostrógeno (17-EE2), un estilbeno sintético (DS), una 

micotoxina (ZEN) y algunos de sus metabolitos principales (2-MeOE2, -

ZAL, β-ZAL, -ZEL y β-ZEL), fueron separados y determinados mediante 

el empleo de la MEKC acoplada a la MS utilizando una interfase ESI 

comercial. El tiempo de análisis obtenido fue de 11 min. Como BGE se 

utilizó una disolución acuosa a pH 9,0 al 10% en MeOH (modificador 

orgánico) conteniendo 45 mM de PFOA, un tensioactivo volátil compatible 

con la MS. Para aumentar la sensibilidad analítica, se aplicó un método de 
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preconcentración en línea, el NSM, inyectando hidrostáticamente durante 

25 s la muestra disuelta en una disolución acuosa a pH 9,0 al 10% en 

MeOH conteniendo 11,5 mM de PFOA. Como método de extracción y 

preconcentración fuera de línea de los compuestos estudiados de 

muestras de aguas medioambientales (mineral, de escorrentía y residual) 

se aplicó la DLLME, empleando 110 µL de cloroformo y 500 µL de 

acetonitrilo (ACN) como disolventes de extracción y dispersión, 

respectivamente. El pH de las muestras se ajustó previamente a 3,0, 

conteniendo un 30% (w/v) NaCl. Se alcanzaron LODs entre 0,04 y 1,10 

µg/L. La metodología DLLME-MEKC-MS/MS fue validada en términos de 

linealidad, precisión y recuperación, además de evaluar el efecto matriz 

para cada tipo de muestra. Se obtuvieron valores del coeficiente de 

determinación superiores a 0,992 y recuperaciones absolutas en el rango 

43-91%. 

 

 

Artículo 2 

Evaluation of the combination of a dispersive liquid-liquid 

microextraction method with micellar electrokinetic 

chromatography coupled to mass-spectrometry for the 

determination of estrogenic compounds in milk and yogurt 

G. D’Orazio, M. Asensio-Ramos, J. Hernández-Borges, M.A. Rodríguez-

Delgado, S. Fanali 

Electrophoresis 36 (2015) 615-625 

 

En este otro trabajo, se evaluó la aplicación de la metodología 

DLLME-MEKC-MS anteriormente desarrollada para la extracción de los 

mismos 12 compuestos de tres tipos de leche diferentes (leche de vaca 

entera, leche de vaca desnatada y leche de cabra semidesnatada), y de 

yogur natural entero de vaca. Para ello, fue necesario realizar una etapa 

adicional de pretratamiento de muestra, y que consistió en una 

precipitación de las proteínas con ACN en medio ácido así como en la 

posterior adición de n-hexano para la eliminación de las grasas. La 

metodología se evaluó mediante los correspondientes estudios de 

calibración en la matriz, precisión y exactitud, obteniendo una buena 

linealidad con coeficientes de determinación superiores a 0,991 y LODs 

entre 3 y 32 µg/L. 
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Artículo 3 

Capillary electrochromatography and nano-liquid chromatography 

coupled to nano-ESI interface for the separation and 

identification of estrogenic compounds 

G. D’Orazio, J. Hernández-Borges, M. Asensio-Ramos, M.A. Rodríguez-

Delgado, S. Fanali 

Electrophoresis 27 (2016) 356-362 

 

En este trabajo, se estudio el acoplamiento de la nano-LC y la CEC 

a la MS mediante las interfases nano-ESI y de unión líquida presurizada, 

respectivamente, para la separación y determinación simultánea de 11 

compuestos con actividad estrogénica (E1, 17-E2, 17β-E2, E3, 17-EE2, 

DS, ZEN, 2-MeOE2, -ZAL, β-ZAL y -ZEL). Se estudiaron distintas fases 

estacionarias de relleno para las columnas capilares, tales como sílice con 

grupos fenilo, C18 y C18 bidentada, con el objetivo de obtener la mejor 

separación cromatográfica posible. Para ambas técnicas, la sílice con 

grupos fenilo resultó ser la mejor opción en lo que respecta a la eficacia 

de la separación, la selectividad, y la resolución. En las condiciones 

óptimas, se consiguió la separación completa de todos los analitos, 

incluyendo las formas isoméricas del E2 y del ZAL en menos de 20 min en 

nano-LC-MS y en menos de 13 minutos en CEC-MS. Con el objetivo de 

aumentar la sensibilidad del método en nano-LC, se aplicó como método 

de preconcentración en línea la focalización en columna, obteniendo LODs 

instrumentales en el rango 1-55 ng/L. Los compuestos de interés fueron 

determinados en agua mineral mediante nano-LC-MS haciendo uso de la 

SPE con un MIP comercial apto para la determinación de zearalenonas. La 

metodología MIP-SPE-nano-LC-MS fue validada mediante un estudio de 

recuperaciones a dos niveles de concentración, obteniendo 

recuperaciones entre el 51 y el 78%.  

 

 

Artículo 4 

Determination of estrogenic compounds in milk and yogurt 

samples by hollow fiber liquid-phase microextraction-gas 

chromatography-triple quadrupole mass spectrometry 

G. D’Orazio, J. Hernández-Borges, A.V. Herrera-Herrera, S. Fanali, M.A. 

Rodríguez-Delgado. 

Analytical & Bioanalytical Chemistry 408 (2016) 7447–7459 

 

En este último artículo, se desarrolló un método de bajo impacto 

ambiental basado en la utilización de la HF-LPME para la extracción de 13 

compuestos con actividad estrogénica (E1, 17-E2, 17β-E2, E3, 17-EE2, 
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DS, HEX, ZEN, 2-MeOE2, -ZAL, β-ZAL, -ZEL, β-ZEL) de leche de vaca 

entera, leche de cabra semidesnatada y yogur natural entero de vaca. 

Con el objetivo de determinar los analitos de interés mediante GC-

MS/MS, se optimizó su derivatización mediante adición de BSTFA de 

forma previa a la inyección, dando lugar a TMS-derivados. Una vez más, 

las muestras se sometieron a la precipitación de proteínas mediante la 

adición de ACN en medio ácido y, una vez optimizadas las condiciones de 

extracción haciendo uso de la HF-LPME, la metodología completa fue 

validada, realizando estudios de calibración, precisión y exactitud. Los 

coeficientes de determinación fueron superiores a 0,991 para la 

calibración del método, mientras que los LODs variaron entre 0,04 y 3,73 

µg/L. 
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IV. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

IV.1. Conclusiones generales 

En la presente Tesis Doctoral se han desarrollado diferentes 

metodologías analíticas sostenibles con un bajo impacto ambiental, 

permitiendo la extracción y determinación analítica de compuestos 

estrogénicos en aguas, leche y derivados lácteos. Para ello, se han 

aplicado métodos de microextracción y técnicas cromatográficas 

miniaturizadas acopladas a la MS. 

En base a los objetivos que se describieron previamente, los 

resultados experimentales han permitido obtener las siguientes 

conclusiones: 

 Se ha desarrollado un método MEKC-MS para la determinación de 

compuestos estrogénicos. En este sentido, un grupo de 12 

estrógenos fue separado mediante MEKC utilizando el PFOA como 

tensioactivo volátil, lo que permitió una elevada compatibilidad de 

este modo de CE con la detección mediante MS. 

 El empleo de la fase estacionaria PinnacleTM Phenyl con base de 

sílice permitió la separación de un amplio grupo de compuestos 

estrogénicos mediante nano-LC y CEC, incluyendo la separación 

de isómeros bajo las condiciones óptimas. 

 El acoplamiento de la nano-LC y la CEC con la MS se llevó a cabo 

con éxito utilizando interfases ESI de nano-spray y unión-líquida, 

respectivamente. 

 Se obtuvo un incremento importante de la sensibilidad utilizando 

el NSM como método de preconcentración en línea en MEKC y la 

focalización en columna en nano-LC. 

 Se desarrolló un método selectivo de GS-MS (QqQ) utilizando 

BSTFA como agente derivatizante para la separación de un grupo 

de 13 compuestos estrogénicos. 

 Se emplearon de forma eficaz procedimientos miniaturizados de 

extracción/preconcentración fuera de línea, como la DLLME y la 

HF-LPME, para extraer los compuestos de interés de matrices 

medioambientales y alimentarias. 

 Se optimizó un método MIP-SPE para la extracción de compuestos 

estrogénicos de muestras de aguas utilizando cartuchos 

comerciales con el ZEN como molécula molde, permitiendo la 

extracción selectiva de los analitos en estudio. 

 Las metodologías desarrolladas (DLLME-MEKC-MS/MS, MIP-SPE-

nano-LC-MS y HF-LPME-GC-MS/MS) se validaron mediante 

estudios de repetibilidad, calibración, precisión, exactitud y 

recuperación en matrices acuosas, leche y derivados lácteos, 
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determinando la sensibilidad para cada uno de los compuestos en 

cada procedimiento analítico. Todo ello demuestra su posible 

aplicación al análisis de muestras reales. 

 

IV.2. Perspectivas futuras 

Los resultados obtenidos a partir de los trabajos desarrollados 

suponen un punto de partida para incrementar el número de 

metodologías analíticas que pueden ser utilizadas para la determinación 

de compuestos estrogénicos, de acuerdo con las tendencias de la Química 

Analítica verde. En este sentido, las perspectivas futuras con respecto al 

análisis de estos compuestos podrían enfocarse en los siguientes 

aspectos: 

 Empaquetamiento de columnas capilares con partículas de d.i. 

inferiores a 2 µm para su empleo en nano-LC y CEC. 

 Desarrollo de métodos rápidos nano-LC-MS, incluyendo la 

utilización de columnas capilares como emisores ESI. 

 Combinación de diferentes fases estacionarias en la misma 

columna capilar para incrementar la capacidad de carga de la CEC 

con el objetivo de mejorar la sensibilidad analítica. 

 Utilización de analizadores de masa más sensibles, como el QqQ o 

el de tiempo de vuelo (TOF), en el acoplamiento de la nano-LC y 

la CEC con la MS. 

 Empleo de sorbentes nuevos y más selectivos en los 

procedimientos de extracción, como el carbón poroso grafitizado u 

otras nanopartículas. 
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V. ENGLISH SUMMARY AND CONCLUSIONS 

 

Hormones are natural substances produced by the organism to 

activate o deactivate certain functions. In this regard, the endocrine 

system coordinates and regulates vital activities through numerous 

hormones, including metabolism, reproduction or embryonic and fetal 

development. The endocrine glands, which are localized in different parts 

of the human body, react to external stimuli secreting hormones, which 

are transported by blood and in small amounts acts in some target cells 

that owns specific receptors to them. 

Estrogens are, together with progestagens and androgens, sex 

steroid hormones involved in the menstrual cycle of humans and, in 

general, in the estrous cycle of mammalians. They stimulate the 

development of female reproductive apparatus and play an important role 

in mineral, fat, sugar and protein metabolization, being related with 

digestion, blood coagulation, cholesterol metabolization and some kidney 

functions. 

Estrogenic hormones can be classified in two groups: 

natural/endoestrogens and synthetic/exoestrogens. Estrone (E1), 

estradiol (E2) and estriol (E3) are natural organism-synthesized 

estrogens, also contained in milk, being E2 the one that interacts with the 

estrogen receptors. On the other hand, exoestrogens are foreign 

compounds, either naturally or synthetically produced. Among them, 

ethynylestradiol (EE2) is one of the most important, which is used for 

increasing the weight gain of animals. It owns, along with natural 

estrogens, an estrane-like structure, which has an aromatic ring 

possessing a hydroxyl group in position 3. The difference between them 

consists in the substituents on the tetracyclic ring. Synthetic stilbenes like 

diethylbestrol (DES), dienestrol (DS) and hexestrol (HEX) are also 

included in this group because of their growth promoter activity. They are 

also used as a treatment for estrogen-deficiency disorders in veterinary 

medicine, although they are non-steroidal compounds. This is also the 

case of the so-called xenobiotic estrogens like the zearalanone 

derivatives (i.e. zearalanol (ZAL) and zearalenol (ZEL)), also used for 

improving feed conversion efficiency as well as promoting growths rates 

in livestock. 

Apart from the free forms of natural estrogens, their metabolites 

(methylated, hydroxilated, etc.) are also of great importance. 

Alternatively, estrogens can undergo a process of conjugation with sulfate 

and glucuronic acid. These conjugated forms are not biologically active, 

but when they reach the human gut, they can be transformed into their 

free active forms by bacterial sulfatases and by bacterial and/or 
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endogenous glucoronidases. Since both groups represent more than 85% 

of the total estrogen content in commercial milk, depending on the 

animal and on the gestation state, it is of great interest to determine 

both free and conjugated forms. 

The main objective of this Ph.D. Thesis is the development of 

sustainable analytical methodologies with low environmental impact 

which allow the extraction of natural and synthetic estrogens, their 

metabolites and the most representative mycoestrogens in water, milk 

and dairy products. To this end, different extraction and microextraction 

procedures have been employed combining miniaturized analytical 

techniques with MS. While working on this main objective, different 

secondary issues have been raised. These include: 

 

1) To optimize the analytical separation of different groups of compounds 

with estrogenic activity. 

 

 To evaluate the use of PFOA as a volatile surfactant to effectively 

couple MEKC with MS. 

 To investigate the use of different stationary phases to make 

capillary columns which provide adequate analytical separation in 

nano-LC and CEC. 

 To carry out the coupling of nano-LC and CEC with MS by using 

nano-spray and liquid-junction interfaces, respectively. 

 To study the derivatization reaction of estrogenic compounds with 

BSTFA for their analysis by GC-FID and GC-MS. 

 To consider the application of on-line preconcentration methods in 

CE (stacking methods) and in nano-LC (focusing) in order to 

increase the sensitivity of the method. 

 

2) To optimize different sample preparation procedures. 

 

 To study the application of LPME techniques, such as DLLME and 

HF-LPME for the extraction of compounds with estrogenic activity 

from aqueous samples, milk and dairy products, optimizing the 

different parameters influencing the microextraction, as well as 

possible sample pre-treatments (deproteinization, lipid removal, 

etc.). 

 To assess the implementation of a commercial MIP for the SPE of 

selected compounds in aqueous matrices. 

 To validate the methodologies developed based on repeatability, 

calibration, precision, accuracy and recovery studies, as well as to 
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determine the sensitivity obtained for each of the studied 

compounds. 

 To demonstrate the potential of the developed methodologies to 

analyse samples related to the possible presence of compounds 

with estrogenic activity, such as wastewater, milk and dairy 

products. 

The presence of contaminants in food matrices is an issue that has 

aroused increasing concern, both for producers and consumers 

worldwide. In particular, the presence of compounds with estrogenic 

activity such as natural and synthetic estrogens or mycoestrogens in 

foods of animal origin, and in particular in milk and dairy products, is 

especially alarming, given the enormous daily consumption of these 

products worldwide. All this, along with the fact that in many cases these 

contaminants are not completely removed in wastewater treatment 

plants, makes their release into the environment. 

For the determination of these compounds, the use of highly 

sensitive, effective and selective analytical methods is required. The most 

critical stage of this process is the sample preparation. In this respect, 

current trends are focused on the development of miniaturized extraction 

methods, such as DLLME (Articles 1 and 2) and HF-LPME (Article 4) and 

on the use of highly selective materials such as MIPs in SPE (Article 3). 

DLLME and HF-LPME have been applied only rarely for the extraction of 

the compounds studied in this Ph.D. Thesis and in no case for the 

simultaneous determination of them in water, milk and milk derivatives.  

As previously discussed, the analysis of complex matrices such as 

milk or yogurt requires a previous step consisting in protein precipitation 

and delipidation. In the works that constitute this Thesis, deproteinization 

was carried out using an acid in the presence of an organic solvent 

(Articles 2 and 4), while fat removal was performed by LLE with n-hexane 

(Article 2). Moreover, in the case of water analysis, a simple filtration to 

remove any solid residues (Articles 1 and 3) was performed. 

With regard to separation methods, and although compounds with 

estrogenic activity have been separated in a number of occasions by 

conventional LC, and in fewer cases by GC, the use of miniaturized 

chromatographic techniques has been scarce. Furthermore, for an 

unambiguous detection of the compounds, better isolation of interfering 

compounds from the matrix and, particularly, to increase the sensitivity, 

the separation technique has in all cases been coupled to MS. 

On the one hand, and since the studied estrogenic compounds are 

not charged in a wide range of pH, their separation was performed by CE-



82  English summary and conclusions 
 

MS using MEKC as the separation mode (Articles 1 and 2). Coupling with 

MS was carried out using PFOA as an ESI compatible volatile surfactant. 

On the other hand, the use of a 25 cm long and 75 µm i.d. column 

packed with 3 µm phenyl groups functionalized silica particles, allowed 

the separation of the target compounds in a nano-LC-MS system with a 

nano-spray interface, and in a CEC-MS system with a liquid-junction 

interface (Article 3). Finally, their separation was carried out also by GC-

MS/MS derivatizing the compounds with BSTFA before the injection, 

resulting in TMS-derivatives (Article 4). 

All the proposed methodologies were duly validated through 

repeatability, calibration, linearity, accuracy and precision studies, and 

calculating the LODs and LOQs, both of the instrument and of the whole 

methodology. They were also applied to the analysis of real samples. 

 

V.1. General conclusions 

In this Ph.D. Thesis, different sustainable analytical methodologies 

with low environmental impact have been developed, which allowed the 

extraction and analytical determination of estrogenic compounds in 

water, milk and dairy products. For this purpose, microextraction 

methods and miniaturized chromatographic techniques coupled to MS 

have been successfully applied. 

Based on the aims that have been described at the beginning of 

this Ph.D. Thesis, the experimental results have permitted to obtain the 

following conclusions: 

 

 A MEKC-MS method has been developed for the determination of 

estrogenic compounds. In this respect, a group of 12 estrogens 

were separated using MEKC with a volatile surfactant, PFOA, which 

allowed a high compatibility of this CE mode with MS detection. 

 The use of silica-based PinnacleTM II Phenyl stationary phase 

allowed the separation of a wide group of estrogenic compounds 

by nano-LC and CEC, being isomer separation possible under the 

best conditions. 

 The coupling of nano-LC and CEC with MS was successfully 

achieved with a nano-spray and a liquid-junction ESI interface, 

respectively. 

 An important increase in the sensitivity was obtained using NSM 

as on-line pre-concentration method in MEKC and on-column 

focusing in nano-LC. 

 A selective GC-MS (QqQ) method using BSTFA as derivatization 

agent was developed for the separation of a group of 13 

estrogenic compounds. 
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 Miniaturized off-line extraction/pre-concentration procedures, such 

as DLLME and HF-LPME, were efficiently employed to extract the 

target analytes from environmental and food matrices. 

 A MIP-SPE method was optimized for extraction of estrogenic 

compounds from water samples using commercial cartridges 

based on a ZEN template, allowing a selective extraction of the 

target analytes. 

 The methodologies developed, i.e. DLLME-MEKC-MS/MS, MIP-SPE-

nano-LC-MS and HF-LPME-GC-MS/MS, were validated through 

repeatability, calibration, precision, accuracy and recovery studies 

in water, milk and dairy products matrices, determining the 

sensitivity achieved for each of the studied compounds in each 

analytical procedure, which demonstrates their effective 

applicability to analyze real samples. 

V.2. Future perspectives 

Results obtained in these works suppose a starting point to 

increase the number of analytical methodologies that can be used to 

determine estrogenic compounds, according to green Analytical 

Chemistry trends. In this respect, future prospects with respect to the 

analysis of these compounds might be focused on: 

 

 Packing capillary columns with sub-2 µm particles to be 

employed in nano-LC and CEC. 

 Developing of fast-nano-LC-MS methods, including the use of 

ESI-tip emitter capillary columns. 

 Combining different stationary phases in the same capillary 

column to increase the load capacity of CEC in order to 

improve the analytical sensitivity. 

 Using more sensitive mass analyzers, such as QqQ or TOF, in 

the coupling of nano-LC and CEC with MS. 

 Employing new and more selective sorbents in the extraction 

procedures, such as porous graphitic carbon or other 

nanoparticles.  
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VII. GLOSARIO 

 

2D     Dos dimensiones 
2-MeOE2   2-Metoxiestradiol 
17-E2    17-estradiol 

17β-E2    17β-estradiol 
 
 

A 
 
ACN    Acetonitrilo 
-ZAL    -Zearalanol+ 

-ZEL     -Zearalenol 

API     Ionización a presión atmosférica 
AD     Detector amperométrico. 
AOT     Sulfosuccinato sódico, octano, 1-butanol, CAPSO, tampón CAPS 
Anti-ES    Anti-estrógeno 
 
 

B 
 
β-CD    β ciclodextrina 
BGE     Electrolito de separación 
BSFTA    N-O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida 
β-ZAL     β-Zearalanol 
β-ZEL    β-Zearalenol 
 
 

C 
 
CE     Electroforesis capilar 
CEC     Electrocromatografía capilar 
CGE     Electroforesis capilar en gel 
CIEF    Isoelectroenfoque capilar 
CITP    Isotacoforesis capilar 
CLC     Cromatografía líquida capilar 
CNTs    Nanotubos de carbono 
CTAB     Bromuro de cetiltrimetilamonio  
CZE     Electroforesis capilar en zona libre 
CF-FAB     Átomos rápidos en flujo continuo  
CMC    Concentración micelar crítica  
CAPSO     Ácido 3-(ciclohexilamino)-2-hidroxi-1-propanosulfónico acid 
CAPS    Tampón, ácido ciclohexilamino-1-propanosulfónico 
CF-SDME    Microextracción en gota en flujo continuo 
CNTs-HF-SPME  Microextracción en fase sólida con fibra hueca reforzada 
     con CNTs 
[C8MIM][PF6]  Hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio 

[C6MIM][PF6]  Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio 
[C6MIM][BF4]  Tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio. 
 
 

D 
 
d.i.     Diámetro interno 
DDME    Microextracción en gota a gota 
DI-SDME   Microextracción en gota de inmersión directa 
DLLME    Microextracción líquido-líquido dispersiva 
DS- DME   Microextracción en gota colgante 
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dSPE    Extracción en fase sólida dispersiva 
DES     Dietilestilbestrol 
DS     Dienestrol 
DAD    Detector de diodos en serie 
DHPMM    Polimetilmetacrilato hidroxilado 
DLLME-HF CEP   DLLME-HF collection of extraction phase 
DLLSME-MIPFs  Microextracción líquido-líquido-sólido dinámica  
     con filamentos de MIP 
 
 

E 
 
ECD     Detector electroquímico. 
EI     Impacto electrónico 
EOF     Flujo electroosmótico 
ESI     Ionización por electrospray 
EU     Unión Europea 
EPA     US Environmental Protection Agency 
E1     Estrona 

E2      Estradiol 
E3      Estriol 
EE2     17β-etinilestradiol 
EKC     Cromatografía electrocinética 
ED      Detección electroquímica  
ES-IA    Inmunoafinidad de estrógenos 
ES-ELISA Ensayo por inmunoadsorción (anticuerpo anti-estrógeno (ES)) 
 
 

F 
 
FAO Organización de las Naciones Unidas para la  
 Alimentación y la Agricultura 
FASS Inyección electrocinética o amplificación del campo 
FD     Detección por fluorescencia 
FO-DLLME Microextracción líquido-líquido dispersiva con gota flotante 
FID     Detector de fotometría de llama 
 

G 
 
GC     Cromatografía de gases 
GMA    Glicidil metacrilato 

 
 

H 
 
HF     Fibra hueca 
HF-LPME   Microextracción en fase líquida con fibra hueca 
HILIC    Cromatografía líquida de interacción hidrófila 
HPLC    Cromatografía líquida de alta resolución 
HS-SDME   Microextracción en gota en espacio en cabeza 
HEX     Hexestrol 
HF-SEBLLME Microextracción líquido-líquido en fibra hueca con  
 barra de agitación magnética 
HF-LLLME  Microextracción líquido-líquido-líquido en fibra hueca  
HFBA    Anhídrido heptafluorobutírico 
HFPIL    Fibra hueca recubierta con un líquido iónico polimérico 
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I 
 
IL     Líquido iónico 
IT     Trampa de iones 
ITP     Isotacoforesis 
ILFOF-IL-DLLME  DLLME con flotación de espuma de líquido iónico 
 
 

L 
 
LC     Cromatografía líquida 
LLE     Extracción líquido-líquido 
LPME    Microextracción en fase líquida 
LOD     Límite de detección 
LOQ    Límite de cuantificación 
LLLME    Microextracción en gota líquido-líquido-líquido 
LLME    Microextracción líquido-líquido 
LPME    Microextracción en fase líquida 
LIF      Fluorescencia inducida por láser 
 
 

K 
 
Ka     Constante de disociación ácida 
 
 

M 
 
µ     Movilidad electroforética  
MEKC    Cromatografía electrocinética micelar 

MeOH    Metanol 
MIP     Polímero de impresión molecular 
MS     Espectrometría de masas 
MSPD    Dispersión sólida en la matriz 
Mw     Masa molecular 
MWCNTs   Nanotubos de carbono de pared múltiple 
MSTFA    N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida 
MEEKC    Cromatografía electrocinética de microemulsión  
MIP-HFT   Fibra hueca recubierta con un polímero de impronta molecular 
MMIP-SPME   MIP magnético-SPME 
MIP-MSPD   Dispersión sólida en la matriz con MIP 
MIP-HFT   Fibra hueca recubierta con MIP 

 
 

N 
 
Nano-LC   Nanocromatografía líquida 
NACE    Electroforesis capilar en medios no acuosos 
NSM    Stacking en modo normal 
 
 

P 
 
PSA     Amina primaria/secundaria 
PTFE    Politetrafluoroetileno 
PSP     Pseudo-estacionarias. 
PF     Partial filling  
PFOA    Perfluorooctanoico  
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PFOS     Perfluorooctanosulfónico. 
pCEC    CEC - modalidad presurizada 
PC-HF-LPME   Microextracción en fase líquida con fibra hueca recubierta  
     de polímero 
PVDF    Fluoruro de polivinildeno 
 
 

Q 
 
Q     Cuadrupolo simple 
QqQ    Triple cuadrupolo 
QuEChERS Método de preparación de muestra “Quick, Easy,  
 Cheap, Effective, Rugged y Safe” 
 

R 
 
RSD    Desviación estándar relativa 
RMM     Reverse-migrating micelles 
 
 

S 
 
S/N     Relación señal/ruido 
SDME    Microextracción en gota 
SDS    Dodecilsulfato sódico 
SFE     Extracción con fluidos supercríticos 
SFO-DLLME Microextracción líquido-líquido dispersiva con gota flotante sólida 
SLM     Membrana líquida soportada 
SPME    Microextracción en fase sólida 
SPE     Extracción en fase sólida 
SWCNTs   Nanotubos de carbono de pared sencilla 
SIM     Single ion monitoring 
 
 

T 
 
TOF     Tiempo de vuelo 
TMIS     Trimetilyodosilano  
TMCS    Trimetilclorosilano 
TMS    Trimetilsilil 

 

 

U 
 
UAE     Extracción con disolvente asistida por ultrasonidos 
UHPLC    Cromatografía líquida ultra rápida  
UV     Ultra violeta  

 

 

Z 
 

ZEN     Zearalenona 
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Estrogenic compounds determination in water samples by 

dispersive liquid-liquid microextraction and micellar electrokinetic 

chromatography coupled to mass spectrometry  
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S. Fanali, M.A. Rodríguez-Delgado 
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Evaluation of the combination of a dispersive liquid-liquid 

microextraction method with micellar electrokinetic 
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determination of estrogenic compounds in milk and yogurt. 
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Capillary electrochromatography and nano-liquid chromatography 

coupled to nano-ESI interface for the separation and 

identification of estrogenic compounds 
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Determination of estrogenic compounds in milk and yogurt 

samples by hollow fiber liquid-phase microextraction-gas 

chromatography-triple quadrupole mass spectrometry 
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NUEVAS APORTACIONES AL ANÁLISIS DE ESTRÓGENOS Y
DERIVADOS MEDIANTE EL USO DE TÉCNICAS ANALÍTICAS
MINIATURIZADAS

En esta Tesis Doctoral se han desarrollado metodologías analíticas de bajo impacto 
medioambiental que permiten llevar a cabo la extracción y determinación de estró-
genos naturales, sintéticos, sus metabolitos más representativos, así como micoes-
trógenos en matrices de diferente naturaleza, como el agua, la leche y derivados 
lácteos. Para ello, se han utilizado técnicas de extracción y/o microextracción tales 
como la microextracción líquido-líquido dispersiva, la microextracción en fase 
líquida con fibra hueca, o la extracción en fase sólida con polímeros de impronta 
molecular. Estos procedimientos se han combinado con técnicas analíticas miniatu-
rizadas, como la cromatografía electrocinética micelar, la nano-cromatografía líqui-
da y la electrocromatografía capilar, así como con la cromatografía de gases, acopla-
das a la espectrometría de masas.

NEW CONTRIBUTIONS TO THE ANALYSIS OF 
ESTROGENS AND THEIR DERIVATIVES USING 
MINIATURIZED ANALYTICAL TECHNIQUES

In this PhD Thesis, different analytical methodologies with low environmental 
impact have been developed, allowing the extraction and determination of natural 
and synthetic estrogens, their most representative metabolites and mycoestrogens in 
matrices of different nature, such as water, milk and dairy products. For this purpose, 
extraction and microextraction techniques such as dispersive liquid-liquid microex-
traction, hollow-fiber liquid-phase microextraction or solid phase extraction with 
molecularly imprinted polymers have been used. These procedures have been com-
bined with miniaturized analytical techniques, such as micellar electrokinetic chro-
matography, nano-liquid chromatography and capillary electrochromatography, as 
well as gas chromatography coupled to mass spectrometry.


