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PTV, vaporizador de temperatura programable  

PVDF, difluoruro de polivinilideno 

Q, cuadrupolo 

QIT, trampa de iones cuadrupolar 

QqQ, cuadrupolo triple 



d Abreviaturas     

  

QuEChERS, rápido, fácil, barato, eficaz, robust y seguro  

RF, radiofrecuencia  

RMN, resonancia magnética nuclear 

RNA, ácido ribonucleico 

RP, fase reversa 

RSD, desviación estándar relativa 

SBME, microextracción en barra con disolvente  

SBSE, extracción por adsorción con barras agitadoras 

SCX, intercambio catiónico fuerte 

SD, desviación estándar 

SDME, microextracción en gota simple 

SFE, extracción en fluidos supercríticos 

SFO, solidificación de la gota orgánica flotante 

SHWE, extracción en agua supercaliente 

SIM, medida de iones seleccionados 

SLE, extracción sólido-líquido  

SME, microextracción en un disolvente  

SPDE, microextracción en fase sólida dinámica 

SPE, extracción en fase sólida 

SPME, microextracción en fase sólida 

SRM, monitorización de reacciones seleccionadas 

SRSE, extracción por adsorción en varillas agitadoras 

TA, temperatura ambiente 

TCA, ácido tricloroacético 

TDS, sistema de desorción térmica 

TDZ, tidiazurón  

TFME, microextracción de película delgada 

THIA, tiacloprid  

TIC, cromatograma de iones totales  

TMX, tiametoxam  

TOF, tiempo de vuelo 

UAE, extracción asistida por ultrasonidos 

UMP, uridina 5’-monofosfato  

UPLC, cromatografía líquida de ultrarresolución 

USAEME, microextracción con emulsificación asistida por ultrasonidos 

UV, detección ultravioleta 

VALLME, microextracción líquido-líquido asistida por vórtice 

WHO, organización mundial de la salud 
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La determinación de la composición molecular de sistemas complejos, tales como 

los alimentos, requiere el uso de herramientas analíticas para identificar y cuantificar 

apropiadamente todos los compuestos de interés. El análisis de alimentos es un campo 

muy amplio, en el que están especializados muchos laboratorios, tanto en investigación 

como en industria y agencias regulatorias gubernamentales. La Cromatografía Líquida (LC, 

HPLC) se utiliza preferentemente como método de confirmación o test de barrido para la 

determinación de contaminantes y compuestos naturales. Dependiendo de las estructuras 

químicas y características analíticas de los grupos de compuestos analizados, los métodos 

analíticos utilizados en esta Tesis Doctoral han sido, en principio, hibridaciones de la 

cromatografía líquida con un detector clásico y sencillo, disponible en cualquier laboratorio 

analítico, como el detector de diodos (LC-DAD). 

La necesidad de caracterización molecular de los alimentos lleva a la industria 

alimentaria a aplicar técnicas avanzadas. La cromatografía combinada en línea con 

Espectrometría de Masas (MS) es una de las metodologías analíticas más sensibles y 

selectivas. Entre los métodos híbridos, la Cromatografía de Gases-Espectrometría de 

Masas (GC-MS) es el más ampliamente usado para análisis de alimentos. La Cromatografía 

Líquida-Espectrometría de Masas (LC-MS) se ha usado con menos frecuencia, pero el 

segmento de aplicación de esta técnica está creciendo rápidamente entre las metodologías 

para análisis de alimentos. 

LC-MS combina el poder separativo de LC y el poder de MS para identificar 

estructuras moleculares. Las técnicas en línea LC-MS son similares a las que usan las dos 

técnicas separadamente. Se han usando varios tipos de espectrómetros de masas en 

combinación con LC. Probablemente los instrumentos más simples son los del tipo 

Cuadrupolo (Q) y la Trampa de Iones (IT). Son simples y robustos, relativamente baratos 

y excelentes para cuantificación. Entre las técnicas avanzadas, la más importante y más 

ampliamente usada es la Espectrometría de Masas en Tándem (MS/MS), que proporciona 

información estructural y, al mismo tiempo, aumenta la selectividad, permitiendo la 
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identificación y cuantificación incluso en presencia de compuestos coeluyentes. También 

los espectrómetros de masas de Tiempo de Vuelo (TOF-MS) acoplados a LC presentan 

varias ventajas, ya que el gran rango de masas que pueden ser analizadas y la elevada 

transmisión de iones consigue la detección casi simultánea de todos los iones, lo que se 

traduce en análisis de elevada sensibilidad del espectro total. Además, LC-TOF-MS ofrece 

una mejora en la selectividad debido al alto poder de resolución junto con la capacidad 

para suministrar cromatogramas de masa exacta, que permite la identificación de las 

masas de las interferencias con los analitos que tienen la misma masa nominal e igual 

tiempo de retención cromatográfico.  

Hay varias técnicas de ionización, entre ellas la más utilizada es la Ionización por 

Electrospray (ESI), que se usa en combinación con LC-MS. ESI es excelente para estudiar 

moléculas polares, ionizadas o ionizables, tanto en modo positivo como negativo. La 

sensibilidad depende significativamente de la estructura molecular, compuestos de baja 

polaridad no pueden ser estudiados de forma eficiente por ESI. Para tales compuestos, se 

pueden usar las técnicas de Ionización Química a Presión Atmosférica (APCI) y 

Fotoionización a Presión Atmosférica (APPI). El efecto matriz es a menudo significativo y 

debe ser considerado. 

Así pues, en esta Tesis Doctoral hemos utilizado también la hibridación 

instrumental LC-MS como técnica general para caracterizar varias clases de moléculas.  

La química de los alimentos es, en la actualidad, uno de los campos más 

importantes de la ciencia. La demanda creciente de alimentos originada por el aumento de 

la población mundial ha modificado la industria alimentaria, introduciendo una completa 

revolución en los métodos de producción y procesado de los alimentos. Esta situación, así 

como las expectativas de los consumidores y las demandas de una gran variedad de 

alimentos seguros y saludables y alimentos funcionales, han propiciado la expansión de 

esta disciplina. Así, el desarrollo de métodos analíticos para alimentos, incluyendo las 

etapas de preparación de la muestra, es uno de los objetivos más importantes de la 

química de los alimentos moderna. 

La preparación de la muestra constituye una etapa básica y crucial en el éxito de 

cualquier método analítico. Generalmente depende del analito y de la matriz, requiriendo 

una optimización adecuada de los diferentes parámetros que influyen en ella. Las 
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tendencias actuales de la Química Analítica Verde se dirigen hacia la simplificación, 

miniaturización y automatización, implicando también el uso de procedimientos libres de 

disolventes, respetuosos con el medio ambiente, y al mismo tiempo, manteniendo 

eficiencias de extracción aceptables en mínimo tiempo. 

La mayoría de las muestras de alimentos que se analizan por métodos 

instrumentales de separación son demasiado complejas, están demasiado diluidas o son 

incompatibles con el sistema cromatográfico, lo que impide su introducción directa. Los 

métodos clásicos de preparación de muestra presentan algunos inconvenientes, tales 

como ser tediosos y largos, y requerir volúmenes grandes de muestra y disolventes 

orgánicos tóxicos. Teniendo como objetivo la química verde, surgen las técnicas modernas 

de preparación de la muestra, que ofrecen la posibilidad de automatización, son técnicas 

limpias y selectivas, tienen mayor rapidez y eficacia e, idealmente, son baratas, sencillas y 

sin disolventes tóxicos. Los métodos emergentes de análisis se dirigen hacia técnicas 

eficientes y miniaturizadas que sigan las prioridades de la química verde con respecto al 

medio ambiente a través del uso de procesos químicos que no produzcan residuos y que 

utilicen cantidades pequeñas de disolventes orgánicos seguros para disolver o extraer los 

analitos. 

Las técnicas de Microextracción (ME) representan un avance en la miniaturización 

del laboratorio analítico, basándose la extracción selectiva de los compuestos en las 

diferencias en sus características físico-químicas (peso molecular, carga, solubilidad, 

polaridad y volatilidad).  

La Extracción en Fase Sólida (SPE) implica una partición líquido-sólido, donde la 

fase extractante es un adsorbente sólido y se ha utilizado extensamente para eliminar y 

concentrar trazas de materiales orgánicos de muestras líquidas o disoluciones. Se dispone 

de una gran variedad de adsorbentes usando diferentes mecanismos para la 

extracción/retención de analitos. La Microextracción en Fase Sólida (SPME) utiliza fibras de 

diferentes adsorbentes para miniaturizar el proceso SPE. 

La Extracción por Adsorción en Barras Agitadoras (SBSE) fue desarrollada con el 

propósito de superar la limitada capacidad de extracción de las fibras SPME. La idea inicial 

partió del hecho de que la cantidad de analito extraído en SPME es proporcional al 
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volumen de fase extractante, por tanto, la sensibilidad del procedimiento de extracción 

podría ser mejorada al aumentar el volumen de dicha fase.  

La Microextracción en Fase Líquida (LPME) incluye varias técnicas miniaturizadas 

basadas en la extracción de los analitos en una fase líquida usando cantidades muy 

pequeñas de disolventes orgánicos. La Microextracción Dispersiva Líquido-Líquido (DLLME) 

es una técnica de extracción muy simple y rápida, basada en el uso de un sistema de 

disolventes ternario, que se ha aplicado a la extracción y preconcentración tanto de 

compuestos orgánicos como inorgánicos a partir de muestras acuosas. El bajo consumo de 

tiempo y disolventes orgánicos son dos de las mayores ventajas de esta técnica, que se ha 

incluido en el grupo de procedimientos de química limpia. 

Así pues, el Objetivo Principal de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar los 

acoplamientos instrumentales de LC con DAD y MS con fuentes ESI y APCI, así como 

analizadores IT-MS/MS y TOF con distintos procedimientos verdes de tratamiento de la 

muestra como Extracción Asistida por Ultrasonidos (UAE), SPE, SBSE y DLLME, para la 

determinación de diferentes grupos de compuestos orgánicos naturales o residuos de 

contaminantes en distintos tipos de alimentos. 

En los primeros Capítulos (I a III), se han desarrollado métodos analíticos para la 

determinación de nucleótidos en alimentos infantiles, de melamina y sus derivados en 

alimentos y de ácidos fenólicos y taninos hidrolizables en granada y productos derivados, 

mediante LC en Fase Reversa (RP), con o sin pares iónicos, y de intercambio iónico, 

acoplada con detección DAD y MS empleando IT-MS/MS o TOF-MS. Los métodos de 

análisis desarrollados se han validado siguiendo los criterios actuales de las normas 

europeas y, posteriormente, se han aplicado al análisis de muestras reales de alimentos. 

Cabe destacar que se ha prestado especial atención a la confirmación de la identidad de 

los positivos detectados en las muestras, mediante la comparación de datos de retención y 

de los espectros ultravioleta (UV) y MS. 

El Capítulo IV recoge el desarrollo de un nuevo método analítico basado en SBSE 

acoplado a LC para el análisis de fungicidas estrobilurinas en frutas.  

Por último, los Capítulos V a VIII abordan la aplicación de la técnica DLLME 

utiizando diferentes acoplamientos de LC con detección DAD y MS. En este último caso, 

también se han estudiado las interfases típicas a presión atmosférica (ESI y APCI) que 
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permiten el acoplamiento entre LC y MS. Para realizar el estudio comparativo de las 

fuentes de ionización se han seleccionado tanto su ionización en modo positivo como en 

modo negativo. Además, se ha estudiado la posibilidad de adicionar diversos aditivos a la 

fase móvil, con el objetivo de conocer el comportamiento en la ionización y la supresión de 

la misma. Por otra parte, se ha comparado la versatilidad de los analizadores IT y TOF 

acoplados a LC, estableciendo sus ventajas e inconvenientes, tanto a nivel cuantitativo 

como de confirmación. 

Se han resuelto diferentes problemas analíticos como la determinación de 

insecticidas neonicotinoides en muestras de miel, así como la determinación de lactonas 

macrocíclicas en leche, mediante LC con detección DAD y APCI-IT-MS/MS, determinación 

de citoquininas en frutas y verduras por LC-ESI-TOF-MS y de flavonoides en miel mediante 

LC-DAD-ESI-TOF-MS. Para todos los compuestos, dada su elevada afinidad por los 

divolventes orgánicos, se ha utilizado el procedimiento miniaturizado de química verde 

basado en DLLME empleando diferentes disolventes extractantes y dispersantes. 

De nuevo en estos casos, los métodos de análisis se han validado siguiendo los 

criterios de las normas europeas. La confirmación de la identidad de los compuestos 

detectados en muestras de alimentos se ha llevado a cabo mediante la comparación de 

datos de retención, de los espectros UV y, finalmente, de los espectros de masas, que 

proporcionan patrones de fragmentación que permiten la identificación inequívoca de los 

analitos. 

 Los Objetivos Concretos que nos hemos propuesto alcanzar en esta Tesis Doctoral 

se indican a continuación: 

1.   Desarrollo de metodología analítica utilizando el acoplamiento LC-DAD para la 

determinación cuantitativa de diferentes grupos de analitos en muestras de 

alimentos. 

2.   Empleo del acoplamiento LC-MS. Comparación de diferentes interfases y 

analizadores. Evaluación del efecto matriz en muestras de alimentos, propuesta 

de alternativas para su disminución, evitando en lo posible un elevado coste de 

tiempo o tratamiento de muestra. 
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3.   Comparación de diferentes tipos de fases estacionarias para conseguir 

separaciones con elevada resolución y picos estrechos. 

4.   Selección de la fase móvil adecuada a cada problema de separación teniendo en 

cuenta su compatibilidad con el sistema detector MS. 

5.   Desarrollo y optimización de procedimientos miniaturizados para el tratamiento de 

la muestra. 

6.   Aplicación de SBSE utilizando barras agitadoras para la retención de analitos. 

Optimización de las condiciones de adsorción y de desorción. 

7.   Evaluación de la técnica DLLME basada en sistemas de disolventes ternarios. 

Elección de los disolventes extractante y dispersante, así como del resto de 

condiciones experimentales.  

8.   Estudio, comparación y optimización del procedimiento para la extracción de los 

analitos de los alimentos. Se comparan diferentes posibilidades como el uso de 

ultrasonidos, digestión ácida, extracción con disolventes orgánicos, etc. 

9.   Validación de los métodos analíticos siguiendo los criterios de las normas 

europeas. 

10.   Análisis de diferentes tipos de muestras de alimentos. Es importante confirmar la 

identidad de los positivos detectados en muestras reales. 

11.   Validación de los métodos propuestos mediante estudios de recuperación. 
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1. ANÁLISIS DE ALIMENTOS 

El objetivo último del análisis de productos alimenticios puede tener distinta índole, 

desde la comprobación de que el producto cumple con los requisitos legales y de 

etiquetado, su control de calidad, la determinación de su valor nutricional, la detección de 

adulteraciones, con fines de investigación y desarrollo, etc. El análisis de alimentos es un 

área en continua evolución, lo que principalmente ha sido propiciado por la demanda 

creciente de seguridad y calidad alimentaria por parte de los consumidores, la 

preocupación de las autoridades para garantizar la seguridad alimentaria al más alto nivel 

nutricional, y el esfuerzo de productores e industrias para cumplir estas demandas. Esto 

resulta particularmente complejo ya que supone aplicar conceptos de química, biología, 

bioquímica, microbiología, nutrición e incluso ingeniería [1,2]. 

Las agencias gubernamentales y oficiales velan por el cumplimiento de los 

requisitos legales, de etiquetado y de autenticidad. Esto incluye la detección de posibles 

adulteraciones y prácticas fraudulentas que podrían conducir a pérdidas económicas y 

daños al consumidor. Para la industria alimentaria, el análisis de alimentos también 

resulta primordial con el fin de asegurar la calidad de las materias primas empleadas y su 

mantenimiento durante las etapas de procesado, transporte y conservación. Por otro lado, 

los investigadores científicos se hallan envueltos en una constante puesta al día de 

metodologías aplicadas para el control de los aspectos mencionados, así como en el 

desarrollo de procedimientos analíticos más sensibles que permitan rebajar los niveles 

máximos permitidos (MRLs) de compuestos tóxicos y la inclusión de nuevos compuestos 

en la legislación. La caracterización de los productos alimenticios y el desarrollo de nuevos 

alimentos con valor añadido son también aspectos cada vez más demandados por los 

consumidores. 

El campo del análisis de alimentos es muy amplio y se halla en continua evolución, 

abordando determinaciones de muy diversa naturaleza y con objetivos muy diferentes. La 



12 ____________________________________________________________  Introducción 

 

  

Tabla 1 muestra los métodos usados para estos objetivos, que van desde procedimientos 

que podrían catalogarse con el término de subjetivos, como son las determinaciones 

organolépticas, hasta procedimientos objetivos basados en determinaciones físicas, 

químicas, microscópicas y microbiológicas. Otros procedimientos se basan en 

determinaciones biológicas y cuestionarios personales [1].  

 

Tabla 1. Tipos de métodos aplicados al análisis de alimentos 

SUBJETIVOS: 
- Organolépticos 

 

  
Métodos clásicos: 
(determinaciones básicas) 

- Humedad y sólidos 
- Cenizas totales 
- Fibra 
- Proteínas 
- Grasas 
- Alcohol, acidez… 

 
Métodos instrumentales 

OBJETIVOS: 
- Físicos 
- Químicos 
- Microscópicos 
- Microbiológicos 

 

OTROS MÉTODOS 
- Biológicos 
- Encuestas nutricionales 

 

El progreso en la ciencia y tecnología de los alimentos y sus conceptos han 

supuesto diferentes cambios en la metodología analítica empleada, siendo sustituidos, en 

muchos casos, los métodos analíticos clásicos (volumetrías y gravimetrías) por métodos 

instrumentales y bioquímicos (cromatografía, espectroscopía, biosensores…), ya que se 

requiere nueva información cualitativa y cuantitativa [1]. No obstante, debe puntualizarse 

que los métodos clásicos todavía siguen aplicándose para ciertas determinaciones siendo 

además recomendados oficialmente.  

Las especies que habitualmente son objeto de análisis químico en alimentos se 

muestran en la Tabla 2, incluyendo tanto componentes propios del alimento como 

contaminantes. En muchos casos estos compuestos son objeto de análisis rutinarios. 

Muchos componentes tanto mayoritarios como minoritarios (proteínas, carbohidratos, 

vitaminas…) se analizan por razones de cumplimiento de la legalidad, de calidad o con 

fines de investigación. Por otro lado, los aditivos alimentarios, residuos y una gran 

variedad de contaminantes de diferente naturaleza y origen, siempre se monitorizan para 

comprobar que los productos cumplen con los requerimientos legales.  
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Tabla 2. Sustancias químicas habituales en análisis de alimentos 

• Componentes volátiles 
- Aromas y fragancias 
- Olores desagradables (off-flavours) 

• Componentes semivolátiles y no volátiles 
- Lípidos, proteínas, carbohidratos, carotenoides, vitaminas… 
- Antioxidantes, polifenoles… 

• Aditivos alimentarios y contaminantes 
- Pesticidas y drogas veterinarias 
- PCBs, PCDD/Fs, PAHs, PBDEs, ftalatos, aceites minerales… 
- Mico- y fitotoxinas 
- Compuestos migrados desde el material de empaquetamiento 
- Residuos del procesado y/o almacenamiento 

• Metales y compuestos organometálicos 

  

Uno de los principales problemas con que se encuentra el análisis de alimentos es 

el establecimiento del concepto de alimento. La literatura especializada en la materia 

propone diferentes definiciones, siendo las más habituales las que atienden a la 

composición del alimento (carbohidratos, grasas, proteínas y agua) o a la forma a través 

de la cual lo obtiene el hombre (agricultura, ganadería y pesca). En otros casos, las 

definiciones atienden a la naturaleza del material en sí mismo y/o los beneficios 

relacionados con su consumo. Considerando los distintos puntos de vista, podría definirse 

un alimento como una sustancia o producto, líquido o sólido, natural, elaborado o 

procesado que, por sus características, aplicaciones, composición, preparación y estado 

de conservación, es comido o bebido por el hombre con fines nutricionales o de disfrute 

[1].  

Sea cual fuere la definición adoptada para el término alimento, es claro que en 

todos los casos se trata de una mezcla heterogénea y compleja de un conjunto 

relativamente amplio de sustancias químicas.   

Excepto para unos pocos casos en los que la determinación directa es factible, 

cítese como ejemplo el control de procesos empleando ultrasonidos de baja intensidad, la 

determinación de los analitos presentados en la Tabla 2 requiere algún tipo de 

preparación previa de la muestra antes de proceder a la etapa de determinación de la 

señal analítica [1]. En los casos más sencillos, esta etapa de preparación de la muestra 
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consiste en la extracción cuantitativa del analito o analitos de interés desde la matriz del 

alimento, una etapa de fraccionamiento o limpieza para aislarlo de los componentes de la 

matriz coextraídos y una etapa final de concentración de los extractos purificados para 

asegurar una detección exacta y precisa. Otra etapa que puede estar incluida es la 

derivatización cuando la especie de interés no se halla en la forma química más adecuada 

para su determinación.  

Cuando el alimento bajo análisis se encuentra en estado sólido, el tamaño de 

partícula puede ser un parámetro importante para obtener resultados reproducibles y la 

extensión a la cual se rompe la matriz puede influir en la velocidad de extracción. El 

analito es desorbido de la matriz y disuelto en un disolvente o fluido. La extracción de un 

analito está influenciada, por tanto, por la solubilidad, penetración del disolvente en la 

muestra (transferencia de masa) y efectos de matriz. Las muestras sólidas pueden ser 

preparadas por molienda antes o después de secado, seguida de extracción líquida. Tras 

la aplicación de la mayoría de estos métodos de extracción, los analitos de interés se 

encuentran en una disolución orgánica o acuosa, que requiere entonces concentración o 

limpieza adicional. Estas disoluciones del extracto se pueden tratar como muestras 

líquidas. 

Las muestras líquidas se pueden manejar directamente por métodos de extracción 

líquido-líquido o métodos de adsorción. 

Sin embargo, algunas muestras, tales como tejidos animales o de pescado y 

similarmente sólidos húmedos, pueden ocasionar problemas especiales. El secado previo 

a la extracción no siempre resulta práctico ya que la mayoría de las muestras, como la 

carne, debido a la presencia de elevadas proporciones de grasa o debido al colapso de las 

células, retienen a los analitos. Una técnica particularmente efectiva es Dispersión en Fase 

Sólida de la Matriz (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD), desarrollada por primera vez en 

1989 [3]. 

Como ocurre en muchas otras áreas, en análisis de alimentos la etapa de 

preparación de la muestra suele llevarse a cabo de forma discontinua (off-line) respecto 

del análisis instrumental propiamente dicho. De forma general, la complejidad de los 

procedimientos propuestos aumenta al disminuir la concentración de los analitos en la 

muestra, por lo que la probabilidad de que ocurran contaminaciones, degradaciones y/o 
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pérdidas de analito también aumenta debido a una mayor manipulación manual de la 

muestra. En los últimos años, diversas investigaciones se han dirigido a minimizar estos 

inconvenientes, desarrollándose técnicas de extracción más rápidas, exhaustivas y 

versátiles.   

Para la determinación de trazas de compuestos orgánicos, el análisis final se lleva 

a cabo invariablemente utilizando una técnica de separación poderosa, típicamente 

cromatografía, combinada con un detector apropiado. 

La preparación de la muestra debe estar adaptada al análisis final, considerando la 

instrumentación que se va a utilizar y el grado de exactitud requerida, así como si se trata 

de un análisis cualitativo o cuantitativo. Para análisis cuantitativo, es necesario considerar 

cuál es la preparación más apropiada de los estándares de calibración. En algunos casos, 

es necesario utilizar estándares conteniendo la matriz o aplicar el método de adiciones 

estándar. También hay que considerar la posibilidad de utilizar un estándar interno 

apropiado. Cualquiera de las técnicas seleccionadas, tanto manuales como automáticas, 

deben ser robustas y reproducibles [4]. 

La determinación de la composición molecular de alimentos requiere el uso de 

herramientas analíticas para identificar y cuantificar apropiadamente todos los compuestos 

de interés. Las técnicas GC y LC combinadas en línea con MS son las metodologías 

analíticas más sensibles y selectivas. Entre los métodos acoplados, GC-MS es el más 

ampliamente usado para análisis de alimentos. LC-MS se ha usado con menos frecuencia, 

aunque su aplicación está creciendo rápidamente entre las metodologías analíticas en 

análisis de alimentos (Figura 1) [5], debido, entre otras razones, a que los procedimientos 

de extracción de las muestras suelen ser más simples y además se elimina la necesidad de 

aplicar reacciones de derivatización [1,6]. 

Merece la pena destacar el papel que la Electroforesis Capilar (CE) ha ido tomando 

dentro del campo del análisis de alimentos, debido a la variedad de modos de separación 

que actualmente ofrece, así como a su capacidad de ser automatizada. Además, la 

combinación CE-MS ofrece importantes posibilidades para análisis de proteínas y péptidos 

[1]. 
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Figura 1. Aumento en el número de trabajos relativos al análisis de alimentos usando 

metodologías GC-MS o LC-MS (multiplicados por 20 y 50 veces, respectivamente). Datos 

obtenidos de la base de datos Web of Science  

 

En esta Tesis Doctoral se aborda el análisis de contaminantes (pesticidas, lactonas 

macrocíclicas, sustancias sintéticas reguladoras del crecimiento de las plantas (PGRs) y 

melamina y compuestos derivados de esta), componentes minoritarios (polifenoles 

naturales) y compuestos añadidos para aumentar el valor nutricional  (nucleótidos) en 

distintos tipos de alimentos: leche, alimentos infantiles, harinas, vegetales, frutas, miel, 

zumos de frutas y bebidas de soja y de coco, mediante LC.    

 

2. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

 

2.1. EL PAPEL DE LA QUÍMICA VERDE EN LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

Gran parte de la sociedad actual admite como propias las responsabilidades en 

cuanto a la prevención de la contaminación. Términos como “protección del medio 

ambiente” y “ecología”, o más recientes como “desarrollo sostenible”, se han convertido 

en habituales en diferentes áreas. La primera definición clara del término “desarrollo 

sostenible” apareció publicada en 1987 en el libro “Our common future” que recoge el 

informe socioeconómico denominado Brundtland, en honor a la directora que encabezaba 
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la comisión formada por distintas naciones de la Organización de las Naciones Unidas 

(ONU). Se considera “desarrollo sostenible” a una forma de desarrollo que satisface las 

necesidades del presente sin comprometer las necesidades de futuras generaciones [7]. 

Esta definición deja claro que el desarrollo sostenible demanda ciertas limitaciones en las 

actividades humanas, formando la intersección de tres áreas diferentes: sociedad, 

mercado y medio ambiente [8].  

La comunidad global ha realizado grandes esfuerzos hacia la consecución de una 

mejora en la calidad de vida. En 1988, las Naciones Unidas impulsaron la “Declaración 

Internacional sobre una producción más limpia”, en la que aparecieron por primera vez 

términos como ecoeficiencia, productividad ecológica o prevención de la contaminación. 

En este sentido, Naciones Unidas celebra regularmente reuniones con objeto de examinar 

la aplicación de los acuerdos para paliar el cambio climático y establecer nuevas pautas. 

En 1990, la Agencia de Protección Ambiental publicó el “Acta de prevención de la 

contaminación” que condujo a la apertura de la oficina para la Prevención de la 

Contaminación y Sustancias Tóxicas.  

Se conoce como “Química Verde” a la aplicación de técnicas y metodologías 

químicas innovadoras que reduzcan o eliminen el uso o generación de sustancias químicas 

peligrosas para la salud humana o el medio ambiente [9]. La Química Verde establece su 

filosofía a través de sus doce conocidos principios [10], pretendiendo dirigir las 

actuaciones hacia un uso más racional de nuestros recursos y conocimientos: 

1. Prevención: es preferible evitar la producción de un residuo que tratar de 

limpiarlo una vez generado. 

2. Economía atómica: los métodos de síntesis deben diseñarse de modo que 

incorporen al máximo, en el producto final, todos los materiales usados durante 

el proceso, minimizando la formación de subproductos. 

3. Uso de metodologías que generen productos de baja toxicidad: los métodos de 

síntesis deben utilizar y generar sustancias que tengan poca o ninguna 

toxicidad, tanto para el hombre como para el medio ambiente. 

4. Generación de productos eficaces pero no tóxicos: los productos químicos 

deberán mantener su eficacia, a la vez que reducir su toxicidad. 
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5. Empleo de disolventes y materiales auxiliares más seguros: se evitará en la 

medida de lo posible, el uso de sustancias que no sean imprescindibles y en el 

caso de que se utilicen, que sean lo más inocuas posible. 

6. Disminución del consumo energético: los requerimientos energéticos serán 

catalogados por su impacto medioambiental y económico, reduciéndose todo lo 

posible. Se preferirán los trabajos de síntesis llevados a cabo a temperatura y 

presión ambientales. 

7. Uso de materias primas renovables: la materia prima ha de ser preferiblemente 

renovable y no agotable, siempre que sea técnica y económicamente viable. 

8. Evitar derivados innecesarios: se evitará en lo posible la formación de derivados 

(grupos de bloqueo, de protección/desprotección, modificación temporal de 

procesos físicos/químicos). 

9. Potenciación de la catálisis: se emplearán catalizadores, a ser posible selectivos 

y reutilizables, en lugar de reactivos estequiométricos. 

10. Generación de productos biodegradables: los productos químicos se diseñarán 

de modo que al finalizar su función no persistan en el medio ambiente, sino 

que se transformen en productos de degradación inocuos. 

11. Desarrollo de metodologías analíticas para la monitorización en tiempo real de 

los procesos: las metodologías analíticas serán desarrolladas para permitir una 

monitorización y control en tiempo real del proceso, previo a la formación de 

sustancias peligrosas. 

12.  Minimización del riesgo potencial de accidentes químicos: se seleccionarán las 

sustancias a emplear en los procesos químicos de modo que se minimice el 

riesgo de accidentes químicos, incluidas emanaciones, explosiones e incendios. 

Aunque el químico analítico siempre ha tenido en cuenta los posibles impactos 

medioambientales de sus análisis, los primeros métodos descritos en la bibliografía en los 

que se especifica la aplicación de la ideología de la Química Verde a los laboratorios 

analíticos datan de 1995, hablando entonces de “Química Analítica Verde, Green Analytical 

Chemistry (GAC)” [11,12]. El impacto medioambiental de los métodos de análisis ha sido 

reducido atacando desde tres frentes diferentes [13]: 1) reducción de la cantidad de 
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disolventes requerida en el tratamiento de las muestras, 2) reducción en la cantidad y 

toxicidad de los disolventes y reactivos empleados para llevar a cabo la medida analítica y 

3) desarrollo de metodologías analíticas directas que no requieran el uso de disolventes o 

reactivos. En lo que se refiere al primer punto, la mayoría de las muestras analizadas por 

métodos instrumentales de separación no pueden ser introducidas de forma directa en el 

sistema ya que son demasiado complejas, presentan contenidos analíticos muy bajos o 

son incompatibles con el sistema cromatográfico usado. Por ello, una preparación previa 

de la muestra resulta imprescindible antes de su introducción en el sistema instrumental. 

El desarrollo de nuevas técnicas de extracción rápidas y fiables resulta de gran interés 

[14]. En efecto, la tendencia hacia el análisis de un amplio espectro de analitos a muy 

bajas concentraciones en muestras de matrices muy complejas ha venido facilitada por el 

desarrollo de una nueva generación de instrumentos de análisis de elevada sensibilidad, 

así como por el desarrollo de nuevos procedimientos de preparación de muestra [8]. Ha 

de puntualizarse el hecho de que, en numerosas ocasiones, los nuevos sistemas 

instrumentales de medida no son suficientemente sensibles como para determinar gran 

cantidad de analitos en diferentes tipos de muestras. Por ello, la optimización de las 

distintas etapas y operaciones asociadas a la preparación de la muestra, ocupan una parte 

importante de las investigaciones actuales en el área de Química Analítica. En este 

sentido, la preparación de la muestra implica las siguientes etapas sucesivas [8]: 

- aislamiento de los analitos desde la matriz original hasta otra matriz receptora 

de composición más simple que la inicial (siendo opcional la preconcentración 

de los analitos); 

- liberación de los analitos, previamente atrapados en una fase adecuada, hasta 

la fase de aislamiento y/o preconcentración; 

- eliminación del exceso de disolvente, secado, purificación y fraccionamiento de 

los extractos. 

Estas etapas suelen ir seguidas de análisis mediante técnicas cromatográficas, que 

generalmente se usan para separar mezclas en sus especies químicas individuales de 

forma previa a su determinación final. Las operaciones implicadas en la preparación de la 

muestra son generalmente tediosas, consumen mucho tiempo y son difíciles de 

automatizar. Las técnicas modernas de preparación de la muestra ofrecen la posibilidad de 
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automatización, son limpias, selectivas, rápidas, eficaces e idealmente, baratas, sencillas y 

libres de disolventes tóxicos.  

 

2.2. ASPECTOS BÁSICOS DE LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

La preparación de la muestra juega un papel esencial en los métodos analíticos 

modernos, lo que ya ha sido mencionado anteriormente, tratándose de una etapa crítica 

en el proceso analítico global e incluye todas las etapas necesarias para dejar la muestra 

(o más estrictamente, los analitos contenidos en la muestra original) lista para su 

introducción en el instrumento de medida. Esta definición resulta en concordancia con la 

proporcionada por la IUPAC, que establece que “la preparación de la muestra tiene como 

objetivo transformar los analitos en formas medibles” [15].  

El proceso de preparación de la muestra depende de la matriz de la misma y de las 

propiedades y nivel de concentración de los analitos. Las etapas típicas, previas a la etapa 

de medida instrumental que constituyen la preparación de la muestra incluyen, 

muestreo/homogeneización, extracción, limpieza y concentración. En ocasiones, es 

necesario incluir una etapa de derivatización para hacer compatible los analitos con el 

sistema de separación y/o detección. Debido a las bajas concentraciones a las que los 

analitos de interés generalmente requieren ser cuantificados en las muestras, la 

preparación de la muestra requiere la extracción exhaustiva de los analitos. La naturaleza 

esencialmente no selectiva de esta etapa de extracción suele hacer necesaria una 

purificación o limpieza de los extractos obtenidos antes de proceder al análisis 

instrumental propiamente dicho. Los tratamientos de limpieza son generalmente aplicados 

en discontinuo, lo cual afecta al análisis en términos de tiempo, consumo de reactivos, 

probabilidad de contaminaciones y degradación de los analitos y, a menudo, en la 

generación de grandes cantidades de residuos. Estas características explican por qué se 

estima que la etapa de preparación de la muestra computa un tercio del tiempo de análisis 

total y, lo que es más importante, se considera la principal fuente de errores y 

discrepancias entre laboratorios [16]. Para la determinación de trazas de compuestos 

orgánicos, el análisis final se lleva a cabo utilizando generalmente cromatografía 

combinada con un detector adecuado.  
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 La preparación de la muestra debe adaptarse al análisis final, teniendo en cuenta la 

instrumentación a emplear, el grado de exactitud requerido y si se va a llevar a cabo un 

análisis cualitativo o cuantitativo. En análisis cuantitativo, también es necesario considerar 

la forma más adecuada de preparación de los patrones de calibración. En algunos casos, 

la calibración directa frente a patrones acuosos no es posible y es necesario aplicar el 

método de adiciones estándar a las muestras o emplear una muestra como matriz modelo 

o disolvente de calibración. El uso de un estándar interno adecuado ha de ser 

considerado. En cualquier caso, cualquiera que sea la técnica que se seleccione, ya sea 

manual o automática, ha de ser robusta y reproducible [4]. 

 La adecuada selección y optimización de la etapa de preparación de la muestra 

resulta clave no solo para reducir el tiempo total de análisis, sino también porque afecta 

directamente a la exactitud y precisión de los resultados finales, considerando que cada 

etapa añade una fuente potencial de error. Este hecho se hace más crítico a las bajas 

concentraciones requeridas para el análisis a nivel de ultratrazas, ya que una proporción 

significativa de la variabilidad de un método particular, como la reproducibilidad del 

análisis, se hace menor al disminuir la concentración. Con el fin de minimizar la 

incertidumbre en la etapa de preparación de la muestra es necesario considerar diversos 

factores. Ya que estadísticamente la incertidumbre de un método está directamente 

relacionada con el número de etapas implicadas, una reducción en dicho número debería 

reducir la incertidumbre. Por ejemplo, con el uso de técnicas de extracción selectivas es 

posible simplificar u omitir la etapa de limpieza. El uso de técnicas automáticas también 

conduce a una reducción de la incertidumbre. Los métodos automáticos son generalmente 

más reproducibles que los manuales, y disminuyen el tiempo de preparación de la muestra 

que, a menudo, es la etapa limitante del análisis global [4]. 

 Los MRLs legislados para contaminantes en los alimentos están disminuyendo a 

medida que tanto gobiernos como consumidores demandan mejor calidad y estándares 

más altos, lo que incrementa la necesidad de metodologías más sensibles y fiables. Ya que 

los límites de detección disminuyen, la evaluación del riesgo en la seguridad alimentaria es 

mejor y más robusta, traduciéndose esto en una mejor protección para el consumidor. Los 

métodos de análisis deben ser suficientemente sensibles para alcanzar no sólo la cantidad 

de sustancias permitidas por los límites legislados, sino también para detectar sustancias 

prohibidas, especialmente si son potencialmente genotóxicas o cancerígenas. La 
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evaluación de los riesgos para la salud pública y la seguridad de alimentos, conlleva el 

empleo de datos fiables y la identificación inequívoca de un analito para que los datos o la 

evaluación de los riesgos sea incuestionable. El uso de MS en análisis instrumental ha 

permitido la detección de un analito mediante la selección de iones específicos o 

transiciones. La necesidad de métodos rápidos y universales, que cubran un gran número 

de compuestos por debajo de los niveles requeridos por la legislación, ha llevado al 

desarrollo de diferentes técnicas de extracción. Sin embargo, el desarrollo de métodos de 

extracción y preparación de muestra eficientes es todavía un punto de importancia, 

particularmente para los métodos LC-MS [17,18]. 

La extracción selectiva de analitos se basa en las diferencias en sus propiedades 

químicas y físicas, destacando el peso molecular, carga, solubilidad, polaridad y diferencias 

en volatilidad. La teoría del proceso de extracción se estudia con detalle en el libro 

“Sample Preparation Techniques in Analytical Chemistry” [19]. De entre las numerosas 

técnicas disponibles de extracción de muestra, la selección de la más adecuada se realiza 

en función del tipo de matriz y compuestos bajo análisis.  

 

2.3. MINIATURIZACIÓN EN LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

 El desarrollo de sistemas miniaturizados representa una línea de trabajo muy 

importante dentro de la Química Analítica. Aunque el término miniaturización es aplicable 

a la detección, la separación y las técnicas de preparación de muestra, nos centraremos 

en esta última aplicación. 

El empleo de tratamientos de muestra convencionales ha ido progresivamente 

disminuyendo al ser reemplazados por los métodos miniaturizados, que presentan 

diferentes ventajas al ser comparados con las clásicas Extracción Líquido-Líquido (LLE) o 

SPE. Las técnicas SPME y LPME se consideran alternativas encuadradas dentro de la 

Química Analítica Verde, caracterizándose por el mínimo consumo de disolventes, su 

elevada capacidad de preconcentración, fácil aplicación y gran eficacia. El volumen de la 

fase extractante en estas técnicas es del orden de los microlitros, de modo que los 

elevados factores de enriquecimiento alcanzados se deben a las altas relaciones volumen 

de disolución de muestra a volumen de fase extractante. De forma general, es posible 

llevar a cabo la extracción bajo dos modos de trabajo diferentes: por inmersión directa 
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que consiste en sumergir la fase aceptora en la disolución de muestra (Direct Immersion, 

DI) o exponiéndola al espacio de cabeza por encima de dicha disolución (Headspace, HS). 

El campo de aplicación de estas técnicas miniaturizadas es muy amplio gracias al 

desarrollo de diferentes y complementarias modalidades de SPME y LPME. 

Sin embargo, estas técnicas de microextracción no están exentas de limitaciones. 

En primer lugar, en general no son técnicas de extracción exhaustivas y su aplicación 

requiere una calibración cuidadosa. Además, algunas técnicas de microextracción no 

representan la mejor opción cuando se trata con muestras de matrices complejas. La 

selección de la técnica miniaturizada más adecuada para cada problema analítico no 

resulta tarea sencilla en numerosas ocasiones [20].  

A pesar de las diferencias obvias entre SPME y LPME en términos de la naturaleza 

de las fases implicadas en la extracción, ambas técnicas responden al mismo principio, el 

concepto de equilibrio. En algunos casos, solo están implicadas dos fases, como SPME o 

algunas técnicas LPME aplicadas en el modo DI, mientras que son tres las fases implicadas 

en el modo HS o Microextracción Líquido-Líquido-Líquido (LLLME). La Tabla 3 muestra las 

diferentes situaciones [21]. 

 

Tabla 3. Conceptos básicos de las técnicas de microextracción 

Analito Fase 

extractante 

Técnica Equilibrio Fenómeno 

Líquido Sólido SPME Líquido-sólido Adsorción y partición 

Gas Sólido HS-SPME Líquido-gas-sólido Adsorción y partición 

Líquido Líquido LPME Líquido-líquido Partición 

Gas Líquido HS-LPME Líquido-gas-líquido Partición 

Líquido Líquido LLLME Líquido-líquido-líquido Partición 

 

Sin embargo, no solo la naturaleza de las fases marca la diferencia entre SPME y 

LPME, sino que el principio del equilibrio también ha de ser tenido en consideración. 

Cuando la fase extractante es sólida, como ocurre en SPME, el fenómeno de adsorción 
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juega un papel importante y el proceso está mayoritariamente regido por fuerzas 

intermoleculares entre el analito y la fase sólida extractante. La competición entre las dos 

fases por el analito es clara. Los puntos activos para la adsorción en la fase extractante 

atrapan al analito y el proceso de equilibrio sigue reglas diferentes a las que rigen entre 

fases líquidas, siguiendo las isotermas de adsorción.  

Cuando se usa una fase sólida tienen lugar los fenómenos de adsorción y partición, 

mientras que la partición es el único proceso cuando están implicados dos líquidos como 

en LPME. La partición está regida por la solubilidad, por lo que el analito se extrae según 

su solubilidad en la fase extractante. Por tanto, la elección de la fase extractante debe 

realizarse considerando la polaridad de los analitos, su tamaño molecular y las 

interacciones físico-químicas entre el analito y la muestra líquida y el analito y la fase 

extractante líquida. En esta situación, compiten dos fases líquidas por el analito. Al 

disminuir la solubilidad del analito en la muestra líquida y aumentar en la fase líquida 

extractante, aumentará la eficiencia de extracción. 

Si el analito está en fase gas y el extractante es líquido, la disolución del gas en el 

líquido es el proceso principal. En función de su solubilidad, se producirá la partición del 

analito entre el gas y las fases líquidas.  

Con respecto a los casos anteriores, LLLME es ligeramente diferente, pues el 

analito está disuelto generalmente en la primera fase líquida, se produce la partición entre 

la primera y la segunda fase y, finalmente, tiene lugar una interacción química entre el 

analito y la tercera fase. Aunque la solubilidad del analito en cada fase es el concepto 

crítico y la partición rige el proceso, dicha solubilidad viene modulada por cambios 

químicos del analito en cada fase. 

La miniaturización del proceso analítico es aquí una realidad ya que todos los 

conceptos y fenómenos mencionados tienen lugar entre solo microvolúmenes de fases 

líquidas y mínimas cantidades de fases sólidas, a lo cual hay que añadir ventajas tales 

como portabilidad, sostenibilidad y bajo precio. 

A continuación, presentaremos de forma breve las principales técnicas 

miniaturizadas disponibles de tratamiento de muestras. 
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2.3.1. TÉCNICAS DE MICROEXTRACCIÓN BASADAS EN ADSORCIÓN Y 

PARTICIÓN 

Muchas técnicas actuales de preparación de muestra se basan en el atrapamiento 

de los analitos en o sobre una fase sólida, y su posterior desorción térmica o por elución 

con una pequeña cantidad de disolvente. La primera opción de desorción no implica 

dilución de los analitos extraídos aunque su aplicación se limita a compuestos volátiles o 

semivolátiles y térmicamente estables. 

La Figura 2 muestra un esquema de la clasificación de las técnicas de 

microextracción basadas en adsorción/partición para las que la segunda fase es sólida 

[22]. Estas técnicas pueden clasificarse de acuerdo a que la extracción se lleve a cabo en 

un recipiente en modo estático o dentro de un flujo dinámico. De forma general, se 

emplean fibras y tubos capilares recubiertos con la fase extractante. Otras alternativas 

basadas en el uso de microjeringas (SPME en aguja) y puntas de pipeta (SPME en punta) 

como soporte para la fase estacionaria también han sido desarrolladas. 

 

 

Microextracción 

en fase sólida 
(SPME) 

 Fibras SPME 

Microextracción con 
agitación de muestra 

Extracción por adsorción en barras agitadoras (SBSE) 

 
Extracción por adsorción en varillas agitadoras (SRSE) 

Microextracción de película delgada (TFME) 

   

 
SPME en tubo 

Capilar recubierto (tubular abierto) 
Capilar con adsorbente empaquetado 
Capilar con fibra empaquetada 

   

Microextracción en  
flujo de muestra SPME en aguja 

Microextracción en fase sólida dinámica (SPDE) 
Microextracción en jeringa empaquetada (MEPS) 
Microextracción en aguja empaquetada (FNME) 

   

 SPME en punta Punta con adsorbente empaquetado 
Punta con fibra empaquetada 

 

 

Figura 2. Clasificación de las técnicas de microextracción en fase sólida 

 

 SPME es una técnica de preparación libre de disolventes orgánicos que utiliza una 

fibra de sílice fundida recubierta con una fase estacionaria apropiada ensamblada en una 
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microjeringa modificada. La técnica fue desarrollada a principios de los años 90 por el 

grupo de investigación de Pawliszyn y colaboradores [23], y posteriormente, se han 

publicado varios libros sobre la técnica [24-26]. 

 La técnica SPME consiste básicamente en un proceso de dos etapas, la primera es 

la extracción de los analitos desde la matriz de la muestra hasta el recubrimiento de la 

fibra. Durante la segunda etapa, los analitos extraídos en la fibra son desorbidos. La etapa 

de desorción puede llevarse a cabo térmicamente, teniendo lugar en el puerto de 

inyección de un GC, o usando un disolvente que puede ser analizado mediante LC. La 

desorción líquida acoplada a LC puede llevarse a cabo en modo estático o dinámico, 

existiendo varias interfases disponibles comercialmente [27]. Existen dos modos diferentes 

para realizar la etapa de extracción: mediante DI de la fibra en la disolución de la muestra 

o exponiendo la fibra al HS en contacto con la muestra. Generalmente, el modo DI se 

aplica para la extracción de analitos de baja volatilidad, mientras que el modo HS se utiliza 

para compuestos volátiles. Cuando la matriz de la muestra es compleja, el modo DI puede 

provocar un rápido deterioro de la fase extractante.  

 La extracción mediante SPME generalmente no es exhaustiva sino que se trata de 

una técnica de equilibrio. Aunque se obtiene la máxima sensibilidad en el equilibrio, no es 

necesario llegar a este punto, pudiendo acortar así el tiempo de análisis si se trabaja a un 

tiempo fijo inferior al del equilibrio. La temperatura y tiempo de extracción así como la 

velocidad de agitación de la disolución de muestra deben optimizarse para cada caso 

particular. En cuanto al volumen de fase extractante en SPME es limitado, lo que acota su 

capacidad de enriquecimiento.  

Existe comercialmente disponible una gran variedad de fases extractantes en SPME 

con espesores y polaridades diferentes [28,29]. La naturaleza del recubrimiento polimérico 

determina el tipo de retención del analito (absorción o adsorción). Actualmente existen 

disponibles comercialmente seis recubrimientos poliméricos: polidimetilsiloxano (PDMS), 

divinilbenceno (DVB), poliacrilato (PA), carboxen (CAR), carbowax (CW) y polietilenglicol 

(PEG), que de forma individual o combinados posibilitan la extracción de una amplísima 

variedad de analitos de muy diferentes grados de polaridad. Sin embargo, los principales 

problemas de las fibras comerciales (variaciones entre análisis y falta de robustez) han 

conducido al desarrollo de nuevos recubrimientos basados en el uso de la tecnología sol-
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gel, polímeros de impresión molecular (Molecularly-Imprinted Polymers, MIPs) [30] y 

electrodeposición química para obtener recubrimientos de SPME de mayor estabilidad 

térmica, enlazados químicamente a la fibra de sílice y de menor fragilidad que los 

comerciales [31,32]. 

Los efectos de matriz pueden ser importantes y, generalmente, la cuantificación 

requiere el uso de estándares conteniendo la matriz o el empleo de adiciones estándar a 

las muestras. 

Las principales ventajas de la extracción por SPME comparada con la extracción 

con disolventes son la minimización del uso de disolventes, la combinación de muestreo y 

extracción en una única etapa y la habilidad para tratar con muestras de pequeño tamaño. 

Además, también presenta una elevada sensibilidad, pudiéndose aplicar para la extracción 

de analitos de diferente polaridad en un amplio rango de matrices.  

Una alternativa a SPME es la técnica SPME en tubo (in-tube SPME) que usa un 

capilar recubierto internamente, a través del que fluye la muestra o es introducida 

repetidamente. Esta técnica se desarrolló debido a las dificultades del acoplamiento SPME-

LC. Los analitos atrapados en el recubrimiento interno del capilar son después desorbidos 

introduciendo el capilar en un flujo de fase móvil o mediante desorción estática en un 

disolvente. Un inconveniente de estos dispositivos es que es necesario eliminar las 

partículas de las muestras antes de la extracción (por centrifugación o filtración) para 

evitar taponamientos del capilar [33,34]. 

En SBSE se recubre una barra magnética con una fina capa de material absorbente 

[35]. Dado que se consigue un volumen de fase extractante mayor, en SBSE se obtiene 

mayor recuperación y mayor capacidad de extracción que en SPME [36]. En general, se 

considera que SBSE es superior a SPME en términos de sensibilidad y exactitud para la 

deteminación de compuestos a nivel de trazas en matrices complejas.  

Una vez que los analitos han sido transferidos desde la muestra a la fase 

absorbente de la barra de agitación, la desorción de los mismos puede llevarse a cabo por 

desorción térmica en el puerto de inyección de un cromatógrafo de gases o por desorción 

líquida con un disolvente adecuado. Un inconveniente de SBSE, cuando las medidas 

instrumentales se van a llevar a cabo mediante GC, es la etapa de desorción, ya que como 

el analito está absorbido en el recubrimiento de la barra agitadora no puede desorberse 



28 ____________________________________________________________  Introducción 

 

  

directamente en el puerto de inyección del equipo de GC. Por tanto, el analito debe ser 

reextraído en un disolvente adecuado, lo que añade una etapa adicional al método 

completo, o habrá que emplear una unidad especialmente diseñada para la desorción 

térmica. Al igual que en SPME, la barra agitadora también puede utilizarse para la 

extracción de componentes volátiles y semivolátiles de la muestra, manteniéndola en el 

espacio de cabeza por encima de esta, y para la extracción de componentes no volátiles, 

sumergiéndola en la disolución de la muestra. Dado que esta técnica de preconcentración 

ha sido aplicada en el método analítico propuesto en el Capítulo IV, una exposición más 

detallada acerca de fundamentos, metodología y aplicaciones de la misma, puede 

encontrarse en la Introducción de dicho Capítulo. 

El uso de recubrimientos poliméricos monolíticos en SBSE [37], teniendo en cuenta 

sus propiedades de alta permeabilidad y biocompatibilidad, ha permitido no sólo la 

aplicación de la técnica a muestras de carácter biológico sino también, empleando 

determinados polímeros monolíticos, la extracción de analitos polares. Sin embargo, 

algunos de estos recubrimientos resultan dañados muy rápidamente como consecuencia 

del contacto directo de las barras de agitación con las paredes del recipiente contenedor 

de la muestra. Por esta razón, los recubrimientos polares de PA y PEG se comercializan 

protegidos por una malla metálica que impide el contacto directo con la base del 

recipiente. La técnica denominada Extracción por Adsorción sobre Varillas Agitadoras (Stir 

rod sorptive extraction, SRSE) surge asimismo para evitar ese problema de fricción directa 

de las barras de agitación con el recipiente [38,39]. La aplicación de la técnica SRSE ha 

sido también ampliada con otros tipos de recubrimientos para la preconcentración de 

PAHs [40] y drogas [41]. 

 

2.3.2. TÉCNICAS DE MICROEXTRACCIÓN EN FASE LÍQUIDA BASADAS EN 

PARTICIÓN 

LPME puede definirse de forma práctica como una técnica de preparación de 

muestra por extracción y concentración de muestras líquidas, sólidas o gaseosas en 

microvolúmenes de disolvente (generalmente inferiores a 100 µL). LPME, también llamada 

Microextracción en un Disolvente (Solvent Microextraction, SME) [42] se emplea para 

extracción, purificación y concentración de compuestos volátiles, no volátiles, polares, 
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apolares, iónicos y metálicos en diversos tipos de muestras. Existe una gran variedad de 

técnicas LPME. De hecho, en la bibliografía, podemos encontrar un nombre diferente para 

cada variante, lo que conduce a un número ilimitado de acrónimos que en ocasiones 

dificulta las búsquedas bibliográficas. La Figura 3 muestra un esquema de la clasificación 

básica de las técnicas LPME [22]. 

 

Microextracción en 
fase líquida (LPME) 

Microextracción en gota simple 
(SDME) 

Dos fases 

Tres fases 

  

 Fibra hueca (HF-LPME) 

LPME asistida por membrana Bolsa de membrana 

  Membrana “flat-sheet” 
 

 

Figura 3. Clasificación de las técnicas de microextracción en fase líquida 

 

Aunque los distintos procedimientos LPME derivan de LLE, es posible distinguir 

entre sistemas de dos y tres fases. Los procedimientos LPME de dos fases se aplican 

generalmente para la extracción directa de compuestos sin carga, ya sean volátiles o no 

volátiles, mientras que los procedimientos LPME de tres fases se usan para la extracción 

de analitos ionizables (cuando se aplican los sistemas líquido-líquido-líquido) y analitos 

volátiles y semivolátiles (al aplicar los sistemas líquido-gas-líquido) [20]. La gran variedad 

de técnicas miniaturizadas de extracción en disolventes a menudo hace difícil conocer cuál 

resulta más adecuada para cada aplicación particular, existiendo en diversos casos varias 

alternativas posibles.  

En los sistemas de dos fases, el extractante debe ser inmiscible con la disolución 

de la muestra y de muy baja solubilidad en agua. La forma en la que la fase extractante 

se expone a la muestra determina el tipo de procedimiento LPME. En la técnica 

denominada Microextracción en Gota Simple (Single-Drop Microextraction, SDME), la gota 

de extractante se encuentra suspendida de la aguja de una microjeringa y se expone a la 

disolución de la muestra que es sometida a agitación [43]. La estabilidad de la gota es 
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limitada, sobre todo en presencia de altas concentraciones de materia orgánica y/o de 

partículas sólidas, o incluso si se aplican elevadas velocidades de agitación a la muestra o 

tiempos largos de extracción. Por tanto, la aplicabilidad de esta técnica se limita a 

extractos de muestra limpios. 

Estas limitaciones se han minimizado con el uso de fibras poliméricas huecas para 

albergar a la fase extractante que además penetra en los poros de las paredes de la fibra 

hueca, dando lugar a la técnica Microextracción en Fase Líquida con Fibra Hueca (Hollow 

Fiber Liquid Phase Microextraction, HF-LPME). La fibra protege a la fase extractante de las 

partículas sólidas presentes en la disolución de la muestra, pudiendo a su vez aplicarse 

velocidades de agitación altas y largos tiempos de extracción. Las fibras más empleadas 

son las de polipropileno por ser compatibles con gran variedad de disolventes orgánicos 

[44]. 

La sustitución del embudo de decantación empleado en LLE clásica por una 

microjeringa ha dado lugar a la técnica denominada Microextracción Dinámica en Fase 

Líquida (Dynamic-LPME) [45]. En esta técnica, la fase extractante se mantiene en una 

microjeringa, y la extracción se produce cuando se expone a la muestra, proceso que se 

repite mediante movimientos continuos del émbolo de la microjeringa. Al igual que ocurre 

con SDME, no se recomienda la aplicación de LPME dinámica a disoluciones conteniendo 

partículas sólidas. 

Recientemente, se han propuesto otras técnicas LPME de dos fases, aprovechando 

diferentes propiedades físico-químicas de la fase extractante, como densidad y/o punto de 

fusión. De entre ellas destacan Microextracción en Gota Simple Directamente Suspendida 

(Directly Suspended Droplet Microextraction, DSDME) [46], Microextracción Líquido-

Líquido Asistida por Vórtice (Vortex-Assisted Liquid-Liquid Microextraction, VALLME) [47], 

Microextracción en Gota Orgánica Flotante Solidificada (Solidification of a Floating Organic 

Drop Microextraction, SFOME) [48], Microextracción con Emulsificación Asistida por 

Ultrasonidos (Ultrasound-Assisted Emulsification Microextraction, USAEME) [49] o DLLME 

[50]. En todas estas técnicas, la gota no se mantiene suspendida sino que se expone de 

forma directa a la disolución de muestra. Además, no sólo se permite la agitación fuerte 

sino que es ventajosa, ya que acelera la cinética y reduce el tiempo de extracción. La 

dispersión completa de la fase extractante en la disolución de la muestra puede 
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conseguirse a través de agitación vórtice, con la aplicación de ultrasonidos o por adición 

de un agente dispersante. En los casos donde la fase extractante se somete a una 

dispersión durante el proceso de extracción, es necesario someter la mezcla a 

centrifugación para conseguir la separación de la fase extractante. DLLME ha sido la 

técnica de preconcentración aplicada en cuatro de los capítulos de esta Tesis Doctoral, 

una revisión más extensa de la misma puede consultarse en la Introducción del Capítulo 

V.  

La técnica DLLME es muy similar a la Extracción en Punto de Nube (Cloud Point 

Extraction, CPE), introducida en 1976 por Watanabe y col. [51], donde los analitos son 

extraídos en un pequeño volumen de una fase rica en un agente tensioactivo. Los 

tensioactivos son moléculas que presentan una parte polar hidrofílica (cabeza) y una parte 

apolar hidrofóbica (cola) que, comúnmente, es una cadena hidrocarbonada lineal 

hidrofóbica, en algunos casos conteniendo anillos aromáticos. En disolución acuosa y a 

muy bajas concentraciones, los tensioactivos generalmente se hallan en forma de 

monómeros. Cuando la concentración de tensioactivo supera un determinado valor, 

conocido como concentración micelar crítica (CMC), los monómeros se asocian formando 

micelas que contienen de 60 a 100 monómeros. Según la naturaleza y concentración del 

tensioactivo y del disolvente, pueden formarse microemulsiones, monocapas, bicapas, etc. 

Estos agregados moleculares tienen capacidad para extraer solutos de diferente 

naturaleza, lo que es aprovechado desde el punto de vista analítico para el desarrollo de 

procedimientos de extracción. 

Cuando una disolución de tensioactivo no iónico se calienta hasta una temperatura 

determinada, conocida como temperatura de punto de nube, se forman dos capas o dos 

fases, con concentraciones distintas de tensioactivo. Al enfriarse la disolución, aparece de 

nuevo una sola fase. La temperatura de nube depende del tipo de tensioactivo, de su 

concentración, así como de la presencia de sales, ácidos y bases, entre otros compuestos.   

Normalmente, la fase extractante empleada en CPE se diluye antes de la 

cromatografía por presentar una viscosidad demasiado alta. Cuando se compara con otras 

técnicas de extracción, el uso de pequeños volúmenes de surfactantes no volátiles, la fácil 

aplicación y la combinación de extracción y enriquecimiento en una única etapa, son 
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ventajas que han de ser destacadas. Sin embargo, algunos surfactantes entorpecen la 

determinación de algunos compuestos mediante LC-UV [52].  

Aunque la mayoría de las aplicaciones de CPE se centran en la determinación de 

iones metálicos, la determinación de algunos compuestos orgánicos también aparece 

reflejada en la bibliografía [53,54]. 

En 2004, se propuso la técnica Microextracción en Barra con Disolvente (Solvent-

Bar Microextraction, SBME) [55] que puede ser considerada como una técnica híbrida 

entre HF-LPME y SBSE. En SBME, la fase extractante se encuentra rellenando el lúmen de 

una pequeña pieza de una fibra hueca porosa sellada en ambos extremos. La barra con 

disolvente se introduce en la disolución de la muestra junto con un núcleo de agitación 

magnética convencional y, tras la extracción durante un periodo de tiempo determinado, 

se saca la barra con disolvente. Seguidamente, empleando una jeringa, se extrae el 

disolvente enriquecido del interior de la pieza de fibra hueca. Del mismo modo que para el 

resto de técnicas de microextracción basadas en fibras huecas, pueden emplearse 

sistemas de dos y de tres fases. Comparada con SDME y HF-LPME, SBME proporciona 

mayores eficiencias de extracción debido al movimiento producido durante la extracción; 

sin embargo, son necesarias varias operaciones sucesivas para la aplicación de SBME. 

Los procedimientos de LPME de tres fases del tipo líquido-líquido-líquido permiten 

la extracción y preconcentración de compuestos ionizables al ajustar el pH de las fases 

dadora y aceptora al valor adecuado. Los analitos se extraen en primer lugar en un 

microvolumen de fase orgánica, para después ser reextraídos en una fase extractante 

acuosa. El pH ha de ajustarse a un valor en el que los analitos estén en forma neutra en la 

muestra y en forma ionizada en la disolución aceptora. Hasta la fecha, se han descrito tres 

procedimientos LPME líquido-líquido-líquido:  

- Microextracción Líquido-Líquido-Líquido (Liquid-Liquid-Liquid Microextraction, 

LLLME) [56], 

- Microextracción Líquido-Líquido-Líquido con Fibra Hueca (Hollow-Fiber Liquid-

Liquid-Liquid Microextraction, HF-LLLME) [57] y 

- LPME Asistida con Membranas (Membrane Assisted-LPME) [58].  
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Debido a que los procesos LPME líquido-líquido-líquido implican dos procesos de 

separación y, además, las fibras poliméricas porosas, en HF-LLME y LPME asistida por 

membranas actúan como filtros, los extractos obtenidos son muy limpios. Por otro lado, 

como los extractos finales son de naturaleza acuosa, son compatibles con LC y no 

necesitan ningún tratamiento adicional previo al análisis instrumental.  

En cuanto a los sistemas LPME líquido-gas-líquido, el procedimiento más 

ampliamente usado es Microextracción en Gota Simple Suspendida en el Espacio de 

Cabeza de la disolución de la muestra (Headspace Single-Drop Microextraction, HS-SDME) 

[59]. En primer lugar, los analitos son transferidos al espacio de cabeza, manteniendo la 

disolución de muestra en agitación, y seguidamente extraídos a la gota de fase 

extractante. La fase extractante seleccionada debe presentar una polaridad similar a la de 

los analitos, y además, un punto de ebullición elevado y una baja presión de vapor. En 

este caso, los extractos finales también son muy limpios, ya que los componentes no 

volátiles de la disolución de muestra no son extraídos, y además, la extracción de 

compuestos de elevado peso molecular está desfavorecida cinéticamente. 

 

2.3.3. COMPARACIÓN DE TÉCNICAS MINIATURIZADAS DE PREPARACIÓN DE 

MUESTRA 

Todas las técnicas consideradas están muy establecidas y se pueden aplicar con 

éxito a un amplio espectro de analitos a diferentes concentraciones y en diferentes 

matrices. La comparación directa de las técnicas es, por tanto, muy difícil, porque es casi 

imposible encontrar muestras similares o analitos que permitan la comparación. Así, se 

presenta un resumen de las principales características de las técnicas de microextracción 

descritas. 

La Tabla 4 resume las principales ventajas e inconvenientes de algunas técnicas 

discutidas [21]. Otra comparación de las diferentes técnicas de microextracción ha sido 

publicada por Kataoka [22]. 
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Tabla 4. Ventajas e inconvenientes de las técnicas miniaturizadas 

Técnica Ventajas Inconvenientes 

SPME  
Rápida, simple, libre de disolventes, 
sensible y eficiente 

Tiempo de vida de las fibras  

 Compatible con GC-FID, GC-MS, etc. 
Temperatura de operación 
recomendada relativamente baja (240-

280 °C)  

 Compatible con LC-UV, LC-MS, etc. 
Inestabilidad e hinchamiento en 
disolventes orgánicos (limitación LC)  

 Calibración para amplio rango de analitos  
Calibración con las mismas disoluciones 
y/o muestras 

 
Tamaño pequeño, útil para muestreo 

portátil  
Rotura de la fibra  

 
Consistente, datos cuantificables a 

concentraciones muy bajas 
Dañado de los recubrimientos  

  Doblado de la aguja  

 Numerosas fases diferentes (selectividad)  
Falta de enlace químico apropriado de 

la fase estacionaria  

 Modos HS y DI  

Recubrimiento de la superficie y 

espesor alto de las fibras 
convencionales 

SDME  Económico  
Inestabilidad de la gota (algunos 

experimentos fallan) 
 No se requiere equipo especial  Precisión media  

 Fácil de operar Superficie de la gota limitada 
 Casi libre de disolventes   

 
Versátil (se pueden usar muchos 

disolventes)  
 

 
Posibilidad derivatización in situ/ 

complejación  
 

 Modos DI y HS  

DLLME  Se require poca cantidad de muestra  Se necesitan tres disolventes  

 Versátil  Hay que aplicar centrifugación 

HF-LPME  

Estabilidad mayor del disolvente orgánico 

(soportado sobre los poros de la 

membrana)  

Efectos de memoria cuando se reusan 
las membranas  

 Económico  Preacondicionamiento de  membranas  

 
Alto potencial de 
automatización/miniaturización  

Precisión media en modo manual  

 
Alta versatilidad y selectividad (sistemas de 
tres-fases y dos-fases)  

Mayoría de estudios en modo estático 
(resolución limitada) 

 Analitos orgánicos e inorgánicos   

 Relaciones de concentración altas  
 Modos DI y HS   

 
Mayor tiempo de muestreo y  temperatura 
que SDME (velocidad de evaporación 

menor)  

 

 Muy útil para propósitos de limpieza   
 Acoplamiento con GC, HPLC, CE, etc.  

 Derivatización in-situ posible   
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2.4. TÉCNICAS DE EXTRACCIÓN PARA MUESTRAS SÓLIDAS 

Como ya se ha indicado anteriormente, los alimentos cubren una gran variedad de 

matrices de propiedades físicas muy diferentes, desde sólidos de pequeño tamaño de 

partícula hasta matrices biológicas como carne, grasas, líquidos o disoluciones. A pesar de 

las técnicas avanzadas de separación e identificación, pocas veces es posible analizar 

alimentos sin manipulación, requiriendo en general las muestras sólidas tratamientos más 

complejos y largos que las muestras líquidas. Las técnicas tradicionales de preparación de 

la muestra, basadas en la digestión húmeda con adición de reactivos, consumen mucho 

tiempo y requieren grandes cantidades de reactivos que son caros, generan numerosos 

residuos, pueden contaminar la muestra e incluso enriquecer los analitos [60].  

Para el análisis de muestras sólidas, los analitos han de ser desorbidos de la matriz 

y disueltos en un disolvente o fluido. El tamaño de partícula es un parámetro importante a 

considerar para la obtención de resultados reproducibles ya que la extensión en la que la 

matriz se halle disgregada puede influir en la velocidad de extracción de los analitos. Es 

por ello que las muestras sólidas pueden requerir un tratamiento previo de tamizado, 

molienda y secado. La solubilidad de los analitos en la fase de extracción, la capacidad de 

dicha fase para penetrar en la muestra y los efectos de la matriz influyen directamente en 

la eficiencia de extracción de los analitos. De forma general, las muestras sólidas se 

homogeneizan directamente o tras haber sido sometidas a un proceso de secado, para 

posteriormente proceder a la extracción exhaustiva de los analitos. La aplicación de la 

mayoría de los métodos de extracción proporciona una disolución orgánica o acuosa 

conteniendo los analitos de interés, que a menudo requiere concentración o alguna 

limpieza adicional. Los extractos finalmente obtenidos pueden ser tratados como muestras 

líquidas mediante métodos miniaturizados, que ya han sido revisados anteriormente.   

La extracción inicial de los analitos desde la matriz sólida implica el uso de 

diferentes técnicas analíticas. Extracción Sólido-Líquido (SLE) y Soxhlet son técnicas 

ampliamente conocidas para el tratamiento de muestras sólidas y semisólidas. A pesar de 

sus limitaciones, como son el uso de cantidades grandes de muestra y disolventes 

orgánicos o manipulación de la muestra difícil de automatizar, han persistido sin modificar 

durante más de un siglo, datando de 2004 las primeras modificaciones de la extracción 

Soxhlet [61,62].  
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La Extracción Líquida Presurizada (Pressurized Liquid Extraction, PLE) implica la 

extracción con disolventes líquidos, siempre a temperaturas y presiones elevadas [63]. A 

esta técnica se le conoce también como Extracción Acelerada en Disolventes (Accelerated 

Solvent Extraction, ASE), Extracción en Fluidos Presurizados (Pressurized Fluid Extraction, 

PFE) y Extracción en Disolventes a Alta Presión (High-Pressure Solvent Extraction, HPSE), 

entre otras denominaciones. En PLE, la solubilidad de los analitos en la fase extractante 

aumenta como consecuencia de la disminución de la viscosidad de los disolventes al 

trabajar a altas temperaturas. Estas temperaturas elevadas también pueden facilitar la 

liberación de los analitos de la matriz de la muestra. PLE puede llevarse a cabo en modo 

estático o dinámico o una combinación de ambos. En modo estático, la muestra se 

introduce en un recipiente cerrado relleno con el extractante y, tras la extracción, este es 

purgado con nitrógeno hasta un vial colector. En los sistemas dinámicos, el disolvente 

fluye continuamente a través de la muestra, por consiguiente, el volumen de disolvente 

empleado será mayor que al trabajar en modo estático y además el extracto final será 

más diluido. Diversas aplicaciones de PLE para análisis de alimentos quedan recogidas en 

las revisiones de Carabias-Martínez y col. [64] y Mendiola y col. [65].   

La técnica de Extracción en Agua Supercaliente (Super-Heated Water Extraction, 

SHWE) es un tipo de PLE donde la fase extractante es agua, pero suele tratarse aparte ya 

que el uso de agua como disolvente ofrece unas ventajas específicas no alcanzadas 

cuando se utilizan otros extractantes. El gran número de enlaces por puente de hidrógeno 

en el agua le confiere un elevado punto de ebullición y una constante dieléctrica alta. Esta 

técnica usa agua en fase condensada entre 100 ºC y el punto crítico y se caracteriza por 

ser más limpia, rápida, económica y respetuosa con el medio ambiente que los 

procedimientos convencionales. Cuando se calienta el agua bajo presión, su polaridad 

disminuye, hasta tal punto que entre 100 y 200 ºC actúa como un disolvente de polaridad 

media baja. Un inconveniente importante de SHWE es que el extracto obtenido es una 

disolución acuosa diluida, por tanto, para análisis de trazas, será necesaria una etapa de 

preconcentración previa a la medida instrumental y, además, para muestras de alimentos, 

también será necesaria la inclusión de otra etapa de limpieza del extracto acuoso 

obtenido, etapa también requerida para los extractos obtenidos por PLE [66-67]. 

 La Extracción en Fluidos Supercríticos (Supercritical Fluid Extraction, SFE), a pesar 

de que su uso ha disminuido en los últimos años, sigue considerándose como una técnica 
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de extracción interesante por sus características únicas [65,68], de entre las que destacan 

la capacidad de extracción de compuestos térmicamente lábiles o fácilmente oxidables, 

empleando dióxido de carbono como extractante, con cinéticas más rápidas que la 

mayoría de los líquidos. Uno de los motivos por los que ha disminuido la frecuencia del 

uso de SFE es la polaridad baja de los fluidos comúnmente empleados como extractantes, 

que limita la aplicabilidad de la técnica. De hecho, los compuestos lipídicos suelen ser 

extraídos junto con los analitos de interés, siendo la extracción de lípidos para la 

determinación del contenido en grasa, una de las principales aplicaciones de SFE en 

análisis de alimentos. Además, otro problema importante de SFE es la robustez del 

método comparada con otras técnicas, ya que las condiciones han de ser consistentes 

para conseguir extracciones reproducibles. Por otra parte, SFE proporciona elevadas 

eficiencias de extracción con sólidos finamente divididos, como materiales vegetales 

desecados, mientras que las extracciones desde muestras líquidas o húmedas resulta 

difícil. Zougagh y col. publicaron una revisión bibliográfica de aplicaciones de SFE al 

análisis de alimentos [69]. 

La eficiencia de extracción puede mejorarse mediante la aplicación de energía 

auxiliar como en Extracción Asistida por Microondas (Microwave Assisted Extraction, MAE) 

y en Extracción Asistida por Ultrasonidos (Ultrasound Assisted Extraction, UAE).   

En MAE, la muestra es agitada y calentada durante la extracción, siendo sólo 

aplicable para analitos térmicamente estables debido a que la muestra es sometida a altas 

temperaturas. Las aplicaciones de MAE para la extracción de compuestos orgánicos son 

mucho más limitadas que, por ejemplo, para otros analitos como los metales, ya que los 

disolventes apolares no absorben la energía de las microondas. MAE puede llevarse a cabo 

en recipientes abiertos o cerrados, refiriéndonos a Extracción Focalizada Asistida por 

Microondas (Focused Microwave-Assisted Extraction, FMAE) y Extracción Presurizada 

Asistida por Microondas (Pressurized Microwave-Assisted Extraction, PMAE), 

respectivamente. PMAE es muy parecida a PLE, ya que se trabaja con el disolvente a alta 

temperatura y presión en ambos casos. La principal ventaja de MAE son sus tiempos 

cortos de extracción, las altas eficiencias de extracción usando cantidades pequeñas de 

disolvente y su aplicabilidad incluso para algunos compuestos lábiles térmicamente [70]. 

Del mismo modo que en PLE y SHWE, los extractos suelen requerir etapas posteriores de 

preconcentración y/o limpieza. 
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La sonicación consiste en la aplicación de ondas sonoras con frecuencias superiores 

a 20 Hz que viajan a través de la materia provocando variaciones de presión negativas y 

cavidades. Estas cavidades implosionan cuando no absorben la energía de los 

ultrasonidos, provocando aumentos bruscos de presión y temperatura en determinados 

puntos de la muestra, que conducen a la liberación de los analitos desde la matriz donde 

se hallan retenidos. UAE puede llevarse a cabo por medio de baños o sondas, siendo en 

cualquier caso las sondas la vía más eficaz. UAE es una alternativa muy interesante a las 

técnicas clásicas de preparación de muestras para la extracción de compuestos orgánicos 

desde matrices de alimentos [71]. En UAE la eficiencia de extracción depende 

directamente del tiempo de sonicación y de la temperatura, y aunque el incremento de la 

temperatura mejora dicha eficiencia, si los analitos son térmicamente inestables será 

necesario el control de este parámetro. De nuevo, al igual que PLE, SHWE y MAE, los 

extractos obtenidos por UAE requieren usualmente etapas de limpieza y/o 

preconcentración. Recientemente, se han recopilado las aplicaciones de UAE para la 

determinación de contaminantes en alimentos [72]. La energía de ultrasonidos se ha 

usado también para acelerar otros procesos de extracción o purificación, como SPE [73] o 

MSPD [74].  

Determinadas muestras de alimentos con altos grados de humedad, como los 

tejidos animales, pueden causar problemas en la aplicación de las técnicas de extracción 

anteriormente expuestas, debido a la dificultad para preparar la muestra en una forma 

adecuada para que el fluido extractante pueda difundir a través de la misma y extraer los 

analitos. El secado o liofilización de la muestra para poder conseguir un sólido finamente 

dividido, en ocasiones no es una buena opción, ya que las células pueden colapsar 

formando agregados que retienen los analitos. La técnica MSPD representa una solución 

para estas muestras, aunque su uso se puede extender a otros tipos de muestras [3]. La 

fase dispersante tiene una estructura porosa que permite al disolvente penetrar en la 

matriz y extraer los analitos, y además puede retener los lípidos [75]. La muestra se 

mezcla con el dispersante sólido, pudiendo la mezcla ser empaquetada en un cartucho 

vacío de SPE y, seguidamente, se procede al lavado y elución con un pequeño volumen de 

disolvente. Esta técnica utiliza menos disolvente que LLE y puede eliminar la necesidad de 

extracciones múltiples. La selección adecuada del agente dispersante y del disolvente de 

extracción permite en muchos casos obtener extractos que pueden ser analizados 
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directamente mediante cromatografía. Los materiales dispersantes empleados en MSPD 

son similares a los de SPE, siendo los más usados los de RP, sobre todo C8 y C18, ya que 

retienen eficientemente componentes de la matriz de polaridad media y baja. Cuando los 

extractos obtenidos no son suficientemente limpios, o bien la técnica de separación-

detección a aplicar no es suficientemente selectiva, es necesario incluir alguna etapa extra 

de purificación, que generalmente se lleva a cabo en discontinuo. Sin embargo, se han 

descrito procedimientos de limpieza de la matriz adsorbida en el dispersante de forma 

previa a la elución de los compuestos de interés o de empaquetamiento de adsorbentes 

extra para retención de los interferentes.  

Las tendencias actuales en MSPD se centran en el uso de nuevos materiales 

dispersantes [76,77], la miniaturización del proceso [78] y su combinación con otras 

técnicas novedosas de preparación de muestra con objeto de mejorar la sensibilidad y 

selectividad del proceso de extracción [79-81]. Sin embargo, no podemos obviar el hecho 

de que MSPD, aunque útil para el análisis de trazas, en particular como una ayuda o 

alternativa a LLE o SPE, es difícilmente automatizable y puede consumir mucho tiempo 

cuando el número de muestras para análisis es alto [4]. 

 

2.5. TÉCNICAS DE EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA 

La eliminación de interferencias de la matriz y/o la preconcentración de los analitos 

de interés de muestras líquidas y/o extractos de muestras sólidas ha sido llevada a cabo 

ampliamente mediante la técnica SPE, que es considerada como la más empleada para el 

análisis de alimentos [4]. SPE fue introducida a mediados de los 70 y comenzó a 

comercializarse en 1978 como una alternativa a LLE [82], que consume menor volumen 

de disolventes orgánicos que esta última, aunque nada comparable con las técnicas 

miniaturizadas de extracción. En la actualidad, se comercializan cartuchos y discos de una 

gran variedad de matrices para la aplicación de SPE.  

SPE implica una partición líquido-sólido, donde la fase extractante es un 

adsorbente sólido, que ha sido ampliamente utilizada para eliminar y/o concentrar trazas 

de compuestos orgánicos de muestras líquidas o disoluciones. El adsorbente es 

seguidamente lavado con un pequeño volumen de disolvente para romper sus enlaces 

adsorbente-analito, teniendo lugar generalmente la elución de los analitos. Existen 
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comercialmente disponibles diferentes adsorbentes en los que la extracción/retención de 

los analitos tiene lugar a través de distintos mecanismos. Los analitos se enlazan a los 

sitios activos del material adsorbente, siendo, por tanto, importante el área superficial de 

la fase adsorbente y no su volumen. Hennion publicó un review donde se detallan las 

etapas de desarrollo del método, su acoplamiento a LC y todos los tipos de adsorbentes 

SPE [83]. Algunas aplicaciones interesantes de SPE al análisis de alimentos han sido 

recopiladas por Buldini y col. [60] y Zhang y col. [52]. 

Existe una gran variedad de adsorbentes, pudiendo encontrar desde fases 

enlazadas C8 y C18 sobre sílice, resinas poliméricas (poliestireno/DVB), Florisil (silicato de 

magnesio activado), adsorbentes polares como alúmina, carbón activo, sílice y fases ciano- 

y amino-enlazadas. También se pueden enlazar grupos funcionales iónicos, tales como 

ácido carboxílico o grupos amino, a sílice o adsorbentes poliméricos para crear 

adsorbentes de intercambio iónico. Estas diferentes fases permiten utilizar interacciones 

basadas en adsorción, enlaces de hidrógeno, interacciones polares y no polares, 

intercambio catiónico o aniónico, o exclusión por tamaños.  

Gracias a los últimos avances en la síntesis de materiales adsorbentes se dispone 

de materiales con un tamaño de partícula muy pequeño, que proporcionan mayores 

capacidades de retención que los rellenos convencionales. Este hecho ha promovido 

también el uso de cartuchos SPE de menor tamaño sin pérdidas significativas de eficiencia 

de retención, que disminuyen el volumen de muestra desde 0,5-1 L a menos de 50-100 

mL, pudiendo a su vez ser eluidos los analitos con volúmenes del disolvente adecuado de 

50 a 100 µL. Estas nuevas características de SPE han promovido el desarrollo de sistemas 

en línea SPE-LC [84]. Sin embargo, aún considerándose viable el acoplamiento en línea de 

SPE con LC, los avances en este sentido han sido mínimos, dirigiéndose las investigaciones 

principalmente hacia la reducción del consumo de muestra y la simplificación de su 

tratamiento. 

SPE es más simple, consume menos disolvente y es más fácil de automatizar que 

LLE, además la formación de emulsiones a menudo encontrada en LLE puede ser evitada 

de forma efectiva. Cuando se compara SPE con SFE, PLE, MAE y UAE, SPE generalmente 

completa la etapa de preparación de la muestra, no requieriéndose ninguna etapa 

adicional de limpieza y/o concentración. Sin embargo, SPE presenta una serie de 
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desventajas que no pueden obviarse, como son el alto consumo de disolventes orgánicos 

respecto de las técnicas de microextracción, la difícil selección de los adsorbentes y 

eluyentes más adecuados, el empaquetamiento debe ser uniforme para conseguir una alta 

eficiencia, los sistemas automáticos pueden tener problemas de reproducibilidad y el 

hecho de que los cartuchos comerciales no pueden reutilizarse. Además, la matriz de la 

muestra también puede dificultar la capacidad del adsorbente para extraer los analitos 

debido a competencias en la retención [52]. 

La Microextracción en Jeringa Empaquetada (Microextraction in Packed Syringe, 

MEPS) puede considerarse como la versión miniaturizada de la técnica SPE, en la que una 

masa del orden de 1 mg se coloca en la cabeza de la aguja de una microjeringa. Para 

llevar a cabo la extracción, se aspiran sucesivamente volúmenes del orden de 10 a 250 µL 

de la disolución acuosa de muestra, permitiendo la preconcentración de los analitos en la 

fase adsorbente. La elución de los analitos se lleva a cabo empleando volúmenes de 20 a 

50 µL del disolvente adecuado, que será transferido a LC o GC. El campo de aplicación 

más importante de la técnica MEPS es el del bioanálisis [85], encontrándose en la 

bibliografía solamente una aplicación al análisis de alimentos [86]. 

La Extracción Dispersiva en Fase Sólida (Dispersive Solid Phase Extraction, DSPE) 

bajo la metodología de preparación de muestra denominada QuEChERS, fue introducida 

en 2003 [87] y se basa en una extracción a microescala empleando acetonitrilo, absorción 

de agua y partición líquido-líquido usando sulfato magnésico y cloruro sódico, y limpieza 

mediante SPE dispersiva empleando un adsorbente tipo amina primaria/secundaria (PSA) 

para eliminar componentes polares de la muestra. En análisis de alimentos, otros 

adsorbentes como C18 pueden acompañar a la PSA en la etapa de dispersión de la fase 

sólida, para eliminar componentes lipofílicos extraídos en el acetonitrilo [88]. Extracción, 

separación y limpieza se combinan en una única etapa, evitando así homogeneización, 

filtración, uso de grandes volúmenes de disolvente, evaporación, condensación y/o 

posibles intercambios de disolventes para la determinación cromatográfica. La abreviatura 

con la que se conoce esta técnica proviene de rápida, fácil, barata, efectiva, robusta y 

segura (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe), adjetivos que describen sus 

ventajas sobre LLE. Hasta el momento, acetonitrilo es el extractante más empleado en 

QuEChERS pues, aunque es miscible con el agua, se puede separar de esta fácilmente 

mediante adición de sales y centrifugación, y además presenta numerosas ventajas sobre 
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otros disolventes como acetona y metanol. Si se compara la técnica QuEChERS con LLE las 

ventajas son claras, ya que se simplifican enormemente las etapas de extracción y 

limpieza con resultados cuantitativos [52], prueba de ello son las numerosas aplicaciones 

para la cuantificación de pesticidas en alimentos recopiladas recientemente [89]. 

 

3. ACOPLAMIENTO DE LA CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA CON LA 

ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

La combinación de la cromatografía con MS ha atraído gran interés en los últimos 

años. La primera combinación comercial data de 1967, siendo para GC con MS. La 

hibridación GC-MS se ha aceptado como una técnica de análisis de rutina, debido a la 

disponibilidad de interfases tanto para columnas empaquetadas como capilares, que 

permiten la transferencia eficiente de una gran variedad de compuestos, susceptibles de 

ser separados mediante GC, hasta el espectrómetro. La realidad es que para que los 

compuestos puedan ser separados mediante GC, han de ser volátiles a las temperaturas 

usadas para la separación, y térmicamente estables; siendo precisamente estas 

características los requisitos necesarios para producir un espectro de masas empleando 

impacto electrónico o ionización química.  

Sin embargo, esto no es así cuando se considera la combinación LC-MS. Las 

incompatibilidades entre ambas técnicas impiden que puedan combinarse de forma 

directa, ya que LC trabaja en fase condensada y MS opera bajo vacío. Es, por tanto, 

necesario emplear una interfase cuyo propósito principal es la eliminación de la fase móvil. 

LC es muy efectiva en la separación de compuestos no volátiles e inestables 

térmicamente. El detector más ampliamente usado para LC es, sin duda, el de absorción 

UV, que dependiendo del modo en el que se emplee, puede considerarse como específico 

o general. Si se dispone de un detector DAD se puede monitorizar más de una longitud de 

onda y medirse la relación entre las absorbancias. La concordancia entre la relación 

medida para una muestra y la obtenida para una disolución estándar del analito 

proporciona más fiabilidad de identificación que cuando se trabaja a una sola longitud de 

onda, como ocurre en los detectores de absorción UV. Sin embargo, aún en el caso del 

uso de DAD no se tendrá certeza absoluta en la identificación del compuesto [90]. 
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De hecho, la falta de detectores LC sensibles y selectivos, ha limitado el uso de 

esta técnica en el análisis de muestras con matrices de alta complejidad, como es el caso 

de los alimentos. Hasta hace dos décadas, no se disponía de una interfase apropiada de 

LC con MS porque este acoplamiento no se consideraba natural, ya que no solo los 

analitos han de ser ionizados sino que también se requiere la vaporización de la fase 

móvil. En la actualidad, este problema ha sido resuelto con las fuentes de Ionización a 

Presión Atmosférica (Atmospheric Pressure Ionization, API), que han convertido LC-MS en 

un método ideal y ampliamente usado debido a su gran especificidad, sensibilidad y 

eficiencia [1,91]. Las técnicas API son compatibles con los sistemas eluyentes de fase 

reversa, considerando el uso de disolventes volátiles y aditivos en la separación 

cromatográfica y manteniendo las ventajas de LC [92-94]. 

La investigación en el acoplamiento de LC y MS se inició en los primeros años de la 

década de 1970. En los siguientes 20 años, se enfocó casi toda la atención en resolver los 

problemas de la interfase y la construcción de nueva tecnología. Sin embargo, en la 

actualidad la mayoría de los investigadores en LC–MS se centran en la aplicación de las 

técnicas disponibles comercialmente en su campo de interés. Los problemas tecnológicos 

en la interfase parecen haber sido resueltos, y de la gran variedad de interfases 

desarrolladas, las más comúnmente usadas en LC-MS son ESI, APCI y APPI, siendo todas 

ellas técnicas API [1]. Con ESI y APCI, se han desarrollado estrategias analíticas de LC-MS 

en muchas áreas aplicadas, como análisis ambiental, desarrollo de drogas en la industria 

farmacéutica, análisis de residuos de drogas veterinarias, caracterización de productos 

naturales y caracterización de biomoléculas como péptidos, proteínas, oligosacáridos, 

lípidos y oligonucleótidos [95,96]. 

 

3.1. INTERFASES PARA LC–MS 

Los sistemas LC–MS se basan casi exclusivamente en interfases API de “ionización 

débil”. La Figura 4 compara la aplicabilidad de las tres técnicas de ionización ESI, APCI y 

APPI de acuerdo con el peso molecular de los compuestos y su polaridad [1].  
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Figura 4. Comparación del campo de aplicación de los tres modos de ionización a presión 

atmosférica [1] 

 

Para compuestos de polaridad moderada a alta, ESI constituye la técnica de 

ionización más importante en MS acoplada a LC para el análisis de compuestos orgánicos 

de elevado peso molecular (>1000 Da) [1,97]. APCI es más útil para compuestos no 

iónicos, de polaridad baja a alta y de peso molecular moderado. APPI se considera 

complementaria a ESI y APCI ya que amplía el intervalo de compuestos analizables a 

moléculas de muy baja polaridad que no son fácilmente ionizables. Puede concluirse que 

no existe ninguna técnica de ionización útil para todo tipo de compuestos; es decir, ciertas 

moléculas son más eficientemente ionizadas en un modo y otras requieren otro tipo de 

ionización, por ejemplo ESI o APCI. Además, una vez seleccionada la técnica de ionización, 

algunas sustancias son determinadas de forma más efectiva a partir de sus iones cargados 

positivamente, mientras que para otras es preferible la ionización negativa. Por ejemplo, 

los ácidos son más fácilmente ionizados con ESI en modo negativo mientras que las 

aminas se ionizan mejor con ESI en modo positivo.   

Existen comercialmente disponibles una amplia variedad de diseños de fuentes 

API. Una fuente API consta de cinco partes: 

(1) el dispositivo de introducción del líquido,  

(2) la región de fuente de iones a presión atmosférica, donde se generan los iones 
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por ionización ESI, APCI, APPI u otros medios, 

(3) la apertura de muestreo de iones, 

(4) la interfase de presión atmosférica a alto vacío: la región de transición, y 

(5) el sistema de iones óptico, donde los iones generados en la fuente son 

enriquecidos y transportados hacia el analizador de masas de alto vacío. 

La Figura 5 muestra un diagrama esquemático de una fuente API [95]. Mediante el 

intercambio del lateral derecho, es posible cambiar fácilmente entre ESI y APCI.  

 

 

Figura 5. Diagrama esquemático de una fuente API para LC–MS. El intercambio del 

lateral derecho permite cambiar entre ESI y APCI 

 

El principio operacional de la mayoría de interfases API y diseños generales de 

fuente de iones es el siguiente [96]: el efluente de la columna de LC (o cualquier otro flujo 

líquido) es nebulizado en una región de fuente de iones a presión atmosférica. La 

nebulización se lleva a cabo (1) neumáticamente, es decir, en el nebulizador calentado 

APCI, (2) por medio de la acción de un campo eléctrico fuerte, es decir, en ESI, (3) por 

una combinación de ambos, es decir, en ESI por spray de iones (ion–spray) o asistido 

neumáticamente (pneumatically–assisted) o (4) por impacto de fotones APPI. Los iones 

son producidos a partir de las gotas evaporadas, o por reacciones ión–molécula en fase 

gaseosa, por la desorción, evaporación o desolvatación suave de iones a partir de estas 

gotas o por impacto de fotones. Los iones generados, junto con el vapor del disolvente y 

Analizador 
de masas 
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el gas del baño de nitrógeno, son muestreados por una apertura de muestreo de iones en 

una primera etapa de bombeo. La mezcla del gas, vapor del disolvente e iones se expande 

supersónicamente en esta región de baja presión. El núcleo de la expansión se muestrea 

por una boquilla en una segunda etapa de bombeo, conteniendo los iones enfocados y 

dispositivos de transferencia para transportar de forma óptima los iones al analizador de 

masas. 

Desde el punto de vista del vacío, no es importante si se nebuliza una velocidad de 

flujo de líquido alta o baja, porque el orificio de muestreo actúa como una restricción fija 

entre la región a presión atmosférica y la primera etapa de muestreo. Desde el punto de 

vista de MS, no es importante si los iones son generados por ESI o APCI, aunque pueden 

ser necesarias variaciones de voltaje ligeramente diferentes en las ópticas de los iones 

debido a algunas diferencias en las energías cinéticas de los iones.  

En ESI, fuente más ampliamente usada en LC-MS, la ionización tiene lugar 

directamente desde la disolución, que pasa a presión atmosférica a través de una aguja 

coaxial, construida de acero inoxidable o un capilar interno de sílice fundida donde se 

aplica un voltaje alto (generalmente de 3 a 4 kV). El gas nebulizador se introduce a través 

de un capilar externo de acero inoxidable. La nebulización del líquido se debe a la acción 

combinada de la aplicación de un campo eléctrico grande resultante de la diferencia de 

potencial entre la aguja ESI y un contraelectrodo circundante, y la nebulización neumática. 

La evaporación del disolvente desde las gotas es asistida por una corriente de gas 

nitrógeno. Con la evaporación del disolvente, las gotas van disminuyendo progresivamente 

de volumen hasta alcanzar un punto crítico en el que la repulsión electrostática es mayor 

que la tensión superficial, por lo que la gota sufre una desintegración electrohidrodinámica 

inducida por el campo o explosión de Coulomb. Esto da como resultado la formación de 

microgotas altamente cargadas. De las microgotas, aparecen iones en la fase gaseosa 

debido a la emisión o desorción de iones preformados de la superficie de la gota (modelo 

de evaporación de iones) o debido a la desolvatación suave de iones preformados (modelo 

de carga-residuo) [98,99]. Esta secuencia de eventos que lleva a la formación de iones en 

fase gaseosa en ionización por ESI se muestra en la Figura 6.  
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Figura 6. Secuencia de eventos que conduce a la formación de iones en ESI 

 

En APCI, el efluente de la columna es introducido en un nebulizador donde se 

convierte en una niebla de finas gotas al confluir con una corriente de nitrógeno gaseoso a 

alta velocidad. Las gotas formadas se calientan en un tubo a alta temperatura (300-500 

ºC) donde la fase móvil es vaporizada y los analitos transferidos a la fase gas. El voltaje 

aplicado (1-5 kV) sobre la aguja de descarga en corona provoca la formación de iones 

reactivos a través de una serie de reacciones químicas con las moléculas de disolvente y la 

corriente de nitrógeno, produciéndose N2
+, que colisiona con las moléculas de disolvente 

vaporizado formándose H3O
+ y OH-. La colisión de H3O

+ y OH- con las moléculas de analito 

provoca la formación de los iones moleculares que serán positivos [M+H]+ si tiene lugar 

una transferencia de protones hacia ellos o negativos [M-H]- si los iones OH- actúan 

sustrayendo un protón de la molécula de analito. La Figura 7 muestra un esquema del 

proceso de ionización en una fuente APCI. 

En APPI, las gotas de disolvente se calientan a elevadas temperaturas y las 

moléculas de analito interaccionan con fotones (de energías superiores a 10 eV) emitidos 

desde una fuente de luz, produciendo así iones moleculares [M]+. La excitación de una 

molécula por un fotón puede expulsar un electrón si la energía del fotón excede el 

potencial de ionización de dicha molécula. Este proceso es independiente de las moléculas 

circundantes, lo que minimiza los efectos de supresión. Dado que ni el gas nitrógeno 

empleado en la nebulización ni las moléculas de los disolventes comúnmente empleados 
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como fase móvil se ionizan, la selectividad es una de las propiedades más características 

de APPI. La fuente de ionización APPI se ha empleado para análisis de PAHs, esteroides y 

pesticidas [100-102], entre otros compuestos. 

Hay algunas reglas básicas para seleccionar el modo de ionización y la interfase 

[90,91]. 

 

Figura 7. Secuencia de eventos que conduce a la formación de iones por APCI [1] 

 

Una característica de la especificidad de LC-MS es su habilidad para simplificar o 

incluso eliminar, la preparación de la muestra y así la separación cromatográfica permite 

conseguir mayor frecuencia de muestreo. A pesar de esto, la complejidad de la muestra y 

el número de compuestos que coeluyen con los analitos generan un problema muy 

importante en LC-MS, las interferencias de la matriz. Estas interferencias son causadas por 

sustancias coextraídas desde la muestra, que pueden provocar aumento o supresión de la 

señal de los analitos [90,103]. El efecto matriz se relaciona con la fuente de ionización y 

es atribuido a la influencia de los componentes de la matriz en los procesos de ionización 
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en las interfases API, causando un efecto positivo o negativo en la cantidad de iones 

formados a partir de los analitos. 

Estos efectos dependen fuertemente del compuesto, y son también más 

pronunciados con ESI y con APCI y, en menor extensión, con APPI porque en la última 

interfase, la ionización de los analitos depende de la energía de ionización del analito más 

que de su afinidad por los protones como en las dos primeras. Este fenómeno puede 

comprometer la exactitud de los resultados analíticos en el análisis de trazas de muestras 

complejas. Sin embargo, el mecanismo exacto del fenómeno de interferencias de la matriz 

no es bien conocido, dando lugar a diferentes teorías sobre el origen del efecto matriz. 

Estos efectos provocan que la respuesta de un analito en un disolvente puro varíe 

significativamente en la matriz de una muestra. Esto se puede comprobar fácilmente 

comparando la respuesta obtenida de una disolución estándar y de una muestra 

pretratada fortificada (fortificación post-extracción). 

Hay dos formas generales para eliminar el efecto matriz en análisis cuantitativo. En 

primer lugar, se pueden eliminar los constituyentes de la muestra responsables de los 

efectos matriz. Esto implicaría mejorar el pretratamiento de la muestra y/o la separación 

cromatográfica (eficiencia y/o resolución). Aunque esto en principio sería lo mejor, puede 

ser difícil de conseguir, especialmente en análisis de multi-residuos, donde pueden estar 

implicadas una variedad de interferencias. Alternativamente, se puede reducir o eliminar la 

influencia que tienen los efectos matriz sobre la exactitud y/o precisión del método. Esto 

se puede conseguir mediante: cambio a otro método de ionización, cambio de la 

composición de la fase móvil y/o uso de estandarización adecuada. En muchos casos, se 

pueden combinar ambas posibilidades para conseguir resultados cuantitativos. Sin 

embargo, la forma más fácil de eliminar el fenómeno de supresión/aumento por la matriz, 

sin ninguna limpieza de la muestra laboriosa y/o separación cromatográfica complicada, es 

aplicar una técnica de calibración apropiada que compense el efecto matriz. 

Los efectos matriz en LC-API-MS pueden ser compensados con [97]: 

• Dilución de la muestra para diluir los componentes de la matriz. 

• El uso de un estándar marcado isotópicamente. 

• Cambiando la selectividad de la columna cromatográfica. 
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• Examinando el modo positivo y negativo. El modo negativo es menos propenso a 

sufrir efectos matriz. 

• Probar otras fuentes. 

La adquisición de datos en MS se puede llevar a cabo de distintos modos. Cada 

uno de los modos presenta unas características que lo hacen idóneo para un objetivo 

concreto. Los modos de adquisición que se pueden aplicar son: 

• Barrido de todos los iones (full scan). En este modo de adquisición, todas las 

moléculas que se ionizan en la interfase llegan al detector. Se realiza el barrido de iones y 

se obtiene un espectro de barrido total o full scan. 

• Adquisición de un ión seleccionado (Single Ion Monitoring, SIM). La adquisición 

SIM está dirigida a la medida de un solo ión que es seleccionado en el cuadrupolo. 

 

3.2. ANALIZADORES DE MASAS PARA LC-MS  

El analizador de masas se considera el corazón del espectrómetro de masas, el 

principio físico en el que se basa su diseño y forma de dispersar los iones y después 

focalizarlos en función de la relación masa/carga (m/z). Es el que establece la diferencia 

entre los distintos espectrómetros. El interés en la aplicación de las técnicas LC–MS ha 

estimulado significativamente los desarrollos y mejoras en la tecnología de los 

analizadores de masas. Sin lugar a dudas, MS ha adquirido una rápida y creciente 

importancia (con propósitos de detección, identificación y/o confirmación y cuantificación) 

especialmente cuando se combina con técnicas cromatográficas en línea. La revista 

científica Journal of Chromatography A publica regularmente números especiales titulados 

“Mass Spectrometry: Innovation and Application” dedicados a reviews o trabajos regulares 

sobre actividades de investigación relacionadas con MS [104-110]. 

En el diseño de los analizadores MS se distinguen como los más populares: Q, 

Trampa de Iones Cuadrupolar (Quadrupole Ion Trap, QIT), Trampa de Iones Lineal 

(Linear Ion Trap, LIT) y TOF [1].  

La capacidad de un analizador se evalúa de forma general en base a las siguientes 

características: rango de masas, resolución de masa, eficiencia de transmisión de iones, 



Introducción                                                                                                                      51 

  

exactitud de masa, rango dinámico de linealidad, velocidad de barrido y sensibilidad. 

Además, otros factores que también determinan la elección de un instrumento u otro son 

su adaptabilidad y coste económico. 

El cuadrupolo ha sido el analizador más común en los laboratorios hasta hace 

pocos años. La razón es que los cuadrupolos ofrecen un buen compromiso con el rango de 

masas (de 40 a 4000 amu), reproducibilidad y precisión para la cuantificación, además de 

una alta sensibilidad a un precio razonable. Consta de cuatro barras metálicas en 

posiciones paralelas. Cada par de barras opuestas están conectadas eléctricamente y 

entre un par de barras y el otro se aplica un voltaje de radio frecuencia (RF). Entonces se 

sobreimpone un voltaje de corriente continua (DC) al voltaje RF. Los iones viajan a través 

del cuadrupolo entre las barras. Solo los iones con un cierto valor de m/z alcanzan el 

detector para una relación dada de voltajes, los otros iones tienen trayectorias inestables y 

colisionarán con las barras. Esto permite la selección de un ión particular o el barrido 

variando los voltajes.  

En el experimento de barrido completo (full-scan), los componentes DC y RF se 

aplican a una relación constante y los iones que entran de la fuente de iones pueden 

pasar a través de las barras sucesivamente. Para una combinación específica de DC y RF, 

solo puede pasar a su través un rango muy pequeño de m/z, cuyo tamaño determina la 

resolución del instrumento. Esto puede traducirse en baja sensibilidad que hace este modo 

inapropiado para determinar compuestos al nivel de trazas en la muestra. La Figura 8 

muestra un esquema de la separación de iones mediante un analizador de tipo 

cuadrupolo. 

 

Figura 8. Esquema de separación de iones mediante un analizador de tipo cuadrupolo [1] 
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La sensibilidad es mucho mayor en el modo SIM del cuadrupolo. En este caso, los 

potenciales DC y RF se mantienen constantes, así solo pasa a su través una relación m/z 

específica. También se puede saltar entre diferentes voltajes para permitir detectar 

secuencialmente más de una relación m/z. Sin embargo, un inconveniente de este modo 

es que solo se puede medir un número limitado de iones para cada compuesto, porque 

ESI y APCI se han diseñado para llevar a cabo un proceso de ionización débil que conduce 

a un espectro de masas con solo unos pocos iones. La fragmentación escasa de las 

moléculas se traduce en especificidad deficiente porque frecuentemente se observan 

interferencias isobáricas (compuestos con la misma relación m/z) en los extractos de 

matrices complejas como los alimentos. 

Los instrumentos de cuadrupolo simple usualmente están limitados a medir 

especies intactas generadas por la fuente de ionización, lo que se traduce en una pérdida 

de selectividad. Este analizador de masas ha sido el más utilizado durante muchas 

décadas porque es relativamente barato, robusto, particularmente sensible en modo SIM e 

ideal para aplicaciones de determinación de trazas. Sin embargo, la ausencia de iones 

fragmentados o los iones fragmentados que provienen de compuestos diversos que 

coeluyen en el mismo pico en LC-MS, hacen difícil la asignación de estructuras 

(similarmente, el análisis cuantitativo en modo SIM podría ser complicado cuando 

contribuyen interferencias isobáricas a los picos cromatográficos). 

En un instrumento de cuadrupolo simple, operando con una fuente ESI o APCI, se 

puede aumentar la selectividad cuando se induce la fragmentación en la región de la 

fuente de iones aumentando el voltaje. Este proceso es conocido como Disociación por 

Colisión Inducida (Collision Induced Dissociation, CID). Este procedimiento se refiere a la 

activación de los iones en la región entre la fuente de iones y el analizador, en la cual se 

puede iniciar la fragmentación por colisiones con moléculas de gas residual a presiones 

intermedias ("in-source CID"). Los iones fragmentados generados se pueden utilizar para 

la elucidación limitada de estructuras o con propósitos de confirmación. Las aplicaciones 

típicas de los cuadrupolos simples cuando se debe cumplir el criterio EU (2002/657/EC) u 

otro relacionado, incluyen barrido y cuantificación. Sin embargo, un cuadrupolo triple 

(QqQ) o una IT debería utilizarse también con propósitos de confirmación [91]. 

El diseño de diferentes interfases LC-MS para permitir un proceso de ionización 
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suave que conduce a un espectro de masas con solo unos pocos iones hace que, la 

mayoría de las veces, no sean suficientes para reconocer y cuantificar todos los analitos 

de interés en la muestra. Progresivamente, por tanto, se han desarrollado otros 

analizadores de masas para ayudar a resolver problemas analíticos. 

Estos analizadores de masas recientemente introducidos se han dividido en dos 

grupos diferentes [91]: el primer grupo comprende técnicas de alta resolución, tales como 

TOF-MS, y el segundo grupo incluye técnicas capaces de llevar a cabo MS/MS, tales como 

QqQ, QIT o el híbrido Cuadrupolo-Tiempo de Vuelo (Quadrupole Time-of-Flight, QqTOF). 

El poder de estas nuevas tecnologías proporciona información estructural para la 

identificación de compuestos desconocidos, aumenta la especificidad de identificación de 

los analitos a determinar y consigue alta sensibilidad para determinación de trazas. Los 

instrumentos híbridos combinan dos analizadores en sofisticadas configuraciones como IT-

TOF o la combinación de IT con analizadores tipo Orbitrap o de Transformadas de Fourier 

de Resonancia Ión-Ciclotrón (FT-ICR) [1]. 

TOF-MS lineal es muy simple. Consta solo de una región de aceleración de iones, 

un tubo chimenea y un detector. En teoría, todos los iones sufren la misma diferencia de 

potencial durante la aceleración y, en consecuencia, tienen la misma energía cinética al 

principio del tubo chimenea y, así, las diferentes velocidades dependen de sus masas. Por 

tanto, su tiempo de llegada al detector es proporcional a su masa y pueden alcanzar el 

detector en orden de masa creciente. La mayor deficiencia de un instrumento TOF lineal 

simple es su insuficiente resolución de masas, resultante de las variaciones en el tiempo 

de vuelo de los iones que tienen igual m/z, dado que los iones pasan directamente desde 

la fuente hasta el detector. Para obtener un espectro de masas más completo es necesario 

incrementar la distancia que los iones tienen que recorrer desde la fuente hasta el 

detector, lo que supondría una instrumentación del todo no manejable. Como resultado, 

los instrumentos TOF modernos emplean normalmente uno o más espejos, a los que se 

les llama reflectores, que aumentan la resolución al reflejar el haz de iones, en el caso de 

un instrumento con un solo reflector, hacia el segundo detector, duplicándose la distancia 

recorrida. En la Figura 9 se representa un esquema de la separación de iones en un 

analizador TOF. 

 



54 ____________________________________________________________  Introducción 

 

  

 

Figura 9. Esquema de separación de iones mediante un analizador TOF [1] 

 

TOF tiene la habilidad de registrar un número ilimitado de compuestos porque 

opera en modo de barrido completo. Las medidas de masa exacta son casi específicas y 

universales para todos los analitos, sea cual sea la instrumentación usada, haciendo 

posible desarrollar librerías comparables a las ya existentes para GC-MS. En este sentido, 

la Cromatografía Líquida de Ultrarresolución (UPLC) combinada con TOF-MS es una 

técnica muy efectiva y conveniente para el desarrollo de estrategias de barrido y para 

análisis rutinarios de masa exacta [111]. 

 Los instrumentos LC-TOF-MS presentan varias ventajas. El gran rango de masas 

que pueden ser analizadas (con un TOF lineal) y la elevada transmisión de iones consigue 

la detección casi simultánea de todos los iones, lo que se traduce en análisis de elevada 

sensibilidad del espectro total. Estas características hacen que este instrumento sea muy 

útil en aplicaciones cualitativas tales como la identificación de compuestos no analitos y/o 

compuestos desconocidos, en los cuales se requiere la adquisición del espectro de masas 

completo. Además, LC-TOF-MS ofrece una mejora en la selectividad debido al alto poder 

de resolución junto con la capacidad para suministrar cromatogramas de masa exacta 

(rango de masas 1 Da), que permite la identificación de las masas de las interferencias 

con los analitos que tienen la misma masa nominal e igual tiempo de retención 

cromatográfico [91]. La exactitud en masa de TOF solamente es superada por los 

analizadores de Orbitrap y FT-ICR-MS. 
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 Otro desarrollo importante es QIT [1,91], que consiste en un anillo electrodo 

cilíndrico al cual se aplica el campo cuadrupolo, y dos electrodos terminales (end-cap) 

(Figura 10). Uno de ellos contiene agujeros para la introducción de electrones o iones en 

la trampa, mientras que el otro tiene agujeros para que los iones salgan fuera de la 

trampa hacia el multiplicador de electrones. En sistemas LC-MS, los iones son generados 

en una fuente de iones externa. Los iones son introducidos en la trampa en modo pulsado 

y almacenados allí. En la trampa está presente un baño de gas helio (0,1 Pa) para 

estabilizar las trayectorias de los iones. 

La adquisición de un espectro de masas por medio de una trampa de iones con 

una fuente de iones externa requiere un número de etapas consecutivas: 

 El número de iones que pueden ser almacenados en la trampa de iones sin afectar 

la resolución de masas y la exactitud está limitada debido a los efectos espacio–

carga. 

 Se aplica un voltaje RF apropiado al electrodo anillo para atrapar y acumular iones 

con valores de m/z por encima de un valor de corte (cut–off) de masa menor. 

 En este momento, se pueden llevar a cabo diferentes experimentos MS. En el 

modo de barrido completo, iones de diferentes m/z son eliminados 

consecutivamente de la trampa hacia el detector externo haciendo una rampa del 

voltaje RF en el electrodo anillo. 

 Alternativamente, todos los iones excepto el m/z seleccionado pueden ser 

eliminados de la trampa para llevar a cabo SIM. El voltaje RF en el electrodo anillo 

es adaptado para almacenar los iones de los m/z seleccionados antes de que sean 

eliminados al detector. En una trampa de iones, el uso de SIM no conduce a una 

ganancia significativa en la relación señal-ruido (S/N), porque no se consigue 

ganancia en la medida del ión seleccionado. 

 En ambos casos, el procedimiento termina por un pulso RF para eliminar todos los 

iones de la trampa y prepararla para la secuencia siguiente de eventos. 
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Figura 10. Espectrómetro de masas de trampa de iones con fuente de ionización externa 

 

Un punto importante es el ciclo “duty” que debe ser lo más alto posible. Los iones 

son inyectados en la trampa de iones durante un período limitado de tiempo. Durante el 

tiempo que lleva adquirir el espectro MS y volver a las condiciones iniciales se pierden los 

iones producidos en la fuente de iones. Para un sistema API-IT-MS, el ciclo “duty” puede 

definirse, desde un punto de vista práctico, como la relación del número de iones 

inyectados en la trampa de iones y el número total de iones que entran. 

MS/MS cubre un número de técnicas en las que una etapa del proceso, no 

necesariamente la primera, es usada para aislar un ión de interés y, en una segunda 

etapa, se estudia la relación de dicho ión con otros que puedan haber sido generados. Las 

dos etapas están relacionadas en modos específicos para proporcionar la información 

analítica requerida. No todos los espectrómetros de masas presentan la capacidad de 

trabajar bajo la metodología de tándem, ya que hay que considerar implicadas dos etapas 

de MS. A continuación, se describen brevemente los instrumentos más comúnmente 

usados que permiten llevar a cabo análisis MS/MS [90]: 

• QqQ: Es posiblemente el más usado y consiste en tres grupos de barras metálicas 

dispuestas en serie. El segundo grupo de barras no se usa como separador de masas sino 
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como una celda de colisión, donde tiene lugar la fragmentación de los iones transmitidos 

por el primer cuadrupolo, y como sistema para focalizar los iones producidos hacia el 

tercer cuadrupolo. Tanto el primer como el segundo cuadrupolo pueden ser controlados 

para permitir la transmisión solo de iones de determinado intervalo m/z. La Figura 11 

muestra un esquema de un espectrómetro de masas QqQ. 

 

 

 

 

 

Figura 11. Espectrómetro de masas de triple cuadrupolo [90] 

  

• TOF-MS/MS: Como anteriormente se ha indicado, en TOF los iones producidos en 

la fuente son acelerados en un tubo de vuelo para el análisis de sus masas. Si un ión 

fragmenta durante su recorrido en el tubo de vuelo, los fragmentos tendrán la misma 

velocidad que su precursor pero menor energía cinética. La energía cinética de los iones 

producto está directamente relacionada con la relación entre sus masas y la del ión 

precursor. En los instrumentos sin reflector, tanto el ión precursor como sus fragmentos 

alcanzan el detector al mismo tiempo y no pueden ser separados. Sin embargo, el 

reflector es un analizador de energía y los iones producto con distintas energías, tras 

pasar por el reflector, necesitarán distintos tiempos para alcanzar el detector, pudiendo 

ser así separados y su valor m/z determinado [90]. 

• Combinación Q-TOF: En este instrumento, la etapa final del triple cuadrupolo se 

sustituye por un TOF ortogonal, generalmente de dos reflectores. La diferencia entre este 

y otros tipos de instrumentos para tándem MS es la forma de operación, ya que en 

contraste con otros analizadores de masas que monitorizan secuencialmente dentro del 

intervalo m/z de interés y proporcionan espectros MS/MS de las masas especificadas por 

el usuario, TOF detecta simultáneamente todos los iones que entran durante un tiempo 

específicado. Es, por tanto, posible obtener de forma continua el espectro de cada ión 
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producido en la fuente. La desventaja de este modo de operación es que no es posible 

obtener barridos para los iones precursores.  

• IT-MS/MS: Este tipo de sistema difiere en el modo en el que opera la trampa y no 

requiere la adición de una célula de colisión u otro analizador. Esto es así ya que las 

etapas de selección de iones, su descomposición y posterior análisis de los iones producto 

tienen lugar en la misma parte del instrumento, de modo que los procesos simplemente 

están separados en el tiempo y no en el espacio. Como en Q-TOF, solamente es posible 

trabajar en dos modos: barrido de los iones producto y monitorización de reacciones 

seleccionadas (SRM), siendo este último modo el equivalente a SIM en MS convencional. 

En SRM se monitorea la fragmentación de un ión precursor seleccionado hasta un 

determinado ión producto, lo que se consigue estableciendo las etapas en tándem de 

modo que solo un único ión sea transmitido. 

 

3.3. DETECCIÓN MULTIDIMENSIONAL PARA LC 

La disponibilidad de detectores de flujo no destructivos para LC, como el detector 

de absorción UV y el de fluorescencia (FLD), permite la aplicación de sistemas de 

detección dual en LC-MS. Mientras que la información adicional de la detección UV a una 

longitud de onda fija generalmente es limitada, la disponibilidad de detectores eficientes y 

suficientemente sensibles de diodos UV en serie permite la adquisición en línea de los 

espectros UV, así como los espectros de masas (Figura 12). 

Aunque la información estructural disponible de un espectro UV es generalmente 

limitada, especialmente en una mezcla de disolventes no definida durante la elución en 

gradiente, se puede usar con éxito la combinación en línea para facilitar la identificación 

cuando se dispone de librerías apropiadas de espectros UV. La combinación del tiempo de 

retención en un sistema LC bien definido, la coincidencia del espectro UV, y la masa 

molecular (y posible información estructural) de MS son especialmente útiles para 

confirmar la identidad de los compuestos. Además, una característica excelente de los 

sistemas UV-DAD en combinación con un software apropiado, es el cálculo de la pureza de 

los picos basado en cambios del espectro UV a lo largo del pico cromatográfico. Este 

hecho puede ser de gran ayuda para establecer los perfiles de impurezas mediante LC-UV-

DAD-MS.  
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Figura 12. Ejemplo de resultados típicos de un dispositivo LC-UV-DAD-MS para detección 

dual de compuestos separados 

 

Aunque el uso de infrarrojo (IR) con FT o FT-ICR en combinación con LC adquiere 

una importancia creciente, la combinación en línea de FT-IR con MS no se aplica con 

frecuencia. Sin embargo, se ha introducido la combinación en línea de LC-MS y Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN) como una herramienta importante para la identificación de 

impurezas, productos de degradación y/o metabolitos de productos farmacéuticos. 

 

4. CONTROL DE CALIDAD Y SEGURIDAD ALIMENTARIA MEDIANTE LC 

Se ha seleccionado LC para multitud de aplicaciones dentro del campo del análisis 

de alimentos, ya que resulta compatible con una gran variedad de muestras y permite la 

separación de compuestos de muy distinta naturaleza desde iones a biopolímeros, 

empleando condiciones suaves de separación y bajas temperaturas que evitan la 

descomposición térmica de compuestos inestables como, por ejemplo, vitaminas o 

polifenoles. Además, LC también proporciona buena resolución, sensibilidad y 

Espectro UV-DAD Espectro de masas 

Cromatograma 

 



60 ____________________________________________________________  Introducción 

 

  

selectividad, por supuesto para estos dos últimos parámetros teniendo en consideración el 

sistema de detección acoplado. LC se ha empleado en análisis de alimentos tanto para la 

determinación de componentes mayoritarios como minoritarios [6]. 

  Los métodos LC son ampliamente usados en control de calidad y seguridad 

alimentaria. De entre las distintas aplicaciones, se pueden resaltar los siguientes objetivos 

como los más importantes [1]: 

- Determinación del valor nutricional del alimento 

- Determinación de la alta calidad y frescura de los productos 

- Detección de la identidad de productos 

- Control de contaminantes  

- Determinación de aditivos artificiales en el alimento 

- Análisis de medicamentos de origen veterinario 

- Control de la contaminación procedente del empaquetamiento 

- Control de procesos tecnológicos aplicados al alimento como, por ejemplo, 

tratamientos a altas temperaturas o mediante irradiación radioactiva con fines 

de esterilización. 

 

El uso de detectores poderosos MS en combinación con LC ha jugado un papel vital 

para resolver muchos problemas relacionados con la seguridad alimentaria. La legislación 

básica en diferentes países del mundo y, en especial, en la EU, favorece el uso de LC-MS. 

Los últimos avances y novedades en MS han permitido progresar en el control de los 

alimentos, consiguiendo una mejora de la seguridad alimentaria y los estándares de 

calidad, así como en el desarrollo de MRM de gran escala y la identificación de compuestos 

desconocidos [111,112]. 

Durante la última década, la seguridad alimentaria ha ganado en importancia 

debido a un número de incidentes que han recibido mucha publicidad en todo el mundo 

[113]. Para superar estas sospechas, los gobiernos de distintos países han aumentado la 

legislación relativa a la seguridad alimentaria [114,115]. LC-MS, que tradicionalmente ha 

sido de gran utilidad en el laboratorio médico, encuentra en la actualidad un mercado en 

crecimiento en el ámbito de seguridad alimentaria [116]. En concreto, LC-MS es 

particularmente útil para el análisis de contaminantes de los alimentos, ya que proporciona 
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una gran cantidad de información acerca de mezclas complejas, permitiendo el barrido, 

confirmación y cuantificación de cientos de componentes con un análisis [117]. 

Se ha utilizado QqQ para barrido y confirmación de contaminantes de los alimentos 

y residuos. La mayoría de los análisis se han realizado, debido a su elevada sensibilidad y 

selectividad, en el modo SRM, de QqQ-MS/MS. 

También se ha considerado como muy útil, la técnica TOF-MS para el control 

rutinario de los alimentos ya que las técnicas TOF pueden registrar un espectro exacto 

full-scan a través del rango de adquisición y han resultado una herramienta excelente para 

la identificación y confirmación inequívoca de contaminantes de los alimentos. 

Recientemente, los espectrómetros MS/MS introducidos, que poseen ambas 

características, tales como QqLIT, Q-IT, Qq-TOF y FT-ICR-MS, han permitido el desarrollo 

de varios métodos nuevos para la detección de contaminantes [111]. 

La Decisión de la Comisión 2002/657/EC [118] es probablemente el documento 

clave de la legislación a consultar por los laboratorios analíticos de control de seguridad 

alimentaria. Este documento incluye definiciones y descripciones como veracidad 

(trueness), recuperación (recovery), repetitividad (repeatability), robustez (ruggedness) y 

requerimientos detallados para detección MS e identificación de sustancias. Aunque detalla 

los criterios de rendimiento (performance) y otros requerimientos para análisis de 

contaminantes de los alimentos y residuos en productos de alimentos animales, esta 

Decisión se ha aplicado en muchos casos en los cuales no existen criterios establecidos 

(por ejemplo, para un número de nuevos contaminantes emergentes). Los MRLs 

establecidos determinan la sensibilidad requerida y, generalmente, obligan a mejorar los 

límites de detección (LODs) de los métodos de análisis. 

La bibliografía demuestra la importancia de LC en el análisis de alimentos por el 

elevado número de libros y revisiones bibliográficas publicadas al respecto. Teniendo en 

cuenta el progresivo desarrollo en el que se halla inmersa la LC, es de esperar una 

continua mejora en la calidad de las nuevas metodologías LC para el análisis de nuevos 

productos alimenticios, fruto de la continua innovación en el área de la tecnología de 

producción nutricional. 
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5. TÉCNICAS DE OPTIMIZACIÓN DE LOS PROCEDIMIENTOS  

La teoría y metodología de los Diseños Experimentales de Matriz Ortogonal 

(Orthogonal Array Experimental Designs, OAD) como método quimiométrico para la 

optimización de procedimientos analíticos ha sido descrita en detalle [119-122].  

OAD es una estrategia de optimización efectiva que se puede usar para asignar 

factores experimentales en una serie de experimentos [123]. 

Las ventajas de OAD sobre otros diseños experimentales existentes son las 

siguientes: 

(1) OAD hace hincapié en un valor característico promedio cercano al valor objetivo 

más que a un valor entre ciertos límites especificados, 

(2) es sencillo y fácil de aplicar a muchas situaciones experimentales, lo que hace 

de él una herramienta simple y poderosa, 

(3) se puede usar para reducir rápidamente el alcance de un proyecto de 

investigación a partir de datos ya existentes, 

(4) el método permite el análisis de muchos parámetros diferentes sin una 

cantidad excesivamente elevada de experimentación. De esta forma, permite 

identificar los parámetros clave que pueden tener mayor efecto sobre las 

características de rendimiento, así se pueden llevar a cabo posteriores 

experimentos sobre estos parámetros e ignorar los parámetros que tengan un 

efecto pequeño. 

La principal desventaja del método OAD es que los resultados obtenidos solo son 

relativos y no indican exactamente qué parámetro tiene el mayor efecto sobre el valor de 

rendimiento característico. El método OAD ha sido criticado en la bibliografía por la 

dificultad en encontrar las interacciones entre parámetros [124]. 

Los procedimientos analíticos se pueden optimizar utilizando OAD basados en el 

método Taguchi [124-127]. Así, todos los factores múltiples pueden ser considerados de 

forma conjunta por un diseño de matriz ortogonal balanceado de acuerdo con el número 

de parámetros, llevando a cabo experimentos basados en el OAD, analizando los datos, 
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identificando las condiciones óptimas y realizando experimentos de confirmación con los 

niveles optimizados para todos los parámetros. 

Hay que considerar la influencia de los factores sobre la respuesta media y la 

relación señal-ruido. La relación señal-ruido se calcula como la respuesta más alta (higher-

is-better): 

2
1

1 1
/ 10log

n

i i

S N
n y

 

donde n es el número de repeticiones e yi son los valores de las respuestas 

experimentales obtenidas para cada serie. 

El reconocimiento de las variables que producen mayor efecto en la respuesta 

analítica tambien puede llevarse a cabo a través de otros diseños ortogonales como los de 

Plackett-Burman [128].  

Posteriormente, se lleva a cabo un análisis estadístico de la varianza (ANOVA) para 

establecer cuáles de los parámetros diseñados afectan de forma significativa al 

procedimiento óptimo y sus porcentajes de contribución, calculando la suma de las 

desviaciones al cuadrado, la media al cuadrado y el valor de F. A partir de las relaciones 

de varianza calculadas, F, se puede deducir cuáles son los factores considerados en el 

diseño experimental que son estadísticamente significativos al nivel de confianza del 95 % 

(en aquellos casos en que el valor de F calculado sea mayor que el valor crítico). La 

contribución del error residual a la variabilidad de la señal indica la bondad del 

experimento diseñado. Por tanto, a partir de los porcentajes de contribución se puede 

deducir cuál es el factor más importante. Se aplican entonces las condiciones optimizadas 

para el método analítico.  

En esta Tesis Doctoral se han utilizado tanto procedimientos de optimización 

univariantes como procedimientos multivariantes y, en ambos casos, se han obtenido 

buenos resultados analíticos. 
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I.1. ALIMENTOS INFANTILES 

La infancia constituye el período de vida con una mayor demanda nutricional pues 

el peso corporal del niño se duplica entre los primeros 4 y 6 meses de vida y se triplica al 

finalizar el año de vida. Por ello, los niños constituyen uno de los segmentos más 

vulnerables de nuestra sociedad. Así, para conseguir una nutrición óptima para ellos, la 

investigación debe orientarse hacia una mejora de la salud y calidad de vida de los niños y 

no solo para la obtención de unos beneficios inmediatos. El niño, en sus primeros años de 

vida, necesita recibir en su alimentación los nutrientes necesarios para asegurar el 

crecimiento y desarrollo de su sistema nervioso, así como un desempeño óptimo de sus 

funciones psicomotora, afectiva e intelectual, durante el resto de su vida. Los lactantes 

que, por alguna razón, no pueden recibir leche materna deben disponer de los beneficios 

de esta con una fórmula que les proporcione todos los nutrientes necesarios para asegurar 

un desarrollo corporal y, en particular de su sistema neurológico, similar al que pudieran 

tener con la leche materna. 

La investigación científica en el campo de la nutrición infantil permitió establecer 

los requerimientos óptimos de proteínas, carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales, en 

cada una de las distintas etapas de crecimiento de los niños. Avances más recientes han 

permitido conocer la importancia de otros nutrientes, para promover en el niño un mejor 

desarrollo de distintas funciones orgánicas, a nivel del sistema nervioso, la visión, el 

sistema inmunológico de defensa, la osificación y el crecimiento. Entre estos, destacan los 

ácidos grasos omega 3 y 6, las mejores fuentes de lípidos, los nucleótidos, el hierro, la 

taurina, la carnitina y la colina. La importancia de incluir en las fórmulas para lactantes los 

nutrientes mencionados, ha sido evaluada en estudios realizados por expertos en nutrición 

infantil; destacando su participación en los procesos del desarrollo cerebral, el aprendizaje, 

el lenguaje receptivo y expresivo, y el desarrollo visual. Asimismo, un niño con buena 
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salud gastrointestinal tendrá una mejor absorción de nutrientes básicos, que garantizan su 

desarrollo integral y refuerzan sus defensas. 

Los alimentos infantiles engloban un amplio rango de diferentes matrices [1]: 

alimentos infantiles no grasos basados en frutas y vegetales (con contenidos en grasa 

inferiores al 2 %), alimentos grasos basados en carne/huevos/queso y alimentos basados 

en cereales con diversos contenidos en grasa. Además, se incluye la leche materna y 

fórmulas adaptadas. Estos alimentos poseen alto valor nutricional, complementarios de la 

leche, que contribuirán al balance energético deseable para el óptimo crecimiento del 

niño. En la actualidad, la tecnología ha alcanzado un grado de desarrollo lo 

suficientemente importante como para poder ofrecer productos de elevada calidad 

nutritiva. Aunque en la mayor parte de los casos esto es así, no es menos cierto que no 

todos los preparados son iguales. Por esta razón, tanto el consumidor como el profesional 

deberían estar en condiciones de decidir cuál de ellos elegir, no sólo en base a la garantía 

que ofrece el laboratorio o empresa fabricantes, sino a partir de datos objetivos de 

análisis, cuya inclusión no es, por el momento, obligatoria. Por otro lado, los procesos 

industriales empleados en la preparación de estos alimentos son lo suficientemente 

agresivos como para que sea muy importante el control de su efecto sobre la posible 

contaminación de los ingredientes originales. La realidad es que, para estos preparados, la 

legislación vigente no exige, excepción hecha del natural examen microbiológico, nada 

más que el control químico de sus componentes mayoritarios, aunque es un hecho de 

todos conocido que tal tipo de análisis dista mucho de evaluar la posible existencia de 

componentes tóxicos. 

 Teniendo en cuenta la importancia de estos alimentos en la dieta del niño y 

considerando las especiales características del grupo de población al que van destinados, 

así como la gran sensibilidad de los consumidores frente a este tipo de alimentos, se hace 

necesario profundizar en el conocimiento de la calidad de estos productos. En los últimos 

años se ha ido incrementando el interés sobre el conocimiento, lo más exacto posible, del 

deterioro y la contaminación que los alimentos inevitablemente sufren durante los 

procesos de elaboración, envasado y distribución, y ello debido, en gran parte, a las 

exigencias que las autoridades sanitarias de los diversos países con legislación alimentaria 

avanzada imponen. 
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I.2. ALIMENTOS FUNCIONALES 

 Los alimentos funcionales son aquellos alimentos que contienen componentes 

biológicamente activos que ofrecen beneficios para la salud y reducen el riesgo de sufrir 

enfermedades. Este concepto nació en Japón, en los años ochenta, debido a la necesidad 

de garantizar una mejor calidad de vida a la vista de los elevados gastos sanitarios 

originados por el aumento de la longevidad de la población. En la actualidad, los 

consumidores están cada vez más concienciados de la relación existente entre la dieta y la 

salud, lo que ha impulsado el desarrollo y comercialización de alimentos con propiedades 

beneficiosas. Sin embargo, es evidente la necesidad de establecer científicamente las 

bases en las que se apoyan las alegaciones funcionales, y que se demuestren sus efectos 

en las cantidades que normalmente se consumirían en el contexto de una dieta global [2]. 

Si bien en Japón ya se estableció en 1991 el concepto de “Alimentos para Uso 

Específico en la Salud” (Foods for Specified Health Use, FOSHU), en la EU no existe una 

legislación uniforme sobre las alegaciones de salud. De hecho, la legislación europea 

relativa al etiquetado prohíbe hacer referencia a las propiedades preventivas, terapéuticas 

o curativas de los alimentos, incluso aunque existan pruebas científicas que las avalen. 

Los aspectos regulatorios y de etiquetado han de comprender dos consideraciones 

fundamentales: seguridad y consolidación de la alegación funcional o beneficio para la 

salud que comporta el consumo del alimento. Según la Acción concertada FUFOSE, puesta 

en marcha en 1995 como respuesta de la Comisión Europea a la expansión de los 

alimentos funcionales en el mercado, se distinguirían dos tipos de alegaciones de salud: 

alegaciones funcionales de mejora, asociadas a determinadas funciones fisiológicas y 

psicológicas y a actividades biológicas que van más allá de su papel establecido en el 

crecimiento, el desarrollo y otras funciones normales del cuerpo, y alegaciones de 

reducción del riesgo de padecer una determinada enfermedad o afección. 

Aunque se han realizado numerosos estudios epidemiológicos in vitro con animales 

de experimentación y clínicos que ponen de manifiesto el beneficio para la salud del 

consumo de ingredientes bioactivos, el conocimiento de cómo estos ingredientes actúan 

en el organismo no está, en muchos casos, suficientemente consolidado. Ello se debe, 

entre otras causas, a la complejidad de las múltiples interacciones entre los constituyentes 

de los alimentos durante el proceso digestivo y las repercusiones en el metabolismo de los 
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mismos. Por tanto, existen todavía multitud de aspectos de la relación alimentación/salud 

en las distintas etapas de la vida y para individuos en situaciones metabólicas diferentes 

que requieren investigación.  

Dentro del mercado de los alimentos funcionales, en continua expansión, el 

mercado de los alimentos lácteos funcionales y de los ingredientes funcionales de origen 

lácteo supone un segmento muy importante y en crecimiento [3]. Debe destacarse que, 

debido a sus propiedades beneficiosas para la salud, muchos productos lácteos 

tradicionales (yogur, leches fermentadas, calostro, leches maternizadas o la propia leche) 

pueden considerarse en sí mismos alimentos funcionales, a la vez que contienen multitud 

de ingredientes para la formulación de otros alimentos funcionales. Por otra parte, cada 

vez es más frecuente la inclusión de ingredientes funcionales de origen lácteo y no lácteo 

en leche y alimentos de base láctea, que incluyen bacterias probióticas y carbohidratos 

prebióticos, salvado, avena, almidón, calcio, ácidos grasos omega 3, ácido fólico, 

nucleótidos, vitaminas, minerales, etc. 

Por tanto, un niño con buena salud gastrointestinal tendrá una mejor absorción de 

nutrientes básicos, que garantizan su desarrollo integral y refuerzan sus defensas. Esto se 

da gracias a los probióticos, bacterias beneficiosas que promueven la salud intestinal y los 

fructooligosacáridos (FOS) prebióticos, fibra no digerible que alimenta la flora intestinal 

normal. Por esta razón, estas bacterias beneficiosas deben ser incluidas en la dieta de los 

niños. 

 

I.3. FUNCIÓN DE LOS NUCLEÓTIDOS EN LA ALIMENTACIÓN INFANTIL 

Los ácidos nucleicos, DNA (ácido desoxirribonucleico) y RNA (ácido ribonucleico) 

son polímeros de monómeros llamados nucleótidos. Por tanto, el DNA y el RNA son 

polinucleótidos. El DNA lleva la información genética de la célula y el RNA actúa como una 

molécula intermediaria para convertir la información en secuencias definidas de 

aminoácidos en las proteínas. A pesar de estas importantes funciones celulares, los ácidos 

nucleicos están compuestos tan solo por un reducido número de componentes 

estructurales. Cada nucleótido se compone de tres unidades separadas: un azúcar de 

cinco carbonos, ribosa (en el RNA) o desoxirribosa (en el DNA), una base nitrogenada y 

una molécula de fosfato P04
3 -.  
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Las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos pertenecen a dos clases químicas. 

Las bases púricas, adenina y guanina, contienen dos anillos con carbono y nitrógeno 

unidos, mientras que las bases pirimidínicas, timina, citosina y uracilo, contienen un único 

anillo hexagonal con carbono y nitrógeno. La guanina, adenina y citosina se encuentran 

tanto en el DNA como en el RNA; la timina (salvo raras excepciones) se presenta solo en 

el DNA, mientras que el uracilo aparece solo en el RNA. En cada nucleótido, la base 

nitrogenada se une a un azúcar, la pentosa, por un enlace glucosídico entre el carbono 1 

del azúcar y el nitrógeno de la base, ya sea el nitrógeno 1 (bases pirimidínicas) o el 

nitrógeno 9 (bases púricas). En ausencia de fosfato, una base unida a un azúcar se 

denomina nucleósido. Los nucleótidos son, por tanto, nucleósidos que contienen uno o 

más fosfatos. Son parte esencial de los ácidos nucleicos, quizás  los constituyentes 

fundamentales y más importantes de las células vivas [4]. 

Son numerosas las funciones atribuidas a los nucleótidos, que pueden agruparse 

en tres campos: inmunitarias, lipídicas y digestivas. Las primeras conducen a una 

disminución en los procesos infecciosos, gastroenteritis y sepsis, y una mejor respuesta a 

la inmunización activa, la acción sobre los lípidos condiciona un menor índice aterogénico 

y mejora el perfil de ácidos grasos de cadena larga y, por último, las digestivas hacen 

referencia a un incremento en la maduración del intestino delgado y desarrollo de flora 

intestinal más parecida a la que presentan los lactantes alimentados al pecho. En niños, se 

han desarrollado varios estudios en este sentido basados en la comparación de tres 

grupos de pacientes: alimentados con leche materna, alimentados con fórmula sin 

nucleótidos y un tercer grupo alimentado con fórmula adicionada con nucleótidos [5,6]. 

La introducción de nucleótidos en las fórmulas infantiles se realiza en Japón desde 

1965, y en Europa fue España el país que comenzó a utilizarlos en 1983. Posteriormente, 

se ha comercializado en otros países como Estados Unidos en 1989, países del sudeste 

asiático en 1990 y, por último, en Australia desde el 2000 [7]. Algunos autores han 

alertado sobre la posibilidad de que el uso de nucleótidos no esté libre, en teoría, de 

posibles efectos secundarios. Así, su metabolización hasta ácido úrico genera radicales 

hidroxilo que podrían ser tóxicos para el lactante y, a concentraciones elevadas, la adenina 

o la degradación por calor de los nucleótidos que contienen pirimidina, pueden originar 

ácido orótico. Sin embargo, ninguno de los numerosos estudios publicados realizados en 

recién nacidos y lactantes ha puesto de manifiesto la presencia de efectos secundarios 
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atribuibles a la adición de nucleótidos. Las recomendaciones del Scientific Committee of 

Food de la European Commission fueron publicadas en 1991 y en ellas no se hacía 

mención a la utilización de nucleótidos en las fórmulas infantiles. Posteriormente, en 1996, 

se revisaron y se reconoció la ausencia de efectos secundarios tras varios años de 

utilización de nucleótidos en fórmulas infantiles en algunos países. Limita su utilización con 

este fin a cinco nucleótidos: citidina 5’-monofosfato (CMP), 2,5 mg/100 kcal; uridina 5’-

monofosfato (UMP), 1,75 mg/100 kcal; adenosina 5’-monofosfato (AMP), 1,5 mg/100 kcal; 

guanosina 5’-monofosfato (GMP), 0,5 mg/100 kcal e inosina 5’-monofosfato (IMP), 1 

mg/100 kcal. En total, la concentración máxima de nucleótidos autorizada es de 5 mg/100 

kcal, que equivale a la cantidad de nucleótidos libres existente en la leche materna. Sin 

embargo, las últimas recomendaciones publicadas en Estados Unidos elevan la cantidad 

total a un máximo de 16 mg/100 kcal en fórmulas adaptadas para recién nacidos a 

término y de 22 mg/100 kcal para las fórmulas de prematuros [8]. Estas recomendaciones 

se basan en la cantidad total de nucleósidos potencialmente disponibles en la leche 

humana.  

Como conclusión, los nucleótidos influyen de forma positiva en la maduración del 

sistema inmunológico del recién nacido, aceleran la maduración del sistema digestivo, 

mejoran el metabolismo lipídico y favorecen la colonización intestinal por bacterias con un 

perfil más parecido al que presentan los recién nacidos alimentados con leche materna. En 

el recién nacido a término de peso adecuado, estas acciones no influyen de forma 

significativa en su crecimiento extrauterino. Sin embargo, en el recién nacido a término de 

bajo peso para la edad gestacional, se ha comprobado mayor tasa de crecimiento en los 

primeros 6 meses de vida si reciben fórmula adaptada suplementada con nucleótidos. No 

hay consenso en la actualidad sobre la concentración a la que los nutrientes pueden 

adicionarse a las fórmulas infantiles. Aunque es necesario seguir investigando en este 

campo, la adición de nucleótidos a las fórmulas infantiles parece segura y beneficiosa, 

sobre todo, las destinadas a recién nacidos prematuros y con bajo peso al nacimiento, en 

los que las necesidades pueden desbordar la capacidad de síntesis endógena. 

Se han reconocido como elementos importantes en la nutrición de los mamíferos, 

especialmente durante períodos de crecimiento rápido o estrés fisiológico, además de 

jugar un papel crucial en la función eficiente del sistema inmunológico. Muchos tejidos no 

son capaces de sintetizar los nucleótidos y los hombres deben incorporarlos a partir de 
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fuentes exógenas con la dieta [9]. En muchos procesos bioquímicos, los nucleótidos 

primarios monofosfato se usan para producir metabolitos intermedios a través de una 

serie de reacciones enzimáticas. La suplementación con nucleótidos primarios en la dieta 

proporciona una fuente real en la síntesis de intermediarios. 

Los nucleótidos se encuentran abundantemente en la leche materna humana y, 

cuando la lactancia materna no es posible, se recomienda una fórmula enriquecida. Para 

gente joven sana, la ingesta de nucleótidos a través de la dieta debería ser suficiente, sin 

embargo, en la mayoría de los alimentos, las cantidades de nucleótidos útiles son muy bajas 

comparadas con sus necesidades. 

Todos los ingredientes de origen animal y vegetal conteniendo material celular son 

fuentes potenciales, usualmente en la forma de nucleoproteínas. El contenido es 

particularmente elevado en ingredientes tales como proteínas solubles de origen animal, 

legumbres y extractos de levadura. El contenido, proporción y disponibilidad difiere entre 

ellos. La proteína del músculo es una fuente pobre de nucleótidos, al igual que las 

semillas, soja, granos, frutas, verduras y productos procesados de la leche [10]. Entre las 

fuentes de origen marino, las anchoas y sardinas, por ejemplo, tienen niveles muy altos de 

guanina, mucho más altos que los calamares, almejas o caballa. La disponibilidad y 

facilidad de digestión también son factores muy importantes. Las proteínas solubles de 

pescado y de origen animal son digeridas fácilmente, pero también sufren lixiviación con 

gran facilidad, afectando a la disponibilidad global [11].  

Hay un interés persistente sobre la importancia de los nucleótidos de la dieta en la 

nutrición infantil. Cuando se añaden alimentos nuevos a una dieta infantil, aquellos 

conteniendo elementos celulares suministrarán nucleótidos dietéticos. Ya que los 

alimentos derivados de los vegetales y de la leche tienen escasos contenidos de 

nucleótidos, la suplementación con la dieta puede ser de particular interés para los niños 

que no sólo se alimentan de leche. 

Los nucleótidos permitidos en las formulas infantiles están limitados a cinco 

compuestos, CMP, UMP, AMP, GMP e IMP [8], cuyas estructuras químicas se muestran en 

la Figura I.1. Sin embargo, no existe información sobre los niveles de nucleótidos en 

algunos alimentos infantiles tales como cereales y tarritos y tampoco hay niveles 
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establecidos para el suplemento de los alimentos infantiles. Además, algunos estudios 

clínicos han establecido la eficacia de la suplementación con nucleótidos [10,12]. 

 

CITIDINA 5′-MONOFOSFATO (CMP) 
 

URIDINA 5′-MONOFOSFATO (UMP) 

  
 
 

GUANOSINA 5′-MONOFOSFATO (GMP) 
 

 
 

INOSINA 5′-MONOFOSFATO (IMP) 

  
 
 

ADENOSINA 5′-MONOFOSFATO (AMP) 
 

 

 

Figura I.1. Estructuras de los nucleótidos 5’-monofosfato 
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I.4. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE NUCLEÓTIDOS  

Los nucleótidos son compuestos inestables y relativamente no volátiles y el método 

preferido para su análisis en matrices de alimentos ha sido LC, tanto como método de 

confirmación o como test de barrido. Sin embargo, la separación de nucleótidos se lleva a 

cabo usualmente por LC de intercambio aniónico o LC en Fase Reversa con Pares Iónicos 

(RP-IPC), ya que son analitos con alta polaridad y naturaleza aniónica. Así, se han 

propuesto varios métodos LC para la separación y determinación de nucleótidos en 

fórmulas infantiles o matrices biológicas [13-21] usando diferentes sistemas de detección, 

fundamentalmente DAD y MS. Se ha propuesto un método LC por intercambio iónico para 

la determinación de nucleótidos en alimentos infantiles usando detección DAD [22]. 

El método que se propone en este Capítulo, usa el acoplamiento de LC de pares 

iónicos con dos sistemas de detección: DAD y TOF-MS con interfase dual ESI-APCI 

operando en modo negativo. El uso del reactivo volátil N,N-dimetilhexilamina (DMHA) 

permitió mejorar la compatibilidad de LC de pares iónicos con ESI-APCI-MS. Es la primera 

vez que los cinco nucleótidos, CMP, UMP, AMP, GMP e IMP, han sido determinados en una 

amplia variedad de alimentos infantiles y/o funcionales tales como cereales y tarritos, sin y 

con suplementación. La sensibilidad junto con elevada selectividad de ESI-APCI-TOF-MS 

permitió la identificación correcta de los compuestos. El método se basa en la 

desproteinización de los alimentos y el análisis directo de los nucleótidos por LC de pares 

iónicos usando elución isocrática con una fase móvil 5 % v/v de metanol y 95 % v/v de 

disolución reguladora de formiato 0,1 M (pH 5,5) conteniendo DMHA 0,01 M a una 

velocidad de flujo de 0,7 mL min-1.  

Se validó la linealidad, LODs y límites de cuantificación (LOQs), selectividad, 

exactitud y precisión del método. Las recuperaciones obtenidas para muestras fortificadas 

fueron satisfactorias para todos los analitos. El procedimiento propuesto permitió 

determinar los únicos nucleótidos autorizados y se aplicó con éxito al análisis de diferentes 

alimentos infantiles y/o funcionales, como cereales, tarritos y productos lácteos. Se llevó a 

cabo un estudio sobre la estabilidad de los nucleótidos en alimentos infantiles lácteos 

acidificados (mezclas de yogur pasteurizado con fórmulas infantiles de continuación) 

almacenados a temperatura ambiente y a 30 ºC. 
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I.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

I.5.1. INSTRUMENTACIÓN 

 El sistema LC consistió en una bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, Waldbronn, 

Germany) (G1312A) con una velocidad de flujo de 0,7 mL min-1. Los disolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent G1379A). La columna se 

mantuvo en un compartimento termostatado a temperatura ambiente (Agilent G1316A). El 

detector de diodos fue un Agilent G1315D operando a tres longitudes de onda de 252, 260 

y 271 nm.  

La separación se realizó en una columna C18 Gemini®-NX de 5 μm (150 mm x 4,6 

mm), que proporcionó eficiencias altas, resistencia mecánica y estabilidad en un intervalo 

de pH muy amplio entre 1 y 12. La inyección (40 μL) se llevó a cabo usando un 

automuestreador (Agilent G1329A). El sistema LC se acopló a un espectrómetro de masas 

TOF-MS (Agilent 6220) equipado con una interfase dual ESI-APCI. 

Las disoluciones se almacenaron en viales de vidrio ámbar de 10 mL. Se usó una 

centrífuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Germany) en el tratamiento de las muestras. 

 

I.5.2. REACTIVOS 

Se utilizaron acetonitrilo y metanol de calidad grado reactivo de Lab-Scan (Dublin, 

Ireland). El agua desionizada se obtuvo con un sistema de purificación Milli-Q (Millipore, 

Bedford, MA, USA). 

Los cinco nucleótidos 5’-monofosfato comerciales, CMP, AMP, GMP, IMP y UMP, se 

obtuvieron como sales sódicas de Sigma (St. Louis, MO, USA). Las disoluciones patrón 

(1000 μg mL-1) se prepararon disolviendo los productos comerciales en agua. Se 

mantuvieron a -18 C en botellas oscuras selladas con tapones de PTFE/silicona. Las 

disoluciones estándar de trabajo se prepararon diariamente por dilución con agua. 

Otros reactivos usados fueron formiato sódico, DMHA y ácido tricloroacético (TCA) 

(Sigma). 
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I.5.3. MUESTRAS 

Las muestras de diferentes tipos de alimentos infantiles y/o funcionales se 

obtuvieron de fabricantes locales (Hero España, S.A.). Fueron alimentos infantiles o 

tarritos (a partir de 4 meses de edad) conteniendo verduras, carne, pescado y frutas, 

alimentos infantiles (a partir de 12 meses de edad) conteniendo carne con verduras, 

potaje de garbanzos, lentejas y espaguetis y cereales infantiles (multicereales con miel y 

con cacao). 

Por otra parte, se llevó a cabo un estudio sobre la estabilidad de los nucleótidos en 

alimentos infantiles lácteos consistentes en mezclas de yogur pasteurizado con fórmulas 

de continuación. Las muestras se mantuvieron durante un tiempo de seis meses en dos 

condiciones experimentales diferentes, a temperatura ambiente y a 30 ºC. 

Los experimentos de recuperación se llevaron a cabo usando muestras fortificadas 

con una mezcla estándar de nucleótidos. Las muestras se dejaron equilibrar a temperatura 

ambiente durante al menos media hora antes de iniciar el procedimiento de extracción. 

 

I.5.4. PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Las muestras se prepararon pesando 1 g del alimento infantil o 0,25 g del alimento 

lácteo en un tubo de centrífuga de 10 mL y agregando 2 mL de agua. Seguidamente, se 

añadió 1 mL de TCA  al 3 % y se dejó reposar durante 15 min para permitir la 

precipitación de las proteínas. La muestra se centrifugó entonces a 6000 rpm durante 10 

min a temperatura ambiente. La disolución sobrenadante se recuperó y se diluyó a 5 mL 

con agua en un matraz aforado. Se filtraron alícuotas a través de filtros de jeringa de 0,45 

µm de difluoruro de polivinilideno (PVDF) con carcasa de polipropileno y se inyectaron 40 

μL en LC con el automuestreador usando viales ámbar. 

La fase móvil usada en condiciones isocráticas fue una mezcla al 95 % v/v de 

disolución reguladora de formiato 0,1 M conteniendo DMHA 0,01 M (pH 5,5) y 5 % v/v de 

metanol. La velocidad de flujo fue 0,7 mL min-1. La detección UV-vis se realizó en el 

intervalo 190-450 nm y el detector DAD se utilizó a longitudes de onda de 252 nm para 

GMP e IMP, 260 nm para AMP y UMP y 271 nm para CMP. Los análisis se llevaron a cabo 

por triplicado y las inyecciones por duplicado. 
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I.5.5. DETECCIÓN ESI-APCI-TOF-MS 

El sistema LC (0,7 mL min-1) se acopló a un TOF-MS equipado con una interfase 

dual ESI-APCI operando en modo negativo usando un voltaje capilar de +1 kV. Los 

valores óptimos de otros parámetros ESI-TOF fueron: temperatura del gas de secado, 350 

ºC; flujo del gas de secado, 11 L min−1 y presión del gas nebulizador, 58 psi. La detección 

se llevó a cabo considerando un rango de masas de 50–600 m/z. Los datos de masa 

exacta de los iones moleculares fueron procesados con el programa Mass Hunter 

considerando el criterio de exactitud ampliamente aceptado para confirmación de la 

composición elemental establecido a 5 ppm. Durante el desarrollo del método LC, se 

realizó calibración externa del instrumento. La disolución de calibración se inyectó al 

principio de cada tanda y todos los espectros se calibraron antes de la identificación del 

compuesto. 

 

I.6. SEPARACIÓN DE LOS NUCLEÓTIDOS POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 

 Los nucleótidos muestran un fuerte carácter ácido como consecuencia de la 

disociación de los grupos fosfato en disolución acuosa. Generalmente, están presentes 

cargados negativamente ya que sus valores de pK son inferiores a 7. Los nucleótidos 

ionizados tienen mayor polaridad que las especies neutras y son retenidos en menor 

extensión, lo que puede ser atribuido a su débil interacción con la fase estacionaria 

hidrofóbica y a su mayor afinidad con la porción acuosa de la fase móvil. Las especies 

ionizadas también tienen interacciones iónicas con los silanoles expuestos y activados, lo 

que repercute en la forma del pico y la reproducibilidad. 

Se ensayó en primer lugar el uso de RP-LC empleando columnas C18 como Zorbax 

Eclipse XDB y Discovery HS. Las fases móviles fueron mezclas de diferentes disoluciones 

reguladoras como formiato (10 mM, pH 3-5), fosfato (50 mM, pH 7) o Bis-Tris (10 mM, pH 

7) en ausencia o en presencia de metanol hasta el 60 % v/v. Sin embargo, debido a su 

naturaleza polar, los nucleótidos no fueron retenidos por las columnas en ninguna de las 

condiciones estudiadas. 

La acidificación de la fase móvil para neutralizar los grupos silanol es una opción 

usual para reducir interacciones secundarias y disminuir la ionización de los analitos, 
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presentando una interacción mayor con la fase estacionaria. Así, se ensayó una fase móvil 

de pH 2 conteniendo ácido acético (2 % v/v) y metanol (0-40 % v/v), pero los resultados 

no fueron satisfactorios y, en consecuencia, la técnica RP fue desechada. 

Para aumentar la retención de los nucleótidos, se seleccionó IPC. La naturaleza 

iónica de los ésteres fosfato facilitó las interacciones fuertes con reactivos de pares iónicos 

catiónicos a valores de pH apropiados, aumentando así la retención de los nucleótidos y la 

resolución. Con el uso de la técnica LC-MS, la resolución de la columna en disoluciones 

reguladoras volátiles es crítica. Se ha seleccionado una columna C18 Gemini®-NX de 5 μm, 

que resulta muy tolerante a los cambios en el pH de la fase móvil entre 1 y 12, 

suministrando alta eficiencia y fuerza mecánica sin degradación de la fase estacionaria. 

Como los nucleótidos están cargados negativamente, la superficie del 

empaquetamiento de la columna C18 se recubrió con moléculas adsorbidas de un reactivo 

de pares iónicos positivo y la carga del reactivo se enlazó a la fase estacionaria. Se 

ensayaron diferentes reactivos. El par de picos cuya separación es más problemática es 

GMP e IMP. El empleo de hidróxido de tetrapropilamonio así como de hidróxido de 

tetrabutilamonio condujo a una mala resolución para este par de picos. Por otra parte, 

estos reactivos no volátiles no son compatibles con la detección MS. 

En consecuencia, se ensayó el reactivo volátil DMHA para originar interferencias 

mínimas con MS y separación adecuada [23]. Es muy frecuente que la influencia de la 

concentración del reactivo formador de pares de iones tenga efectos opuestos en la 

resolución de LC y de MS; así, se intentó modificar la retención de los nucleótidos variando 

la concentración del reactivo en la fase móvil entre 5 y 25 mM. La retención alcanzó un 

valor máximo al aumentar la concentración de reactivo hasta aproximadamente 20 mM.  

Por otra parte, la hibridación LC-MS solo puede tener éxito si la fase móvil permite 

la generación suficiente de analitos ionizados en la fase gaseosa. Sin embargo, con esta 

concentración de reactivo tan elevada, la detección por MS es difícil, ya que la señal de 

fondo es muy alta y no es reproducible. Así, se seleccionó una concentración 10 mM como 

solución de compromiso entre una buena separación y la sensibilidad de MS.  

Se estudió el efecto del pH de la fase móvil en el rango 2-8 sobre los tiempos de 

retención así como sobre las formas de los picos, bajo estas condiciones de formación de 

pares iónicos. Para valores de pH de 2 a 4, los nucleótidos, que se encuentran 
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predominantemente como especies ionizadas, disminuyen su retención. A valores de pH 5-

6, están como especies neutras y exhiben mayor retención, mientras que permanecen sin 

carga a valores de pH superior a 8. Así, se seleccionó un valor de pH de 5,5 que 

proporcionó la mejor resolución y forma de pico. 

La influencia de la concentración de disolución reguladora de formiato se estudió 

entre 20 y 100 mM y el aumento de la concentración se tradujo en una disminución en la 

retención de los nucleótidos. Se seleccionó una concentración 100 mM. 

La presencia de modificadores orgánicos tales como metanol o acetonitrilo 

añadidos a la disolución reguladora puede facilitar y mejorar la resolución. Así, se varió el 

porcentaje de metanol entre 0 y 15 % v/v, con el objetivo de modificar el rango de 

retención y el espaciado de las bandas. 

Un aumento en la proporción de metanol provocó una disminución en la retención 

para todos los compuestos y, por tanto, una menor resolución de las dos bandas de GMP 

e IMP, debido a la reducción de la adsorción del reactivo formador de pares iónicos sobre 

la fase estacionaria, que se tradujo en una menor retención de los nucleótidos iónicos. La 

mejor separación se consiguió con una fase móvil conteniendo 5 % v/v de metanol.  

 

I.7. EMPLEO DEL SISTEMA DETECTOR ESI-APCI-TOF-MS 

ESI es un método de ionización más suave que APCI, que se usa generalmente 

para diferentes compuestos polares. Así, se ha seleccionado el uso de un modo de 

ionización dual ESI-APCI que permite la conjunción directa para un amplio rango de 

compuestos. 

La supresión de la ionización es un fenómeno complejo asociado con la detección 

MS, que puede ser atribuido a la desprotonación, presencia de componentes no volátiles 

y, en muestras complejas, grandes cantidades de especies competitivas con los iones 

disponibles. 

Así, se evaluó la supresión de la ionización por aplicación de los dos modos de 

operación positivo y negativo. En modo positivo, los espectros producidos fueron más 

complejos, con interferencias del fondo elevadas debido al ión DMHA protonado, mientras 
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que en modo negativo, las intensidades de los iones moleculares negativos generalmente 

fueron más fuertes y se obtuvo un fondo más bajo.  

En consecuencia, se descartó la operación en modo positivo porque el DMHA en sí 

mismo produjo una señal muy fuerte que suprimió otros iones positivos. Se seleccionó el 

modo de ionización negativo que proporcionó la mayor sensibilidad. 

La Figura I.2 (A) muestra el cromatograma UV obtenido a 260 nm para una mezcla 

de los cinco estándares de los nucleótidos y los cromatogramas de iones extraídos (EICs) 

(B-F) por LC-ESI-APCI-TOF-MS bajo las condiciones seleccionadas. 

Todos los nucleótidos fueron identificados por interpretación de sus espectros de 

masas obtenidos por ESI-APCI-TOF-MS considerando la fórmula molecular proporcionada 

y su masa exacta, así como los espectros de absorción en la región UV. Los espectros 

TOF-MS representativos de los compuestos se muestran también en la Figura I.2. 

La Tabla I.1 resume los tiempos de retención, las bandas UV y los datos TOF-MS 

incluyendo los valores m/z experimentales y calculados para las fórmulas moleculares 

proporcionadas, error, la fórmula molecular y los compuestos identificados. 

 

Tabla I.1. Datos TOF-MS y bandas UV para los nucleótidos 

Pico 
tR  

(min) 

λmax 

(nm) 

m/z 

Experimental 

m/z 

Calculado 

Error 

(ppm) 

Fórmula 

molecular 
Compuesto 

1 3,75 271 322,0437 322,0446 2,56 C9H14N3O8P CMP 

2 4,77 260 323,0293 323,0286 -2,04 C9H13N2O9P UMP 

3 6,81 252 362,0510 362,0507 -0,80 C10H14N5O8P GMP 

4 7,04 252 347,0390 347,0398 2,30 C10H13N5O7P IMP 

5 14,36 260 346,0543 346,0558 4,46 C10H14N5O7P AMP 
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Figura I.2. Cromatogramas obtenidos para una mezcla estándar de nucleótidos de 1 µg 

mL-1 usando LC de pares iónicos. A: Cromatograma obtenido con DAD a 260 nm; B-F: 

EICs obtenidos mediante ESI-APCI-TOF-MS mostrando los espectros de los compuestos 
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I.8. DATOS ANALÍTICOS Y VALIDACIÓN 

Se validó la linealidad, LODs, LOQs, selectividad, exactitud y precisión del método. 

Las curvas de calibrado se obtuvieron mediante análisis por regresión lineal de las 

áreas de pico versus la concentración de analito usando seis niveles de concentración. La 

cuantificación se llevó a cabo por el método del estándar externo. Los parámetros de 

validación, coeficientes de correlación y rango de linealidad para los nucleótidos se 

muestran en la  Tabla I.2. 

Los valores de r2 fueron apropiados (r2>0,99) y se obtuvo una linealidad excelente 

para todo el intervalo estudiado. 

Los LODs se calcularon sobre la base de tres veces el valor de la desviación 

estándar (SD) de la ordenada en el origen de las gráficas de calibrado y los LOQs usando 

diez veces la desviación estándar de la ordenada en el origen. Estos valores se incluyen 

también en la Tabla I.2. 

 

Tabla I.2. Datos analíticos para los nucleótidos usando LC de pares iónicos 

Analito 
Pendiente 

(mL μg-1) 

Coeficiente 

correlación 

Linealidad 

(μg mL-1) 

LOD 

(ng mL-1) 

LOQ 

 (ng mL-1) 

LC-DAD 

CMP 31 0,9972 0,02-5 6,3 21 

UMP 30 0,9964 0,02-5 5,5 18 

GMP 33 0,9992 0,02-5 4,5 15 

IMP 29 0,9991 0,02-5 7,6 25 

AMP 40 0,9995 0,02-5 4,5 15 

LC-MS 

CMP 14752 0,9987 0,1-5 11 35 

UMP 11019 0,9991 0,1-5 13 42 

GMP 3917 0,9985 0,1-5 19 62 

IMP 4107 0,9982 0,1-5 17 58 

AMP 3526 0,9992 0,1-5 16 55 
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Para chequear la repetitividad del método, se llevaron a cabo diez análisis idénticos 

de una muestra de leche fermentada y se obtuvieron valores de desviación estándar 

relativa (RSD) entre 2,1 y 6,8 %. Estos valores indicaron que la precisión del método fue 

satisfactoria para análisis de control. 

 Se consiguió una gran selectividad del método debido a la elevada resolución y las 

medidas de masa exacta de LC-TOF-MS. La identificación se llevó a cabo usando el nivel 

de exactitud, ampliamente aceptado para confirmación de la composición elemental, 

correspondiente a una tolerancia en el error de 5 ppm. 

No se observaron picos de impurezas a los tiempos de retención correspondientes 

a los nucleótidos. 

 

I.9. ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ 

El efecto matriz ha sido estudiado en los diferentes tipos de muestras analizadas 

para evaluar la supresión de la señal producida por la coelución de compuestos de la 

matriz de la muestra que pueden afectar a la ionización del analito. 

El efecto matriz de las muestras de alimentos infantiles para los nucleótidos 

estudiados se evaluó comparando las pendientes de las gráficas de calibrado para los 

estándares acuosos y las gráficas de adiciones estándar para las diferentes matrices, 

obtenidas representando la concentración (a cinco niveles) frente a las áreas de pico y 

llevando a cabo un análisis de regresión lineal. 

La Tabla I.3 muestra los datos obtenidos. Como puede comprobarse, las 

pendientes de las gráficas de calibrado de adiciones estándar para las muestras fueron 

diferentes de las obtenidas para los estándares acuosos para los cinco nucleótidos, 

confirmando que la calibración se debe llevar a cabo por el método de adiciones estándar 

para compensar el efecto matriz. 

Para comprobar la exactitud del método propuesto, se llevó a cabo un estudio de 

recuperación fortificando tres muestras (yogur pasteurizado con fórmula de continuación, 

cereales infantiles y tarrito de verduras) a dos niveles de concentración correspondientes a 

aproximadamente dos y cuatro veces los LOQs. Las recuperaciones de los nucleótidos de 
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las muestras fortificadas variaron del 85 al 96 %, con una recuperación media±desviación 

estándar (n=30) de 92±3. 

 

Tabla I.3. Pendientes de calibración para diferentes alimentos infantiles (mL μg-1) 

Muestra CMP  UMP  GMP  IMP AMP  

Estándares acuosos 14752 11019 3917 4107 3526 

Alimentos infantiles de 4-6 meses de edad 

Pollo con arroz 5211 2290 3410 4375 1692 

Cordero con verduras 3729 3495 3345 3743 954 

Pavo con verduras 2733 4821 1345 2588 1368 

Jamón con guisantes 2031 4501 3563 4182 1455 

Ternera con verduras 1051 3654 1801 1251 757 

Jamón/Ternera con verduras 1228 4168 2220 1872 1314 

Alimentos infantiles de 12 meses de edad 

Potaje de garbanzos 1133 3302 3388 581 1011 

Pollo con arroz y verduras 695 4411 2067 1077 1466 

Lentejas 6638 3570 2300 782 750 

Espaguetis con carne 5021 5266 2929 2706 762 

Cereales infantiles      

Multicereales con miel 3654 1614 452 562 559 

Cereales con cacao 2029 1447 480 590 490 

Alimentos infantiles lácteos      

Yogur pasteurizado con 

fórmula de continuación 

7697 9412 2472 2267 2031 

 

I.10. EXTRACCIÓN DE LA MUESTRA 

Los alimentos infantiles y los alimentos lácteos son muestras biológicas altamente 

complejas y, por tanto, fue necesario utilizar alguna forma de preparación de la muestra 

para simplificar la matriz y facilitar la interpretación de la señal con certeza. Hay que 

tomar precauciones adicionales para asegurar la integridad de la muestra a través del 

proceso analítico. Esto es particularmente crítico en el análisis de alimentos lácteos, ya 
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que los nucleótidos son susceptibles de conversiones enzimáticas con una variedad de 

enzimas endógenas como nucleotidasas y fosfatasas, que pueden degradar rápidamente 

los analitos. 

Por tanto, la muestra se trató con ácidos para inhibir la conversión de los 

nucleótidos por inactivación de estas enzimas. Para eliminar las proteínas, se ensayó la 

extracción por adición tanto de ácido acético como TCA y, después de la centrifugación, el 

precipitado se lavó con agua y se combinaron los extractos. Los mejores resultados 

relativos a la eliminación eficiente de las proteínas de la leche se consiguieron usando 

TCA. La precipitación de las proteínas con ácido, sin neutralización, ofrece la ventaja de 

una preparación de la muestra rápida y simplificada. Sin embargo, se pueden producir 

pérdidas potenciales de los nucleótidos con tiempos largos de almacenamiento de los 

nucleótidos en medio ácido. Así, se ensayaron diferentes concentraciones de TCA en el 

rango 0,1-1 % y, a continuación, los extractos se centrifugaron y se filtraron para su 

inmediato análisis cromatográfico. Se consiguieron buenas recuperaciones con 

precipitación de las proteínas usando TCA al 0,6 %. 

Se probó también la extracción usando disolventes orgánicos; sin embargo, 

metanol y acetonitrilo proporcionaron eficiencias de extracción muy bajas y se descartó su 

uso. 

Antes de la inyección en LC, se filtraron las muestras. Los alimentos infantiles 

conteniendo aceite de oliva presentaron algunos problemas en la filtración con filtros de 

nailon. Sin embargo, se consiguió una buena filtración con el uso de filtros de jeringa de 

PVDF con carcasa de polipropileno. El PVDF tiene carácter hidrofílico y es una membrana 

que se puede usar para proteínas y péptidos. 

 

I.11. ANÁLISIS DE ALIMENTOS INFANTILES 

Se analizaron diferentes alimentos infantiles correspondientes a diez muestras en 

forma de tarritos (de 4-6 meses de edad) conteniendo verduras, carne, pescado y frutas, 

muestras de alimentos (desde 12 meses de edad) conteniendo carne con verduras, potaje 

de garbanzos, lentejas y espaguetis y cereales infantiles (multicereales con miel y con 

cacao). Todas las muestras se analizaron por triplicado. 
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La Tabla I.4 muestra los resultados obtenidos. Como se puede comprobar, los 

niveles más altos de nucleótidos se encontraron en alimentos basados en pescado. Los 

niveles más bajos se encontraron en las muestras basadas en cereales. En consecuencia, 

los niveles contenidos en los alimentos infantiles fueron cuantificados de forma adecuada 

sin problemas de sensibilidad usando el procedimiento desarrollado de LC-MS con pares 

iónicos. 

 

Tabla I.4. Contenido de nucleótidos a en alimentos infantiles (μg g-1) 

Muestra CMP  UMP  GMP  IMP AMP  

Alimentos infantiles de 4-6 meses de edad 

Pollo con arroz ND ND ND ND ND 

Cordero con verduras 0,27±0,02 2,0±0,16 0,29±0,02 3,1±0,2 2,7±0,2 

Pavo con verduras 0,11±0,01 1,1±0,08 0,24±0,02 0,13±0,01 2,1±0,1 

Jamón con guisantes 0,14±0,01 0,91±0,1 0,12±0,01 0,10±0,01 0,56±0,03 

Ternera con verduras 0,53±0,03 2,2±0,18 0,51±0,04 2,6±0,1 2,9±0,2 

Jamón/Ternera con 

verduras 

0,15±0,01 0,36±0,03 0,07±0,01 0,06±0,01 1,2±0,1 

Merluza con arroz 1,7±0,1 2,2±0,3 1,0±0,09 2,2±0,2 3,2±0,2 

Verduras 2,5±0,13 3,5±0,3 1,8±0,1 0,36±0,02 4,2±0,2 

Plátano, naranja y pera ND ND ND ND ND 

Melocotón y plátano 1,0±0,09 2,3±0,2 0,59±0,03 0,21±0,01 1,0±0,08 

Alimentos infantiles de 12 meses de edad 

Potaje de garbanzos 0,25±0,02 1,7±0,15 0,52±0,04 2,2±0,1 2,1±0,1 

Pollo con arroz y 

verduras 

0,94±0,1 1,8±0,2 0,65±0,04 1,4±0,06 1,7±0,05 

Lentejas 0,34±0,02 1,5±0,1 0,73±0,05 0,82±0,07 0,83±0,05 

Espaguetis con carne 0,85±0,06 1,5±0,1 0,07±0,01 0,57±0,03 0,27±0,02 

Cereales infantiles      

Multicereales con miel 0,32±0,02 0,12±0,07 0,13±0,01 ND ND 

Cereales con cacao 0,11±0,01 0,18±0,1 0,27±0,02 ND ND 

a Media±desviación estándar (n=3). ND significa no detectado 
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Los dos nucleótidos de interés comercial como potenciadores de sabor, IMP y GMP, 

también pueden encontrarse en la naturaleza y se han detectado en los alimentos 

infantiles. Otros nucleótidos, como AMP, también están presentes naturalmente. IMP está 

asociado primariamente con fuentes animales, mientras que GMP predomina más en 

alimentos basados en verduras. La mayoría de los animales marinos son fuentes 

apropiadas de IMP, especialmente cuando se seca el producto [24]. 

Los perfiles cromatográficos demostraron la ausencia de picos interferentes. Los 

picos cromatográficos se identificaron en primer lugar comparando los datos de retención 

obtenidos para los estándares, las muestras y las diferentes muestras fortificadas con los 

estándares bajo idénticas condiciones. Los picos se identificaron también usando el 

detector DAD para medir continuamente el espectro mientras el soluto pasa a través de la 

célula de flujo, confirmando así la identidad y la pureza de los picos. Se encontró buena 

concordancia entre los espectros UV de los diferentes picos obtenidos para los estándares, 

las muestras y las muestras fortificadas. Finalmente, se confirmó la identificación usando 

el nivel de exactitud, aceptado ampliamente para composición elemental, de 5 ppm de 

tolerancia. 

 

I.12. ESTABILIDAD DE LOS NUCLEÓTIDOS EN ALIMENTOS INFANTILES 

ACIDIFICADOS  

Los microorganismos o enzimas se usan en la producción de alimentos 

fermentados para producir  los cambios bioquímicos deseados y la modificación del sabor 

y el contenido de nutrientes de los alimentos. Los alimentos beneficiosos para la salud, 

“alimentos funcionales” de productos derivados de la leche, están basados en las 

características de las bacterias del ácido láctico [25]. 

Se llevó a cabo un estudio sobre la estabilidad de los nucleótidos en alimentos 

infantiles lácteos acidificados. Las muestras se analizaron recién preparadas y después de 

dos meses, durante un tiempo de vida total de seis meses. Los experimentos se llevaron a 

cabo en dos condiciones experimentales, a temperatura ambiente (TA) y después de 

mantener las muestras a 30 ºC. Como muestra la Tabla I.5, GMP y UMP no fueron 

estables en las muestras fermentadas, mientras que CMP y AMP fueron prácticamente 

estables, especialmente en el caso de las muestras almacenadas a temperatura ambiente. 
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II.1. LA MELAMINA Y COMPUESTOS DERIVADOS 

La melamina (MEL, 1,3,5-triazina-2,4,6-triamina) es un compuesto rico en 

nitrógeno que se utiliza comúnmente para la fabricación de plásticos y resinas [1], y su 

hidrólisis alcalina produce compuestos químicos relacionados estructuralmente, como 

amelina (AMN), amelida (AMD) y ácido cianúrico (CA).  

La Figura II.1 muestra las fórmulas químicas de estos compuestos. 

 

  
 

MELAMINA (MEL) 
 

AMELINA (AMN) 
 
 

  
 

AMELIDA  (AMD) 
 

ÁCIDO CIANÚRICO (CA) 
 

Figura II.1. Fórmulas químicas de la melamina y sus derivados 
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Debido a su elevado contenido en nitrógeno, se ha adicionado MEL ocasionalmente 

a algunos alimentos, con objeto de aumentar el nivel aparente de proteínas que 

contienen. Además de que esta adición es ilegal, su manipulación representa un riesgo 

para la salud humana debido a la toxicidad de estos compuestos [2]. Por consiguiente, 

ninguno de estos cuatro compuestos químicos debería estar presente en los alimentos. 

El límite de seguridad para MEL en leche y productos lácteos, de acuerdo con la US 

Food and Drug Administration (FDA), la Unión Europea y los expertos de la Organización 

Mundial de la Salud y de la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación (WHO/FAO), es 2,5 mg kg-1, mientras que los expertos WHO/FAO para 

fórmulas infantiles [3,4] han establecido un límite de 1 mg kg-1. En consecuencia, tiene un 

gran interés analítico el desarrollo de procedimientos simples y efectivos para la 

determinación de MEL y compuestos relacionados. 

 

II.2. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE MELAMINA Y SUS DERIVADOS 

Se han desarrollado una variedad de métodos con el propósito de la determinación 

de MEL y, recientemente, han sido revisados [5,6]. La mayoría están basados en técnicas 

cromatográficas, como GC-MS [1,7-15], LC con UV o DAD [16-21] y LC-MS [2,14,22-38]. 

También se ha utilizado TOF-MS acoplada a Ionización por Desorción Láser con Matriz 

Asistida (MALDI) [39-41] o Análisis Directo en Tiempo Real (DART) [42]. 

Sin embargo, la mayoría de los procedimientos se refieren a la determinación de 

MEL o mezclas de MEL y CA en diferentes matrices, pero no abordan el resto de especies 

mencionadas. 

Los compuestos polares se analizan con dificultad por LC-MS en fase reversa y una 

buena alternativa puede ser el uso de un agente formador de pares iónicos. En tal caso, 

hay que tener cuidado cuando se usan reactivos de pares de iones en combinación con 

LC-MS, debido a la posibilidad de supresión por los iones, contaminación de la fuente MS y 

formación de aductos. Además, puede ser preferible el método de intercambio iónico, por 

ser compatible con LC-MS para el análisis de analitos polares. 

En este Capítulo, se evalúa la aplicación de la técnica LC de intercambio iónico con 

dos sistemas de detección, APCI-MS y DAD, para la determinación rápida de MEL y 
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compuestos relacionados estructuralmente, incluyendo AMN, AMD y CA en alimentos. En 

ambos procedimientos, se utilizó LC de intercambio iónico y elución isocrática. La 

extracción de las muestras se llevó a cabo por homogeneización con la mezcla  

acetonitrilo:agua:dietilamina. Se ha validado la linealidad, LODs y LOQs, selectividad, 

exactitud y precisión de los métodos. Se demostró la especificidad para LC-MS por las 

características de retención y los espectros MS, mientras que en el caso de LC-DAD se 

demostró su validez para MEL y AMN, considerando las características de retención y los 

espectros UV. Las recuperaciones obtenidas para muestras fortificadas fueron 

satisfactorias para todos los analitos con LC-MS. El procedimiento propuesto, LC-APCI-MS, 

se aplicó con éxito al análisis de diferentes alimentos infantiles, incluyendo fórmulas 

infantiles y cereales de desayuno, así como a muestras de harina de arroz, almidón de 

patata y bebidas de soja y de coco. 

 

II.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

II.3.1. REACTIVOS 

Se utilizaron acetonitrilo y metanol (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) de calidad LC. El 

agua destilada se purificó usando un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). 

La disolución de acetato amónico 10 mM de pH 6,5 se preparó a partir del 

producto comercial (Panreac, Barcelona, Spain). Otros reactivos fueron hidróxido sódico, 

ácido fosfórico, fosfato sódico, etanol y dietilamina (Panreac). 

Las disoluciones patrón de los estándares se prepararon a partir de los productos 

comerciales. MEL (Sigma-Aldrich) y AMD (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Germany) se 

prepararon disolviendo 10 mg en 25 mL de una mezcla metanol:agua 1:1. AMN (Fluka, 

Buchs, Switzerland) se preparó disolviendo 10 mg en 25 mL de una mezcla metanol:agua 

1:1 conteniendo hidróxido sódico 0,05 M y sonicando durante 5 min. CA (Sigma-Aldrich) 

se preparó disolviendo 10 mg en 50 mL de una mezcla etanol:agua conteniendo hidróxido 

sódico 0,05 M y sonicando durante 5 min. Todas las disoluciones se mantuvieron en 

botellas oscuras a 4 ºC, excepto AMD que se almacenó a -18 ºC. Las disoluciones 
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estándar de trabajo se prepararon por dilución con disolución reguladora acetato/acético 

el mismo día de su uso. 

 

II.3.2. INSTRUMENTACIÓN 

 El sistema LC consistió en una bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, Waldbronn, 

Germany) (G1312A) con una velocidad de flujo de 0,5 mL min-1. Los divolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent G1379A). La columna se 

mantuvo en un compartimento termostatado a temperatura ambiente (Agilent G1316A). El 

detector de diodos fue un Agilent G1315D operando a dos longitudes de onda de 200 nm 

para MEL y AMN, y 220 nm para AMD y CA. La columna analítica usada para la técnica de 

intercambio catiónico para mejorar la resolución fue Spherisorb SCX (15 cm x 4 mm, 

tamaño de partícula 5 µm). La inyección (40 μL) se llevó a cabo usando un 

automuestreador (Agilent G1329A). 

El sistema LC se acopló a un espectrómetro de masas de trampa de iones (modelo 

1036) equipado con una interfase APCI operando en ambos modos de ionización positivo y 

negativo y en modo de medida SIM. Los parámetros instrumentales fueron: temperatura 

de secado, 350 ºC; temperatura APCI, 400 ºC; flujo del gas de secado, 6 L min-1 y presión 

del gas nebulizador, 60 psi.  

Las disoluciones se almacenaron en viales de vidrio ámbar de 10 mL. Se utilizaron 

una centrífuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Germany) y un baño de ultrasonidos (Selecta, 

Barcelona, Spain). Para filtrar las muestras, se usaron filtros de nailon Econofilter de 25 

mm de diámetro (0,45 μm) (Agilent). 

 

II.3.3. MUESTRAS 

Las muestras de diferentes tipos de alimentos infantiles fueron suministradas por 

fabricantes locales: tres tipos de fórmulas infantiles (inicio, seguimiento y prebiótica) y 

cereales de desayuno (multicereales con miel). Otras muestras de harina de arroz, harina 

de arroz glutinoso, almidón de patata, bebida de soja y bebida de coco se obtuvieron de 

diferentes proveedores. 
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Los estudios de recuperación se llevaron a cabo usando cuatro muestras diferentes 

(fórmula infantil, cereales de desayuno, harina de arroz y bebida de soja) fortificadas con 

los cuatro analitos, cuando se usó el método LC-APCI-MS, a niveles de concentración 

entre 210 ng g-1 y 2,4 µg g-1. Las muestras se dejaron equilibrar a temperatura ambiente 

durante al menos media hora antes de comenzar el procedimiento de extracción. 

  

II.3.4. PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Se pesó una cantidad de muestra de 0,5 g en un tubo de vidrio y se añadieron 5 

mL de una mezcla acetonitrilo:agua:dietilamina 5:4:1. La suspensión se homogeneizó y se 

centrifugó a 6000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Entonces, se recogió la 

disolución sobrenadante y se filtró a través de un filtro cromatográfico de 0,45 µm. Se 

inyectaron alícuotas de 40 µL en el cromatógrafo con el automuestreador. 

La fase móvil usada en condiciones isocráticas fue acetato amónico 10 mM (pH 

6,5) a 0,5 mL min-1. 

Se llevó a cabo detección UV-vis en el rango 190-450 nm y el detector de diodos se 

utilizó a longitudes de onda de 200 nm para MEL y AMN, y 220 nm para AMD y CA.  

La respuesta MS óptima se obtuvo con APCI en modo positivo para MEL y AMN, y 

en modo negativo para AMD y CA. Los análisis se llevaron a cabo por duplicado. 

 

II.4. OPTIMIZACIÓN DE LA SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA 

La melamina es una molécula básica y polar con un pKa de 5,6 y un valor de log P 

de -1,37. Debido a su elevada polaridad, los compuestos ionizados son retenidos en 

menor extensión que las especies neutras en fase reversa. Las especies ionizadas también 

interactúan con los silanoles expuestos y activados, lo que afecta a la forma de los picos y 

la reproducibilidad.  

La separación se inició utilizando RP-LC usando varias columnas C18 y diferentes 

disoluciones reguladoras como fases móviles. Sin embargo, debido a su naturaleza polar, 

algunos de los analitos no resultaron retenidos por las columnas en ninguna de las 

condiciones y, en consecuencia, se descartó la técnica de fase reversa. 
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Para aumentar la retención de MEL y sus derivados, se ensayó la cromatografía de 

pares iónicos (IPC). La naturaleza iónica de los compuestos facilitó las interacciones 

fuertes con reactivos de pares iónicos aniónicos a pH apropiados, aumentanto así la 

retención y la resolución. Sin embargo, cuando se usó la técnica LC-MS, la resolución de la 

columna en disoluciones reguladoras volátiles es crítica y, por tanto, se descartó el uso de 

IPC.  

Se ensayó la técnica de intercambio catiónico usando una columna Spherisorb SCX 

(15 cm x 4 mm, 5 µm).  

Se estudió el efecto del pH de la fase móvil en el rango 3-7 sobre los tiempos de 

retención y las formas de los picos usando disoluciones reguladoras fosfato 50 mM a 0,5 

mL min-1. CA no se retuvo en la columna bajo ninguna condición, mientras que la 

retención del resto de los compuestos aumentó a valores de pH más bajos, especialmente 

para AMN y MEL. 

Se ensayaron fases móviles de mayor volatilidad, en este caso, formiato y acetato. 

Cuando se trabajó con disolución reguladora de formiato 50 mM, los compuestos fueron 

retenidos por la columna. 

Se obtuvo la mejor resolución usando acetato amónico 10 mM (pH 6,5) a 0,5 mL 

min-1, siendo el orden de elución: 1, CA (tR=2,1 min); 2, AMD (tR=2,2 min); 3, AMN 

(tR=3,2 min) y 4, MEL (tR=5,8 min). 

El método usando LC-DAD fue menos selectivo y requirió validación intensiva para 

asegurar que no se producían interferencias por absorción a las bajas longitudes de onda 

usadas para la detección, a 200/220 nm. Por otra parte, CA tiene grupos cromóforos 

mucho más débiles que el resto de los compuestos y, por tanto, un límite de detección 

más alto. Además, las bandas correspondientes a CA y AMD eluyeron muy cercanas al 

tiempo muerto y no pudieron ser resueltas. 

 

II.5. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES APCI-MS 

Se llevó a cabo una comparación de los métodos de ionización MS, ESI y APCI, y se 

seleccionó APCI usando la sonda de nebulización caliente porque fue más sensible que ESI 

para varios de estos compuestos polares. 
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La respuesta MS óptima se obtuvo con APCI en modo positivo para MEL y AMN, y 

en modo negativo para AMD y CA. Hay que tener en cuenta que AMN se puede analizar 

tanto en modo positivo como en modo negativo. Así, los iones [M+H]+ se usaron como 

iones target para MEL y AMN, mientras que los iones [M-H]- se usaron para AMD y CA 

(Tabla II.1).  

El uso de las dos polaridades opuestas significa que es necesario cambiar la 

polaridad durante cada cromatograma LC-MS, o llevar a cabo dos cromatogramas 

diferentes, uno en cada modo. Los análisis se llevaron a cabo en dos cromatogramas para 

mejorar la sensibilidad. 

La Tabla II.1 resume también los tiempos de retención, las bandas UV y los datos 

APCI-MS. Todos los compuestos se identificaron por interpretación de sus espectros de 

masas obtenidos por APCI-MS y sus espectros de absorción en la región UV. 

 

Tabla II.1. Condiciones LC-DAD y LC-APCI-MS 

Compuesto tR (min) Longitud de 

onda 

Modo de 

ionización 

Ión target  

(m/z) 

CA 2,1 220 Negativo 128 

AMD 2,2 220 Negativo 127 

AMN 3,2 200 Positivo 128 

MEL 5,8 200 Positivo 127 

 

La supresión de iones producida por los iones de la disolución reguladora de la fase 

móvil presentes a concentraciones elevadas es de esperar que no interfieran con la 

ionización de los analitos que son retenidos con el método LC-APCI-MS. La Figura II.2 

muestra los cromatogramas de iones extraídos tanto en modo positivo como en modo 

negativo, bajo las condiciones seleccionadas. 
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Figura II.2. EICs obtenidos mediante LC-APCI-MS en modo positivo y en modo negativo 

obtenidos usando una fórmula infantil de inicio fortificada a 1 µg g-1 de cada compuesto 

 

II.6. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCIÓN DE LA MUESTRA 

Ya que los alimentos infantiles y los alimentos funcionales son muestras biológicas 

altamente complejas, fue necesario utilizar alguna forma de preparación de la muestra 

para simplificar la matriz y facilitar la interpretación no ambigua de la señal. También hay 

que tomar precauciones adicionales para asegurar la integridad de la muestra a lo largo 

del proceso analítico. Esto es particularmente crítico para la determinación de CA, que 

puede precipitar fácilmente. 

La eficiencia de la extracción se evaluó por medio de estudios de recuperación 

usando la técnica de adiciones estándar.  

Por tanto, la muestra se trató con ácidos para eliminar las proteínas. Así, la 

extracción se llevó a cabo añadiendo TCA al 3% m/v y lavando el precipitado con agua 

después de la centrifugación. La precipitación de proteínas con ácido, sin neutralización, 
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tiene la ventaja de ser un proceso de preparación de muestra rápido y eficaz; aunque se 

producen pérdidas de CA y MEL. 

Sin embargo, se obtuvieron buenos resultados cuando se usaron juntos un 

disolvente orgánico y medio alcalino [22]. Así, se consiguió la extracción óptima usando 

una mezcla ACN:agua:dietilamina en la proporción 5:4:1 como se propone en el método 

US FDA [43]. La mezcla se centrifugó a 6000 rpm durante 10 min y se filtró usando un 

filtro de nailon de 0,45 µm. 

 

II.7. VALIDACIÓN DE LOS MÉTODOS ANALÍTICOS 

Se validaron los métodos con respecto a su linealidad, LODs y LOQs, selectividad, 

precisión y exactitud.  

Las gráficas de calibrado se obtuvieron por análisis de regresión lineal de las áreas 

de pico versus concentración de analito (ng mL-1) usando seis niveles de concentración. 

Los parámetros de validación, coeficientes de regresión y rango de linealidad para cada 

compuesto usando LC-MS y calibrando por el procedimiento de estándar externo se 

muestran en la Tabla II.2. Los valores de los coeficientes de correlación fueron mayores 

que 0,99, lo que implica una linealidad excelente para todo el rango estudiado. Los LODs y 

LOQs se calcularon en base a tres y diez veces, respectivamente, la desviación estándar 

de la ordenada en el origen de las gráficas de calibrado y los valores también se muestran 

en la Tabla II.2. 

 

Tabla II.2. Datos de validación del método LC-APCI-MS 

 MEL AMN AMD CA 

Intervalo lineal 

(ng mL-1) 

10-200 

(125-2000) 

10-200 

(125-2000) 

10-200 

(150-2000) 

100-2000 

(1250-20000) 

Coeficiente de regresión 0,983 0,977 0,978 0,997 

LOD (ng mL-1) 2,2 (32) 2,7 (35) 3,0 (43) 13 (180) 

LOQ (ng mL-1) 7,3 (106) 9,0 (116) 10 (143) 43 (600) 

Precisión (n=10), RSD (%) 9,7 7,6 6,8 5,3 

Los valores entre paréntesis corresponden a ng g-1 
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Se calculó la precisión de los métodos por análisis repetidos, calculando la RSD 

para diez inyecciones idénticas de la misma muestra fortificada a 1 µg g-1. Los valores se 

muestran en la Tabla II.2 e indican que la precisión del método LC-MS fue satisfactoria 

para análisis de control.  

 

II.8. ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ 

Se estudió el efecto matriz para los diferentes tipos de muestras analizadas con 

objeto de evaluar la supresión de la señal producida por la coelución de compuestos de la 

matriz de la muestra que afecten a la ionización de los analitos. Esto se puede atribuir en 

la detección MS a desprotonación, a la presencia de componentes no volátiles y, en 

matrices complejas, a cantidades grandes de especies competitivas por los iones 

disponibles. 

Se compararon las pendientes de las gráficas de calibrado de estándares acuosos y 

de adiciones estándar para las diferentes matrices, obtenidas representando concentración 

(a cinco niveles) frente a área de pico y realizando un análisis de regresión lineal. La 

aplicación de un estudio estadístico concluyó que había diferencias significativas para las 

pendientes al nivel de confianza del 95 %, confirmando que la calibración deberá llevarse 

a cabo por el método de adiciones estándar para compensar el efecto matriz. La Tabla II.2 

muestra los datos obtenidos para la linealidad, LODs y LOQs aplicando el método de 

adiciones estándar a una fórmula infantil de inicio (datos entre paréntesis). Se llevó a cabo 

un estudio similar usando LC-DAD para MEL y AMN y también se detectó efecto matriz, 

proponiendo también el método de adiciones estándar cuando MEL y AMN se cuantifican 

por LC-DAD.  

Se evaluó la selectividad del método LC-APCI-MS analizando seis muestras blanco 

diferentes con objeto de determinar la posible interferencia de sustancias extrañas. No se 

observaron picos de impurezas a los tiempos de retención correspondientes a MEL y sus 

derivados cuando se analizaron las matrices blanco y extractos de las muestras 

fortificadas. En el caso del método LC-DAD, se llevó a cabo un estudio similar para 

comprobar la selectividad para MEL y AMN. 

Para estudiar la exactitud del método LC-APCI-MS, se llevó a cabo un estudio de 

recuperación fortificando cuatro muestras (fórmula infantil, cereales de desayuno, harina 
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de arroz y bebida de soja) a dos niveles de concentración correspondientes a 

aproximadamente dos y cuatro veces los LOQs. Las recuperaciones de MEL y derivados a 

partir de muestras fortificadas variaron entre 80 y 103 %, con un valor de recuperación 

media±SD (n=64) de 91±5. En el caso de LC-DAD, las mismas muestras fueron 

fortificadas con MEL y AMN a dos niveles de concentración en el rango 260-600 ng g-1, y 

se obtuvo una recuperación media±SD (n=32) de 89±7. 

 

II.9. ANÁLISIS DE ALIMENTOS 

Se analizaron diferentes alimentos infantiles, correspondientes a tres tipos de 

fórmulas infantiles (inicio, seguimiento y prebiótica de seguimiento) y un cereal de 

desayuno (multicereales con miel), usando el procedimiento propuesto LC-APCI-MS. Otras 

muestras también analizadas fueron harina de arroz, harina de arroz glutinoso, almidón de 

patata, bebida de soja y bebida de coco. Todas las muestras fueron analizadas por 

triplicado. No se detectaron los analitos MEL, AMN, AMD ni CA en ninguna de las muestras 

por encima de los LODs. 

Los perfiles cromatográficos demostraron la ausencia de interferencias. Los picos 

cromatográficos para muestras fortificadas se identificaron en primer lugar comparando 

los datos de retención obtenidos para los estándares, las muestras y las diferentes 

muestras fortificadas bajo condiciones idénticas. Finalmente, se confirmó la identificación 

usando los espectros MS. 
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III.1. LA GRANADA Y SUS CONSTITUYENTES ESENCIALES 

La granada, Punica granatum, es una fruta de sabor agradable y color atractivo 

que ofrece un alimento con importantes propiedades nutricionales y terapéuticas. Desde el 

punto de vista botánico es el fruto del granado, pequeño árbol caducifolio de 3 a 6 m de 

altura, perteneciente a la familia de las Punicaceae. Las hojas son de color verde brillante, 

lustrosas por el haz y con el borde entero. Las flores (floración entre mayo y julio) son 

grandes y de color rojo, y matizadas en blanco, en algunas variedades. 

El fruto es una baya globosa, denominada balausta, de color rojo brillante, verde 

amarillento o blanquecino, lleno de semillas y de cáscara coriácea. Las semillas son 

gruesas, de consistencia leñosa y testa carnosa o pulposa, de forma prismática, muy 

jugosas, color que varía desde el rubí intenso hasta blanco y sabor agridulce. 

Actualmente su cultivo se extiende principalmente en países de la cuenca 

mediterránea. España es uno de los principales países productores del mundo y 

exportador de Europa. Esta producción se concentra fundamentalmente en la zona 

levantina de Alicante y Murcia. Su cultivo se extiende desde el mes de septiembre hasta 

enero, si bien los mejores frutos son los recolectados entre los meses de octubre y 

diciembre [1]. 

La granada está compuesta mayoritariamente por agua y azúcares, siendo menor 

su contenido en grasas y proteínas, lo que le confiere un bajo valor calórico (aprox. 75 

kcal/100 g). Presenta también una pequeña proporción de fibra alimentaria, localizada 

fundamentalmente en el piñón (3,1 g/100 g), es rica en potasio y aporta cantidades 

considerables de calcio, magnesio, hierro y fósforo, siendo pobre en sodio. Contiene, 

además, vitaminas del grupo B, C y niacina, en concentraciones similares a otras frutas de 

alto consumo como ciruelas o manzanas. 
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Gran parte de su importancia organoléptica y sus beneficios para la salud, se 

deben a la presencia de compuestos fenólicos [2,3], ya que, a nivel organoléptico, los 

antocianos son los responsables de su atractivo color rojo y los taninos de su sabor 

astringente (siendo los ácidos orgánicos, cítrico y málico, los responsables del sabor 

acidulado), mientras que los elagitaninos y, en menor proporción, los antocianos le 

confieren propiedades antioxidantes.  

Los fenoles totales se encuentran en una concentración elevada (aprox. 83 mg/100 

g de porción comestible o 250 mg/100 mL), comparable a la del vino tinto (valores medios 

de 203 mg/100 mL) y muy superior a la del té verde (aprox. 103 mg/100 mL), tan 

apreciado hoy día por su capacidad antioxidante. 

Dentro de esta fracción fenólica, los compuestos mayoritarios pertenecen al grupo 

de los antocianos (flavonoides coloreados), elagitaninos, derivados del ácido elágico (EA) y 

otros taninos hidrolizables (HTs) [4]. 

En el grupo de los compuestos fenólicos coloreados, la granada se caracteriza por 

la presencia de antocianos, derivados 3-glucósidos y 3,5-diglucósidos de delfinidina, 

cianidina y pelargonidina. Los derivados de cianidina son los que se encuentran en mayor 

proporción (por encima del 60 %), otorgando en total una alta concentración de estos 

flavonoides (alrededor de 13,3 mg/100 g de porción comestible o 40 mg/100 mL de 

zumo). 

Dentro del segundo grupo, los HTs, los compuestos más abundantes son las 

punicalaginas, que se encuentran naturalmente como dos anómeros reversibles, A y B 

(PGA y PGB) [5,6], con concentraciones que alcanzan los 52 mg/100 mg de porción 

comestible (156 mg/100 mL de zumo), EA y sus derivados se encuentran en proporciones 

algo inferiores (un total de 4 mg/100 mg o 12 mg/100 mL zumo) y el total de otros HTs 

alcanza valores de 14 mg/100 mg (42 mg/100 mL zumo). No obstante, en algunos zumos 

comerciales, se han descrito concentraciones mucho más elevadas de los tres últimos 

grupos de compuestos, alterándose también la proporción de antocianos y EA según la 

variedad de granada. 

Los ácidos fenólicos tales como EA y ácido gálico (GA), productos de la hidrólisis de 

HTs, también se han detectado en granada. Las concentraciones tan elevadas de 
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elagitaninos han llevado a la propuesta de diferentes métodos para su aislamiento y 

purificación a partir de esta fruta [7-10]. 

En la granada se pueden distinguir distintas partes: cáscara, mesocarpio y las 

porciones comestibles arilos, con diferente composición polifenólica [2,11,12]. Además, en 

su composición química influyen diferentes factores, tales como origen geográfico, 

variedad de las plantas, estado de madurez, condiciones medioambientales o técnicas de 

cosecha. 

En los zumos de granada se han encontrado concentraciones de HTs más elevadas 

que en los arilos, debido a que en la fabricación del zumo se procesa el fruto completo 

[11]. Así, no es sorprendente que la mayor parte de la bibliografía encontrada haga 

referencia a zumos más que a la fruta, debido a su contenido de polifenoles más alto [2]. 

 

III.2. LOS COMPUESTOS FENÓLICOS EN LA GRANADA 

La importancia de los compuestos fenólicos de la granada es doble, ya que por una 

parte son responsables de sus características organolépticas, fundamentalmente de su 

atractivo color rojo, y por otra parte, le confieren su capacidad captadora de radicales 

libres, lo que hace que sea incluida entre los potenciales promotores de la salud. La Figura 

III.1 muestra un esquema de los principales compuestos fenólicos presentes en la 

granada. 

Los antocianos son los compuestos responsables de los colores rojos de bayas y 

ciertos frutos como granada, manzana, ciruela, cereza, uvas, etc. El papel de los 

antocianos en el consumo de granadas es fundamental, ya que cuanto más rojo sea el 

grano, mayor es la aceptación. No obstante, el color que otorga este tipo de flavonoides 

varía con la estructura molecular, ya que si aumenta la hidroxilación, aumenta la 

coloración azulada. La forma responsable de la coloración roja es la del catión flavilio, 

aunque dependiendo del pH o de la temperatura, puede desplazarse hacia las otras 

formas con las que se mantiene en equilibrio, y que son incoloras (pseudobase carbinol y 

chalcona) o azulada (base quinoidal), produciendo, generalmente, alteraciones 

indeseables. Así, la forma de catión flavilio predomina a pH bajo (<3) y temperatura de 20 

°C, desplazándose el equilibrio hacia las otras formas a medida que aumentamos estos 
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dos factores. Además, hay otros elementos que influyen en la estabilidad de estos 

pigmentos, como son el ácido ascórbico, los azúcares, la presencia de copigmentos, 

enzimas, etc. También se ha demostrado la actividad captadora de radicales libres de 

estos flavonoides, lo que hace que un 10 % de la capacidad antioxidante del zumo de 

granada se deba a la presencia de estos polifenoles. 

Pero, sin duda, los compuestos que presentan una mayor capacidad captadora de 

radicales libres son las PGs, responsables del 50 % de esta actividad en el zumo de 

granada. La PG es un elagitanino en el cual los ácidos galágico y elágico se unen a una 

molécula de glucosa, siendo los isómeros de la misma los responsables de la coloración 

amarillenta de la corteza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura III.1. Compuestos fenólicos de bajo peso molecular 
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III.3. LA GRANADA COMO ALIMENTO FUNCIONAL 

Dentro del mercado de los alimentos funcionales, en continua expansión, se ha 

considerado a la granada y los productos derivados de ella como alimentos funcionales 

debido a su acción antioxidante. Este efecto se debe a los antocianos, compuestos 

fenólicos que protegen frente a los radicales libres y retrasan el proceso de envejecimiento 

de las células. La actividad captadora de radicales libres de estos flavonoides ha sido 

demostrada en distintos estudios. Se estima que la capacidad antioxidante del zumo de 

granada se debe a la presencia de estos polifenoles, los antocianos. La capacidad 

antioxidante del zumo de granada es tres veces superior a la del vino tinto y a la del té 

verde.  

Por otra parte, resulta de gran importancia la composición en ácidos grasos 

esenciales (linoléico, linolénico y araquidónico) y, especialmente, por su contenido en 

ácidos grasos poliinsaturados, que juegan un papel muy importante como compuestos 

preventivos de enfermedades cardiovasculares y de algunos otros problemas de corazón, 

debido a que este tipo de ácidos grasos reducen considerablemente los niveles de 

lipoproteínas de alta densidad. 

El ácido púnico tiene efectos antiaterogénicos. Los elagitaninos pueden ser 

transformados en urolitinas, la urolitina A podría ser el compuesto antiinflamatorio más 

activo relacionado con la ingesta de granada. PG es el polifenol de mayor peso molecular 

conocido, que se hidroliza en EA y se metaboliza en el tracto intestinal generándose 

urolitinas. PGs son los compuestos que presentan mayor capacidad antioxidante o 

captadora de radicales libres y son responsables aproximadamente del 50 % de esta 

actividad en el zumo de granada, seguida de otros HTs (33 % de la actividad total) y, en 

menor medida, del EA (3 %). 

Las principales propiedades funcionales de las punicalaginas son: 

 Poderoso efecto antioxidante. 

 Actividad anticancerígena. 

 Efecto protector del sistema cardiovascular. 
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III.4. PRODUCTOS DERIVADOS DE LA GRANADA 

Los productos derivados de la granada como son los zumos, néctares, extractos y 

mermeladas, aumentan significativamente su comercialización y cuota de mercado fuera 

de nuestras fronteras. La inmensa mayoría de los productos comercializados en el 

mercado no indican el origen ni la variedad de la granada con la cual se realizan.  

Es muy importante tener en cuenta la influencia que puede tener el procesado 

sobre los constituyentes promotores de la salud, ya que estos pueden degradarse durante 

la elaboración de alimentos en la industria o durante su almacenamiento. En general, el 

principal problema con el que se encuentra la industria dedicada a la elaboración de 

alimentos derivados de frutos rojos ricos en antocianos, es la pérdida de color o la 

alteración del mismo, debido a la degradación de los pigmentos por la acción, 

principalmente, de la alta temperatura a la que se somete el producto durante el 

tratamiento, a la acción enzimática, a la interacción con ciertos conservantes y a la 

exposición a la luz durante el almacenamiento. En el caso de la granada, la alteración del 

color durante la elaboración o almacenamiento de los alimentos procesados, a nivel 

experimental, no es tan drástica como en otros frutos rojos (por ejemplo, la fresa). Esto se 

debe, en parte, a la naturaleza de los antocianos característicos de la misma, ya que los 

diglucosilados son más estables que los monoglucosilados, a la gran concentración de 

estos pigmentos y a la ausencia de actividad enzimática determinada en el zumo. 

Se ha estudiado la influencia del envase en el color y degradación de compuestos 

bioactivos durante el almacenamiento de los mismos. Las pérdidas durante la elaboración 

(pasteurización del zumo) son bajas en el caso de los polifenoles totales (2 %), siendo 

algo más elevadas en el caso de los pigmentos (14 %) y produciéndose un incremento 

considerable (57 %) en el caso del EA, como consecuencia de la ruptura de elagitaninos. 

Cuando se realiza el seguimiento de estos metabolitos bioactivos durante el 

almacenamiento, se observa que los fenoles no coloreados y el ácido elágico son muy 

estables durante este período, independientemente del tipo de envase empleado (vidrio 

verde, transparente o mini-brik). Sin embargo, aquellos envasados en mini-briks pierden 

más del 50 % de su concentración de antocianos a los dos meses de almacenamiento y el 

97 % a los 160 días, con su consiguiente alteración del color, lo cual los hace no aptos 

para su comercialización en largos períodos de tiempo. Los zumos envasados en vidrio no 
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sufren esta degradación tan drástica de pigmentos, alargándose considerablemente su 

vida útil. Todo ello demuestra que la permeabilidad al oxígeno que presentan algunos 

envases de cartón, tiene una influencia negativa superior a la luz, a la que están 

expuestos aquellos que se conservan en vidrio transparente. Otro aspecto a destacar es 

que se comprueba que la actividad antioxidante permanece inalterada durante el 

procesado y posterior conservación del zumo, lo cual hace del mismo un producto con 

interesantes beneficios para la salud. 

Se ha contemplado la posibilidad de conservar los granos de granada en 

atmósferas modificadas, para así poder comercializarlo como producto de “cuarta gama”. 

Se describen las alteraciones de color y textura del grano durante su conservación, 

aunque no se indica nada de la capacidad antioxidante de los mismos durante la 

conservación. 

Además, se han descrito diferentes productos nutracéuticos y suplementos 

dietéticos que contienen ingredientes naturales extraídos de la granada, minerales y 

vitaminas, y representan los últimos avances en la ciencia de la nutrición para conseguir 

buena salud y reducir los efectos del envejecimiento.  

 

III.5.  MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE TANINOS HIDROLIZABLES Y 

ÁCIDOS FENÓLICOS 

El creciente interés por la identificación individual de los compuestos fenólicos, 

principalmente en el análisis de alimentos, ha propiciado la sustitución de los métodos 

tradicionales por aquellos basados en técnicas con elevada eficiencia de separación como 

las cromatográficas. 

Uno de los métodos más ampliamente usados para la cuantificación total de 

compuestos fenólicos es el método colorimétrico basado en el uso del reactivo Folin-

Ciocalteu (FRC). Este reactivo está compuesto por una mezcla de ácido fosfotúngstico 

(H3PW12O40) y ácido fosfomolíbdico (H3PMo12O40) que, tras la oxidación de los fenoles, se 

reduce a una mezcla de óxidos de tungsteno (W8O23) y de molibdeno (Mo8O23) de color 

azul intenso, siendo la intensidad del color proporcional al número de grupos hidroxilo 

oxidados. Generalmente se usa GA como estándar de calibración, de modo que los 



132       LC-DAD-TOF-MS para la Determinación de Ácidos Fenólicos y Taninos en Granada 

  

resultados se expresan como equivalentes de dicho ácido. Una de las principales 

desventajas de este método colorimétrico es su baja selectividad, ya que otros 

componentes de la muestra pueden actuar como agentes reductores.  

Las técnicas cromatográficas más ampliamente empleadas para la determinación 

de polifenoles en las muestras que comúnmente contienen dichas especies son LC y GC, 

combinadas con diferentes sistemas de detección. 

El elevado peso molecular y la baja volatilidad de los HTs justifican la ausencia de 

métodos analíticos basados en GC para su determinación. Por otra parte, el carácter polar 

de los ácidos fenólicos y su baja volatilidad también limitan el número de métodos GC 

propuestos en la bibliografía. De hecho, de entre los ácidos hidroxibenzoicos, cuyo estudio 

se aborda en este trabajo, solo se ha determinado GA mediante GC-MS en muestras de 

alimentos [13-17], pero no en granada.  

La mayoría de los métodos analíticos para la determinación de HTs y ácidos 

fenólicos usan LC, aunque también se ha utilizado UPLC [18-20]. Se han acoplado 

detectores DAD [4,12,21-28], MS/MS [18-20] y la combinación de ambos sistemas de 

detección [11,29-35] para la determinación de ácidos fenólicos y/o HTs en granada y 

productos relacionados.   

El objetivo de este Capítulo es el desarrollo de un procedimiento simple y rápido 

para la cuantificación de varios constituyentes esenciales de la granada, tres ácidos 

fenólicos (GA, EA y 3,4-dihidroxibenzoico (DHBA)) y cuatro HTs (PGA, PGB, punicalina 

(PC) y corilagina (CG)) en zumos obtenidos de la granada y en diferentes partes de la 

fruta y el árbol. 

La Figura III.2 muestra las estructuras químicas de estos compuestos. 

De entre los polifenoles estudiados en este trabajo, la bibliografía recoge estudios 

para la determinación de PC, PGs, EA y GA en granada y productos relacionados. Sin 

embargo, no se han cuantificado DHBA y CG en este tipo de muestras. De hecho, solo se 

ha abordado la cuantificación de DHBA en una planta medicinal mediante LC-MS [36], 

mientras que se han encontrado tres métodos LC-DAD para CG en plantas de orígenes 

diferentes [37-39]. Además, no se ha utilizado el acoplamiento LC-TOF-MS para la 

determinación de estos compuestos en productos derivados de la granada.  
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Figura III.2. Estructuras químicas de ácidos fenólicos y taninos hidrolizables 
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En este estudio, se ha utilizado LC con detector DAD acoplado a ESI-TOF-MS. Para 

analizar las diferentes partes de la fruta y del árbol de la granada, se sometió la muestra 

liofilizada a una extracción con metanol durante 2 h. Las bebidas centrifugadas y filtradas 

se diluyeron con agua en la proporción 1:10 para la cuantificación de CG y DHBA y en la 

proporción 1:100 para el resto de polifenoles. 

Para la cuantificación de las muestras por LC-DAD se utilizó calibración externa 

frente a estándares acuosos, consiguiendo LODs en el intervalo 1,8-9,2 ng mL-1 (0,2-1,1 

ng g-1), dependiendo del compuesto. Para TOF-MS se aplicó la calibración con una 

muestra como matriz modelo, con LODs entre 0,16 y 1,4 ng mL-1 (0,02-0,17 ng g-1). Se 

obtuvieron valores de recuperación satisfactorios entre 88 y 110 % para muestras 

fortificadas (zumos y muestras sólidas) en el intervalo de concentración 5-100 μg mL-1 y 

10-100 μg g-1, respectivamente, dependiendo del compuesto, con los dos modos de 

detección usados. Se encontraron niveles de polifenoles entre 0,3-325 mg mL-1 en las 

bebidas analizadas y entre 0,04 y 27,82 mg g-1 (en materia seca) en las diferentes partes 

de la fruta y árbol. 

 

III.6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

III.6.1. INSTRUMENTACIÓN 

El sistema LC consta de una bomba binaria Agilent G1312A (Agilent, Waldbronn, 

Germany) operando a una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1. Los disolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent G1379B). La columna se 

mantuvo a temperatura ambiente en un compartimento termostatado (Agilent G1316A). 

La separación se llevó a cabo en una columna Tracer Extrasil ODS2 (Teknokroma) (150 

mm x 4 mm, 5 µm), y la inyección (50 µL) se realizó con un automuestreador (Agilent 

G1329A). Se usaron viales ámbar para el automuestreador de 2 mL de capacidad (Agilent, 

Waldbronn, Alemania) sellados con tapones de PTFE.  

El sistema LC se acopló a un DAD (Agilent 1200, G1315D) operando a 260 nm y a 

un espectrómetro de masas de tiempo de vuelo (Agilent G6220A), equipado con fuente 

ESI operando en modo negativo. Las condiciones de operación del MS fueron: voltaje del 
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capilar, 1600 V; presión del gas nebulizador, 60 psi; flujo del gas de secado, 12 L min-1; 

temperatura del gas, 350 ºC; voltaje del fragmentador, 180 V; voltaje del skimmer, 65 V; 

voltaje de radiofrecuencia del octapolo, 250 V. Los espectros de masa exacta se 

registraron considerando un rango de masas de 50-1200 m/z. Para el procesado de los 

datos se usó el software Applied Biosystems/MDS-SCIEX Analyst QS (Frankfurt, Germany). 

Las medidas de masa exacta de cada pico a partir de los cromatogramas de iones totales 

(TICs) se obtuvieron por medio de un sistema dispensador de calibrante automatizado que 

permitió realizar la corrección de las masas. El TOF-MS realiza automáticamente la 

calibración interna de la masa, usando una fuente de nebulizador dual con un sistema 

dispensador de calibrante automatizado, que introduce el flujo de la salida del 

cromatógrafo junto con pequeñas cantidades (cerca de 5 µL min-1) de una disolución 

calibrante, ES-TOF (Agilent). Se usó el software Mass Hunter, versión B-02-00, para el 

autocalibrado y registro continuo de los resultados de las masas de referencia internas (de 

valores m/z comprendidos entre 112,985587 y 966,000725) y los datos originales. El 

instrumento proporciona una resolución típica de 10000±2000. 

Los análisis se llevaron a cabo usando el cromatograma de iones extraídos de la 

molécula desprotonada de cada analito con una ventana de 0,2 ppm. Las masas teóricas 

exactas basadas en la fórmula se calcularon usando las herramientas de cálculo de masa 

molecular del software Mass Hunter. El espectro de masa exacta de los analitos se obtuvo 

sustrayendo el fondo del EIC. Se utilizó la masa exacta de la molécula desprotonada con 

propósitos de confirmación. Para la cuantificación se utilizaron como señales analíticas las 

áreas de pico de los iones extraídos. 

 Para el tratamiento de las muestras se utilizó una centrífuga EBA 20 (Hettich, 

Tuttlingen, Germany). También se usaron filtros de membrana hidrofílicos de 25 mm, de 

polietersulfona (PES) de 0,2 µm (Agilent).  

 

III.6.2. REACTIVOS QUÍMICOS 

Se usaron disolventes de grado reactivo analítico, acetonitrilo, metanol y dimetil 

sulfóxido de Sigma (St. Louis, MO, USA). El ácido fórmico (98 %) fue suministrado por 

Fluka (Buchs, Switzerland). El agua desionizada se obtuvo con un sistema Milli-Q de 

purificación de agua (Millipore, Bedford, MA, USA).  
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Se obtuvieron estándares analíticos de GA (TraceCERT®), CG (>98,8 % de 

pureza) y EA (>95 % pureza) de Fluka. La mezcla de isómeros de PG (>98 % pureza) y 

DBHA (>97 % pureza) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). PC (98,6 %) 

se obtuvo de Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd. (Sichuan, China). Las disoluciones 

patrón de cada compuesto se prepararon a una concentración de 100 mg L-1 en metanol, 

excepto EA que se disolvió en dimetil sulfóxido, y se almacenaron en la oscuridad a -18 

°C. La mezcla de disoluciones estándar de trabajo se preparó diariamente por dilución con 

agua desionizada. 

 

III.6.3. MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Se obtuvieron tres muestras de zumo de granada. Las muestras 1-2 son zumos 

obtenidos solamente a partir de los arilos, mientras que la muestra 3 corresponde a un 

zumo conteniendo también cáscara y mesocarpio. Las bebidas se centrifugaron a 4000 

rpm durante 3 min y entonces se filtraron a través de filtros de membrana PES. A 

continuación, las muestras se diluyeron en las relaciones 1:10 y 1:100 y se inyectaron 

alícuotas de 50 µL en el sistema LC.  

Se separaron las distintas partes del árbol granado, tallos, hojas y flores, así como 

de la fruta granada (arilos, cáscara y mesocarpios), se liofilizaron y se molieron por medio 

de un molino de bolas. La pérdida de masa de las muestras en el proceso de liofilización 

fue del 60, 68, 73, 80, 82 y 83 % para tallos, hojas, cáscara, arilos, mesocarpio y flores, 

respectivamente. Dichas muestras se almacenaron en botes cerrados de 100 mL de 

polietileno a 4 °C hasta el análisis. 

Para extraer los analitos de las muestras, se pesaron masas entre 20 y 200 mg del 

material liofilizado, que dependiendo de la matriz, corresponden a 0,05 y 1,2 g del 

material fresco, y se extrajeron con 10 mL de metanol mediante agitación magnética 

durante 2 h. A continuación, la mezcla se centrifugó a 5000 rpm durante 3 min y la 

disolución sobrenadante se filtró a través de membranas PES de 0,2 µm y se enrasó a 25 

mL con agua microfiltrada antes del análisis por LC. Las muestras con altos contenidos en 

alguno/s de los analitos se sometieron a una dilución adecuada con agua destilada antes 

de proceder a su análisis. 



Capítulo III                                                                                                                     137 

  

La fase móvil consistió en un gradiente de elución lineal durante 13 min desde una 

mezcla 2:98 a una mezcla 22:78 acetonitrilo:ácido fórmico 0,5 % v/v y, seguidamente, un 

nuevo gradiente lineal desde el 22 hasta el 45 % de acetonitrilo en 0,5 min, manteniendo 

el 45 % durante 4,5 min. Para obtener los resultados finales, se analizaron separadamente 

tres porciones de cada muestra.  

 

III.6.4. ESTUDIOS DE RECUPERACIÓN 

Para los estudios de recuperación, se fortificaron zumos de granada (muestras 1 y 

3) a niveles de concentración de 5 y 10 µg mL-1 para DHBA y CG y 50 y 100 µg mL-1 para 

el resto de polifenoles. Las muestras sólidas (arilos, mesocarpio y flores) se fortificaron 

una vez liofilizadas a dos niveles de concentración en el intervalo 10-100 µg g-1, 

dependiendo de la muestra y el analito. Las muestras fortificadas se equilibraron durante 1 

h en la oscuridad a 4 ºC antes de proceder al análisis. Se analizaron separadamente tres 

alícuotas de cada muestra a cada nivel de concentración. 

 

III.7.  OPTIMIZACIÓN DE LA SEPARACIÓN POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 

Se ha seleccionado la técnica de LC en fase reversa. Las condiciones de separación 

óptimas se establecieron inyectando 50 μL de una disolución acuosa estándar conteniendo 

los analitos a un nivel de concentración de 1 µg mL-1, en una columna Tracer Extrasil 

ODS2. 

Como fase móvil, se ensayaron diferentes mezclas acetonitrilo:agua en modo 

isocrático a una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1. Debido al carácter iónico de los 

compuestos, se obtuvieron picos muy anchos con tiempos de retención elevados. 

La adición de ácido fórmico a la fase móvil consiguió la elución más rápida de los 

analitos como picos más estrechos. Se varió la concentración de ácido fórmico entre 0,1 y 

1% v/v, pero no se observó ninguna variación en el tiempo de retención ni tampoco en el 

área de los picos. Así, una fase móvil isocrática conteniendo una mezcla 2:98 

acetonitrilo:ácido fórmico, permitió una separación y elución adecuadas de GA, DHBA y 

PC, mientras que el resto de los compuestos fueron retenidos fuertemente por la fase 

estacionaria. Por tanto, se programó un gradiente de elución lineal: se inicia con el 2 % de 
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acetonitrilo, que aumenta hasta el 22 % en 13 min. A continuación, el porcentaje se 

aumenta hasta el 45 % en 0,5 min, manteniéndose durante 4,5 min. Los compuestos 

eluyeron con tiempos de retención de 5,50; 6,91; 7,91; 9,30; 10,50; 12,22 y 16,31 min 

para GA, PC, DHBA, PGA, PGB, CG y EA, respectivamente.  

 

III.8.  SELECCIÓN DE LA TÉCNICA DE DETECCIÓN MS 

   Se compararon las sensibilidades conseguidas para los compuestos estudiados 

usando los analizadores TOF-MS e IT-MS/MS. 

Se consiguió mayor sensibilidad para todos los compuestos usando TOF-MS y, 

además, aunque se observó un efecto matriz con ambos analizadores de masas, se 

comprobó que no existían diferencias significativas entre las pendientes de adiciones 

estándar obtenidas a partir de diferentes matrices usando TOF-MS, por lo que se 

seleccionó esta técnica.     

 

III.9.  OPTIMIZACIÓN DE LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

  Se ensayaron diferentes disolventes para extraer cuantitativamente los analitos de 

las matrices sólidas: agua, etanol, agua:etanol 30:70, metanol y agua:metanol 30:70. Los 

experimentos preliminares se llevaron a cabo usando una masa de muestra de 

aproximadamente 200 mg del material liofilizado que se sometió a agitación magnética 

durante toda la noche con 50 mL de la disolución extractante. Las mejores eficiencias de 

extracción para todos los analitos se obtuvieron empleando metanol como disolvente 

extractante, en consonancia con los resultados obtenidos previamente por otros autores 

[25]. El tiempo de extracción se varió entre 1 y 12 h empleando metanol como medio de 

extracción, y se seleccionaron 2 h ya que la sensibilidad no mejoró para tiempos más 

largos. La eficiencia de extracción no varió cuando se emplearon volúmenes de metanol 

comprendidos entre 10 y 50 mL y además se comprobó que una segunda etapa de 

extracción resultaba innecesaria. Asimismo, se estudió el efecto de los ultrasonidos 

aplicados a través de una sonda directamente sumergida en el medio de extracción, 

resultando inadecuado su uso ya que la eficiencia de extracción disminuyó para todos los 

compuestos. El procedimiento de extracción de muestra finalmente adoptado implicaba 
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masas de muestra comprendidas entre 20 y 200 mg a las que se agregaban 10 mL de 

metanol, manteniéndose la mezcla en agitación magnética durante 2 h. Seguidamente, se 

centrifugaba la mezcla a 5000 rpm durante 3 min y el sobrenadante se enrasaba hasta 25 

mL con agua. 

 

III.10. CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS DEL MÉTODO 

Para estudiar la presencia de efecto matriz se realizó un test ANOVA para comparar 

las pendientes de las gráficas de calibrado de estándares acuosos y las obtenidas 

aplicando el método de adiciones estándar a las diferentes muestras (dos zumos de 

granada y tres matrices sólidas). No se observaron diferencias significativas para el 

método LC-DAD como muestra la Tabla III.1. Por consiguiente, la cuantificación se llevó a 

cabo empleando calibración con estándares acuosos. 

 

Tabla III.1. Pendientesa obtenidas mediante LC-DAD (L mg-1) 

Muestra GA PC DHBA PGA PGB CG EA 

Acuosa 153±3 150±3 147±2 52±2 73±1 105±1 385±9 

Zumo 1 146±4 157±7 138±10 49±3 88±10 105±2 391±13 

Zumo 3 145±6 145±7 150±3 59±7 81±8 104±3 389±11 

Arilos 156±3 152±6 158±4 48±4 68±5 97±9 405±15 

Cáscara  158±5 141±5 136±6 45±3 79±9 98±3 405±16 

Flores 150±8 158±8 144±14 58±6 81±7 110±8 403±12 

a  Valor medio±desviación estándar (n=5) 

 

Las gráficas de calibrado se obtuvieron por el procedimiento del estándar externo y 

análisis de regresión lineal del área de pico versus la concentración de analito usando 

cinco niveles (0,01-5 µg mL-1, dependiendo del compuesto) en experimentos duplicados. 

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla III.2. Los valores de r2 fueron 

satisfactorios (r2>0,99), demostrando la excelente linealidad para el intervalo estudiado. 
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La sensibilidad del método se evaluó calculando los LODs, para una relación señal-

ruido de 3, que también se muestran en la Tabla III.2. 

 

Tabla III.2. Parámetros analíticos del método LC-DAD 

Compuesto 
Coeficiente 

regresión 

Linealidad 

(µg mL-1) 

RSDa 

(%) 

LODb,d   
 (ng mL-1) 

LOQc,d   

(ng mL-1) 

GA 0,9992 0,02 – 5,0 3,3 6,1 (0,76) 20,3 (2,5) 

PC 0,9976 0,02 – 5,0 6,3 1,8 (0,22) 5,9 (0,74) 

DHBA 0,9992 0,02 – 2,5 3,2 3,8 (0,47) 12,6 (1,6) 

PGA 0,9892 0,05 – 5,0 5,5 9,2 (1,10) 30,6 (3,8) 

PGB 0,9977 0,05 – 5,0 2,1 8,0 (1,00) 26,7 (3,3) 

CG 0,9994 0,03 – 2,0 5,0 7,9 (1,00) 26,0 (3,3) 

EA 0,9950 0,01 – 2,0 10,2 2,6 (0,32) 8,6 (1,1) 

a Valor medio±SD (n=10). b Corresponde a S/N=3. c Corresponde a S/N=10.  
d Valores entre paréntesis son µg g-1 (referido a material seco) 

 

Se llevó a cabo un estudio de precisión en base a la repetitividad, calculando la 

RSD para diez análisis consecutivos de la muestra de zumo, considerando la dilución 1:10 

para DHBA y CG y 1:100 para el resto de compuestos. Los valores de RSD estuvieron en el 

rango 2,1-10,2 %. 

Por otra parte, se detectó un importante efecto matriz cuando se usó LC-ESI-TOF-

MS, resultando mayores las pendientes de calibrado de los estándares acuosos para todos 

los analitos que las pendientes obtenidas aplicando el método de adiciones estándar a las 

diferentes muestras. Sin embargo, la aplicación de un test ANOVA de una variable entre 

las pendientes obtenidas para las diferentes matrices indicó la ausencia de diferencias 

significativas al nivel de confianza del 95 % (Tabla III.3). Por tanto, se adoptó un método 

de calibración usando una matriz modelo para la cuantificación de las diferentes muestras 

por LC-ESI-TOF-MS. Los parámetros de calibración obtenidos por este método se 

muestran en la Tabla III.4. 
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Tabla III.3. Pendientesa (L mg-1 x 106) de las gráficas de calibrado de adiciones estándar 

usando LC-ESI-TOF-MS  

Muestra GA PC DHBA PGA PGB CG EA 

Zumo 1 5,3±0,3 2,7±0,3 2,0±0,1 0,83±0,08 0,95±0,03 32±3 22±2 

Zumo 3 5,4±0,2 2,9±0,2 1,9±0,2 0,78±0,05 0,88±0,04 35±2 23±1 

Arilos 5,1±0,4 2,8±0,1 2,0±0,2 0,82±0,02 0,93±0,02 33±1 26±1 

Cáscara 4,7±0,4 2,7±0,1 2,0±0,1 0,80±0,02 0,96±0,08 32±1 25±1 

Flores 4,9±0,3 2,6±0,5 1,8±0,1 0,77±0,03 0,93±0,04 34±1 24±2 

Mesocarpio 5,1±0,2 2,9±0,3 1,9±0,1 0,85±0,01 0,86±0,02 31±2 22±2 

a  Valor medio±desviación estándar (n=5) 

 

Tabla III.4. Parámetros analíticos del método LC-ESI-TOF-MS 

Compuesto 
Linealidad 
(µg mL-1) 

Coeficiente 
regresión 

RSDa 

(%) 
LODb, d              

(ng mL-1) 
LOQc, d    

(ng mL-1) 

GA 0,01 – 5,0 0,9982 5,3 0,84 (0,10) 2,8 (0,35) 

PC 0,01 – 5,0 0,9976 6,0 0,27 (0,03) 0,9 (0,11) 

DHBA 0,01 – 2,5 0,9990 3,3 1,4 (0,17) 4,6 (0,57) 

PGA 0,02 – 5,0 0,9959 4,1 1,3 (0,16) 4,3 (0,54) 

PGB 0,02 – 5,0 0,9981 3,8 0,65 (0,08) 2,2 (0,27) 

CG 0,005 – 2,0 0,9963 4,9 0,16 (0,02) 0,5 (0,06) 

EA 0,005 – 2,0 0,9987 5,9 0,25 (0,03) 0,8 (0,10) 

a Valor medio±desviación estándar (n=10). b Corresponde a S/N=3.  

c Corresponde a S/N=10. d Valores entre paréntesis son µg g-1 de materia seca 

 

Se obtuvo linealidad en los intervalos entre 0,005 y 5 µg mL-1, dependiendo del 

compuesto. Se consiguió mayor sensibilidad para todos los polifenoles con respecto al 

método LC-DAD, con LODs entre 0,16 y 1,4 ng mL-1. Se ha conseguido una sensibilidad 
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más elevada que la obtenida en trabajos previos [23,26,34]. Por otra parte, la sensibilidad 

obtenida por Amakura y col. [21] fue similar a la obtenida en este trabajo para EA, 

aunque en el método aquí propuesto el tratamiento de la muestra se ha simplificado de 

forma significativa. 

La selectividad del método LC-DAD se comprobó por la ausencia de picos 

interferentes a los tiempos de retención de los analitos en los cromatogramas de las 

diferentes muestras. Además, los espectros UV de los polifenoles para las muestras fueron 

similares a los espectros para los estándares acuosos. Por tanto, se comprobó la ausencia 

de compuestos coeluyentes que pudieran causar interferencias en las muestras. 

Para comprobar la selectividad del método LC-ESI-TOF-MS propuesto, se 

obtuvieron las masas exactas para todos los estándares, las muestras y las muestras 

fortificadas en los estudios de recuperación. 

La Tabla III.5 muestra el error en las masas calculado usando como referencia la 

masa teórica, siendo en todos los casos inferior que el nivel de exactitud aceptado de 5 

ppm para confirmación de la composición elemental [40]. La Tabla también incluye la 

fórmula molecular y el ión seleccionado. Además, los patrones isotópicos obtenidos 

cumplen las relaciones de intensidades esperadas con un error establecido de ±10 % con 

respecto a las relaciones teóricas.  

 

Tabla III.5. Masa exacta obtenida con TOF-MS 

Compuesto 
Composición 

elemental 

Polaridad

[ESI±] 

Masa 

teórica 

(m/z) 

Masa 

calculada 

(m/z) 

Error 

(ppm) 

Error 

(mDa) 

GA C7H6O5 [M-H]- 170,0215 170,0214 -0,895 -0,1521 

PC C34H22O22 [M-H]- 782,0603 782,0583 -2,55 -1,9942 

DHBA C7H6O4 [M-H]- 154,0266 154,0265 -0,762 -0,1174 

Isómeros PG C48H28O30 [M-H]- 1084,0665 1084,0647 -1,683 -1,8245 

CG C27H22O18 [M-H]- 634,0806 634,0778 -4,5 -2,8534 

EA C14H6O8 [M-H]- 302,0063 302,0060 -1,01 -0,3050 
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La Figura III.3 muestra los cromatogramas obtenidos usando LC-DAD para una 

muestra de zumo diluida en las proporciones 1:10 y 1:100. 
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Figura III.3. Perfiles de elución obtenidos para una muestra de zumo diluida en la 

proporción (A) 1:100 y (B) 1:10 usando el procedimiento LC-DAD 

 

La Figura III.4 muestra los perfiles de elución LC-ESI-TOF-MS, así como los 

espectros de masas obtenidos a partir de la muestra de zumo diluida en la proporción 

1:100. 
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Figura III.4. EICs obtenidos mediante LC-ESI-TOF-MS mostrando el espectro de los 

compuestos obtenidos para una muestra de zumo diluida en la proporción 1:100 
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III.11. ANÁLISIS DE MUESTRAS Y ESTUDIOS DE RECUPERACIÓN 

La exactitud del método se comprobó fortificando dos zumos de granada a 5 y 10 

µg mL-1 para DHBA y CG y 50 y 100 µg mL-1 para GA, PC, PGA, PGB y EA. 

Las recuperaciones obtenidas se encontraron en el intervalo 87,9-110 %, con una 

recuperación promedio de 97,4±5,4 para LC-DAD y en el intervalo 88,2-110 %, con una 

recuperación promedio de 98,6±5,8 para LC-TOF-MS. 

Las muestras de arilos, mesocarpio y flores liofilizadas se fortificaron también a dos 

niveles de concentración en el intervalo 10-100 µg g-1 (como materia seca). Para estas 

muestras, así como para los zumos de granada, se obtuvieron valores promedio de 

recuperación y desviación estándar similares usando LC-DAD y LC-TOF-MS, 96,4±7,4 y 

92,8±6,6, respectivamente. 

Los resultados obtenidos en el análisis de los zumos de granada por LC-TOF-MS se 

muestran en la Tabla III.6. 

Se puede concluir que PC, PGA y PGB se encuentran presentes a concentraciones 

más altas que el resto de compuestos en todas las muestras. Los componentes 

minoritarios son DHBA y CG.  

 

Tabla III.6. Contenidos de polifenoles (mg L-1) en zumos de granada 

Compuesto Zumo 1 Zumo 2 Zumo 3 

GA 24±0,7 17,8±1 11,2±0,6 

PC 307±8 220±9 120±6 

DHBA 3,8±0,2 2,9±0,2 1,9±0,2 

PGA 162±6 116±3 325±9 

PGB 120±5 130±5 310±6 

CG 6,5±0,3 0,9±0,1 6,7±0,4 

EA 27±0,9 7,2±0,6 14,9±0,9 

Los valores corresponden al valor medio±desviación estándar (n=3) 
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Como se esperaba, no se encontraron diferencias significativas al comparar los 

resultados del análisis de las muestras por LC-TOF-MS y LC-DAD, como muestra la Figura 

III.5 para los zumos de granada. 

Se obtuvieron resultados similares cuando se compararon los contenidos de 

polifenoles de las muestras sólidas por DAD y TOF-MS. 
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Figura III.5.  Correlación de los contenidos de polifenoles encontrados en zumos de 

granada por LC-DAD y LC-ESI-TOF-MS 

 

Los resultados obtenidos en la cuantificación de las muestras sólidas liofilizadas se 

muestran en la Tabla III.7, expresadas como materia seca (los contenidos expresados 

como materia fresca están entre el 60 y 83 % por encima, dependiendo del material 

analizado). 

La cáscara es la parte de la fruta que mostró concentraciones más elevadas para los 

HTs, excepto para CG. Por otra parte, los niveles más altos de CG se encontraron en las 

flores, tallo y hojas, por encima de los valores encontrados en la fruta.  
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IV.1. EXTRACCIÓN POR ADSORCIÓN CON BARRAS AGITADORAS 

 

IV.1.1. CONSIDERACIONES GENERALES 

La extracción por adsorción con barras agitadoras (SBSE) fue desarrollada por el 

grupo de Baltussen y col. [1] con el propósito de superar la limitada capacidad de 

extracción de las fibras SPME. La idea inicial partió del hecho de que la cantidad de analito 

extraído en SPME es proporcional al volumen de fase extractante, por tanto, la sensibilidad 

del procedimiento de extracción podría ser mejorada al aumentar el volumen de dicha 

fase. La patente de esta técnica es propiedad del Instituto de Investigación para la 

Cromatografía (Research Institute for Chromatography, RIC, Kortrijk, Bélgica) y data del 

año 1999. 

Básicamente, la técnica consiste, del mismo modo que en SPME, en dos etapas: la 

extracción de los analitos en una fina capa potencialmente absorbente enlazada, que se 

halla recubriendo una barrita magnética agitadora, y su posterior desorción. La relación 

entre fase extractante y fase inicial es mucho mayor que en SPME, alcanzándose por 

consiguiente, valores de recuperación y de capacidad de extracción superiores. Los 

analitos extraídos son seguidamente desorbidos, pudiendo llevarse a cabo esta segunda 

etapa por dos vías diferentes:  

 Desorción térmica: Aplicable si los analitos son volátiles. Este tipo de desorción 

ha de llevarse a cabo en un sistema de desorción especial (Sistema de 

Desorción Térmica, TDS), desde donde los analitos son conducidos a una 

columna GC [1]. 

 Desorción líquida: Esta modalidad de desorción se aplica cuando los analitos no 

son volátiles, son térmicamente inestables o simplemente no se dispone de un 
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TDS. Para la desorción líquida se sumerge la barrita en un disolvente o mezcla 

de disolventes, teniendo lugar la desorción química de los analitos previamente 

extraídos. El extracto líquido obtenido puede ser analizado mediante LC, GC ó 

CE [2]. 

La barra magnética viene encapsulada en una camisa o envoltura de vidrio sobre la 

que se encuentra el recubrimiento polimérico. La función de la barrita magnética agitadora 

es transferir el movimiento rotatorio de un agitador magnético a la fase líquida y así 

facilitar la transferencia de los analitos hasta la fase extractante. La fina envoltura de 

vidrio es imprescindible para el ensamblaje global del dispositivo y además evita la 

descomposición de la capa de extractante, que es catalizada por los metales 

constituyentes de la barra agitadora. Estos dispositivos se comercializan a través de la 

compañía Gerstel GmbH (Mülheim an der Ruhr, Alemania) y se les denomina 

comercialmente TwisterTM. La Figura IV.1 muestra un esquema de este dispositivo de 

extracción. 

 

Figura IV.1. Esquema de las barras magnéticas agitadoras empleadas en SBSE: 1, barra 

magnética; 2, envoltura de vidrio y 3, recubrimiento de PDMS [3] 

 

El primer polímero comercial desarrollado como recubrimiento para las barras 

agitadoras fue el PDMS y, durante mucho tiempo, fue el único disponible comercialmente. 

Este material es bien conocido como fase estacionaria en GC, es termoestable, puede ser 

sometido a un amplio rango de temperatura (20-320 ºC) y presenta interesantes 

propiedades de difusión. Sin embargo, dado que el PDMS presenta carácter apolar, la 

extracción directa de analitos polares requiere de una etapa de derivatización de los 

mismos. Teniendo en consideración la limitación más importante de la SBSE que durante 

mucho tiempo ha sido la disponibilidad comercial de un único tipo de fase extractante, 

diversas investigaciones se han dirigido hacia el desarrollo de nuevos recubrimientos para 
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SBSE como los basados en polímeros hidrofílicos [4-6], tecnología sol-gel [7], espuma de 

poliuretano [8-9] o carbón activado [10]. 

Los llamados “Twisters de dos fases” han sido propuestos también para mejorar la 

recuperación de analitos polares, ya que combinan tanto absorción como adsorción [11]. 

Estas barras agitadoras magnéticas consisten en tubos cortos de PDMS cerrados en ambos 

extremos con imanes, con una cavidad interna que está empaquetada con carbón activo 

como adsorbente. Se ha comprobado que mejoran la recuperación de compuestos 

volátiles y/o polares cuando se comparan con las barras de agitación convencionales de 

PDMS. Por otro lardo, Lambert y col. llevaron a cabo la extracción de cafeína y sus 

metabolitos directamente desde matrices biológicas, empleando un material de acceso 

restringido compatible con fases conteniendo proteínas como fase extractante en SBSE, 

proponiendo así un método selectivo y sencillo [12]. La extracción de aniones inorgánicos 

se ha llevado a cabo empleando recubrimientos monolíticos para SBSE [13]. 

Recientemente, se ha expandido el campo de aplicación de la técnica SBSE con la 

comercialización de dos fases extractantes más, PA y PEG/PDMS, esta última denominada 

comercialmente EG/Silicone TwisterTM. Estos nuevos recubrimientos vienen protegidos por 

medio de una malla metálica, considerando su menor estabilidad respecto del PDMS. El 

carácter polar del PA permite la extracción directa de compuestos polares, mientras que el 

copolímero PEG/PDMS permite la extracción simultánea de compuestos con carácter polar 

(sobre todo, aquellos capaces de formar enlaces de hidrógeno como los fenoles) y de 

compuestos de baja polaridad (como ésteres etílicos y ácidos grasos de cadena 

hidrocarbonada larga), teniendo en cuenta que la matriz del copolímero es PDMS [14].  

Al igual que en SPME, la barra agitadora se puede utilizar para la extracción de 

compuestos volátiles y semivolátiles desde el espacio de cabeza de la muestra (extracción 

por adsorción en espacio de cabeza, HSSE) y para la extracción de compuestos de baja 

volatilidad, por DI de la barra en la disolución de la muestra, a este último caso es común 

referirse simplemente como SBSE, ya que se trata del modo de extracción más 

ampliamente usado. El esquema básico de trabajo bajo los dos modos de extracción en 

SBSE queda reflejado en la Figura IV.2. Existen disponibles comercialmente dispositivos 

especiales para mantener la barra agitadora en el espacio de cabeza. El tiempo de vida útil 
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de una barra de adsorción oscila entre 20 y más de 50 extracciones, dependiendo del tipo 

de extracción aplicada (inmersión o espacio de cabeza) y del tipo de matriz de la muestra. 

 

 

Figura IV.2. Modos de extracción en SBSE: inmersión (a) y espacio de cabeza (b) [15] 

 

En SBSE, al igual que para SPME, los analitos son extraídos desde la matriz de la 

muestra hasta una fase líquida inmiscible, basándose la extracción en el equilibrio de 

distribución entre dichas fases. A diferencia de las técnicas de adsorción, como por 

ejemplo SPE, donde los analitos se enlazan en los sitios activos sobre la superficie, la 

capacidad de extracción viene determinada por la cantidad total de fase extractante y no 

por el área superficial de la misma. 

Las barras agitadoras comerciales recubiertas de PDMS tienen longitudes de 1 y 2 

cm y el espesor del recubrimiento puede ser de 0,5 ó 1 mm, estas dimensiones 

proporcionan volúmenes de fase extractante comprendidos entre 25 y 125 µL. Los nuevos 

recubrimientos de PA y PEG/PDMS solamente existen disponibles en barras de 1 cm de 

longitud con volúmenes de fase extractante de 25 y 32 µL, respectivamente [16]. 

Alternativamente, se han diseñado otros dispositivos de extracción por SBSE con 

longitudes de hasta 8 cm y recubiertos de hasta 250 µL de PDMS [17], aunque no han 

sido comercializados. 

Como ya se indicó al comienzo de este Capítulo, existen dos métodos para llevar a 

cabo la desorción de los analitos. Cuando SBSE se combina con GC, es preferible aplicar la 

desorción térmica para recuperar los analitos absorbidos en la barra de agitación. Este tipo 
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de desorción no solamente evita el uso de disolventes orgánicos, sino que además permite 

la transferencia total de los analitos al sistema cromatográfico. La desorción térmica se 

lleva a cabo a temperaturas entre 150 y 300 ºC, siendo mayor la duración (hasta 15 min) 

que en SPME. Ya que la cantidad de fase extractante es mayor en SBSE, el proceso de 

desorción es más lento que en las fibras de SPME. Si bien la desorción térmica de las 

fibras de SPME no requiere ningún accesorio instrumental adicional, ya que tiene lugar 

directamente en el puerto de inyección del GC, no es así para SBSE, que requiere un 

módulo para llevar a cabo la desorción térmica (TDS). 

El proceso global de desorción térmica se lleva a cabo de forma totalmente 

automatizada en el TDS, que consiste básicamente en dos inyectores de vaporización de 

temperatura programable (PTV) conectados en serie. El primero consta de un tubo en el 

que se introduce la barra magnética agitadora para llevar a cabo la desorción térmica 

propiamente dicha. Los analitos desorbidos son arrastrados al segundo PTV. Este se 

mantiene a temperaturas bajas (de hasta -150 ºC) para retener los analitos desorbidos en 

el primer PTV. Una vez finalizada la desorción en el primer PTV, se procede a aumentar la 

temperatura del segundo, siendo así introducidos los analitos en la columna 

cromatográfica por un flujo de gas. 

La Figura IV.3 muestra un esquema de la unidad de desorción térmica comercial. 

En caso de no disponerse de TDS, si se va a emplear GC para llevar a cabo las medidas 

instrumentales, se emplea el modo de inyección de grandes volúmenes (LVI) por medio de 

PTV [18]. 

 

 

Figura IV.3. TDS para SBSE comercializado por Gerstel [19] 
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IV.1.2. PRINCIPIOS BÁSICOS DE SBSE 

Considerando PDMS como fase extractante, que además fue la única disponible 

comercialmente durante mucho tiempo, SBSE se basa en el mismo principio que SPME, un 

reparto del soluto entre la matriz acuosa de la muestra y la fase extractante, controlado 

por el coeficiente de partición correspondiente. Este coeficiente de partición ha sido 

relacionado con el coeficiente de distribución octanol-agua, Ko/w [20-21]. Aunque no es del 

todo correcto, Ko/w predice con gran acierto si un soluto va a ser extraído mediante SBSE 

así como la eficiencia de extracción del mismo [22]. El coeficiente de distribución entre 

PDMS y la fase acuosa, KPDMS/w, se define como la relación entre la concentración del 

soluto en la fase PDMS, CPDMS, y en la fase acuosa, Cw, en el equilibrio. Esta relación es 

igual a la relación de masa de soluto en PDMS, mPDMS, y en la fase acuosa, mw, 

multiplicada por la relación de volúmenes, β, como se muestra en la ecuación IV.1: 

w

PDMS

PDMS

w

w

PDMS

w

PDMS

wPDMSwo
m

m

V

V

m

m

C

C
KK //           (IV.1) 

A través de la ecuación IV.1 queda reflejado el hecho de que el equilibrio de 

absorción depende de la cantidad de fase extractante, como anteriormente se ha indicado. 

La recuperación, expresada como la relación entre la masa de soluto extraído, 

mPDMS, y la masa que originalmente existía en la fase acuosa (m0=mw+mPDMS), depende del 

coeficiente de distribución KPDMS/w y de β (ecuación IV.2):   

/ /

0 / /

/

1 ( / )

PDMS PDMS w PDMS w

PDMS w PDMS w

m K K

m K K
                        (IV.2) 

A partir de la ecuación IV.2 es posible calcular la recuperación teórica para un 

soluto del que se conoce su Ko/w considerando un determinado valor de β. Obsérvese que 

solamente dos términos afectan a la recuperación del soluto: KPDMS/w y β. A mayor KPDMS/w, 

manteniendo constante el valor de β, mayor será la recuperación (Figura IV.4a). Por otra 

parte, a mayor volumen de fase acuosa, mayor será β y menor la eficiencia de extracción, 

para un valor constante de KPDMS/w (Figura IV.4b). 

Según los datos mostrados en las Figuras IV.4a y IV.4b, las recuperaciones son 

mejores cuando se usan relaciones de volúmenes pequeñas para extraer compuestos de 

baja polaridad.  
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Figura IV.4. Recuperación teórica obtenida en función (a) de KPDMS/w a relaciones de 

volúmenes constantes y (b) del volumen de fase acuosa para un VPDMS de 25 µL y una 

concentración inicial de analito en la fase acuosa de 1 ng mL-1 [15] 

 

Mientras que en SBSE el volumen de fase extractante menor es de 25 µL, en SPME 

el volumen de la fibra es del orden de 0,5 µL, lo que significa que en las condiciones más 

habituales de extracción (10 mL de fase acuosa), β toma un valor aproximado de 400 para 

SBSE y de 20000 para SPME y, por tanto, las recuperaciones son mucho más altas con 

SBSE. En el caso de usar fibras de PDMS en SPME, las recuperaciones son muy bajas para 

analitos con Ko/w inferiores a 104. Sin embargo, en SBSE, al contener mayor cantidad de 

PDMS (entre 50 y 250 veces más), se consigue la recuperación cuantitativa de analitos, de 

modo que una barra magnética recubierta con 100 µL de PDMS, que no corresponde al 

valor máximo, puede extraer cuantitativamente solutos con valores de Ko/w mayores de 

500 para valores de β igual a 100 [17,21-22]. En la Fig. IV.5 queda patente que en SBSE 

el 100 % de extracción se alcanza con valores mucho más bajos de Ko/w que en SPME. 



162                                  SBSE-LC para el Análisis de Fungicidas Estrobilurinas en Frutas 

  

 

Figura IV.5. Recuperación teórica en función del log Ko/w del analito para SPME (0,5 µL 

PDMS) y para SBSE (25 µL) y un volumen de muestra de 10 mL, alcanzando el equilibrio 

de extracción [17] 

 

Las recuperaciones teóricas en el equilibrio pueden calcularse usando programas 

informáticos para un soluto dado, considerando unos volúmenes determinados de muestra 

y de fase extractante [17]. 

 

IV.1.3. FACTORES QUE AFECTAN AL PROCEDIMIENTO SBSE 

El proceso SBSE se puede ver afectado por una serie de factores experimentales 

que pueden modificarse para incrementar la eficacia del proceso de extracción. Estos 

factores van a ser detallados a continuación distinguiendo las dos etapas principales del 

proceso SBSE: etapa de extracción y etapa de desorción.  

 

IV.1.3.1. Etapa de extracción 

Los parámetros que deben optimizarse en la etapa de extracción en SBSE son 

análogos a los de SPME. Durante la extracción, la barra agitadora recubierta con el 

polímero se pone en contacto con los solutos por inmersión en la disolución acuosa, que 

es agitada hasta alcanzar el equilibrio de partición, o se mantiene en la atmósfera en 

contacto con la muestra, en caso de aplicarse HSSE. El tiempo de extracción viene 

determinado por la cinética del proceso, que a su vez depende del volumen de fase 
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acuosa, velocidad de agitación de la muestra, temperatura y dimensiones de la fase 

extractante, debiéndose optimizar estos parámetros para cada aplicación particular.  

Las variables más importantes que afectan a la eficiencia de extracción en SBSE 

son: tiempo de extracción, pH, fuerza iónica, adición de modificador orgánico y velocidad 

de agitación. Otras variables a considerar, aunque de menor importancia, son: 

temperatura, volumen de muestra, volumen de fase extractante y dilución de la muestra.  

pH de la disolución de muestra. El pH de la disolución influye en la eficiencia de 

extracción de aquellos analitos que tienen propiedades ácidas o básicas. En estos casos, 

se ajusta el pH de modo que el soluto se encuentre parcial o totalmente en forma no 

iónica. Sin embargo, no se recomienda nunca trabajar a valores de pH inferiores a 2 ni 

superiores a 9, para evitar la degradación del polímero extractante, cuando se va a 

emplear el modo de extracción por DI.   

Efecto de la adición de sales. La adición al medio de extracción de sales inertes, 

como cloruro sódico, con el fin de modificar la fuerza iónica de la disolución, de forma 

general ha incrementado la eficiencia de extracción en SBSE para analitos de elevado 

carácter polar, al reducirse su solubilidad en la fase acuosa. Cuando los compuestos a 

extraer presentan baja polaridad (log Ko/w > 3,5), la adición de sal no mejora la eficiencia 

de extracción o, en algunos casos, puede llegar a reducirla. En la bibliografía se 

encuentran distintas explicaciones para esta disminución en la eficiencia de extracción 

[15]:  

 el “efecto aceite” provocado por la presencia de sal que promueve el 

movimiento de los compuestos apolares hacia la superficie de la disolución 

acuosa,  

 el aumento de la viscosidad de la disolución que ralentiza la cinética de 

extracción de los compuestos, 

 la ocupación parcial de la superficie del polímero extractante por sales iónicas o 

 interacciones electrostáticas o de pares de iones entre los analitos y la sal.  

Sin embargo, en cada caso particular se recomienda estudiar el comportamiento de 

los compuestos a analizar en presencia de distintas concentraciones de sal, ya que se han 

encontrado conductas contrarias a las anteriormente descritas. 
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Influencia de la adición de modificadores orgánicos. La adición al medio de 

extracción de modificadores orgánicos como metanol o acetonitrilo puede reducir la 

adsorción de los analitos sobre las paredes internas de los recipientes de vidrio. Sin 

embargo, la presencia de estos modificadores puede aumentar la solubilidad de los 

analitos en la fase acuosa, disminuyendo por tanto la eficiencia de extracción. De forma 

general, el modificador orgánico : 

 evita la adsorción de los analitos sobre el vidrio, si estos presentan valores de 

log Ko/w superiores a 5,  

 mientras que aumenta la solubilidad en la fase acuosa de compuestos cuyo log 

Ko/w es inferior a 2,5. 

Si bien la adición de metanol ha mejorado la eficiencia de extracción de 

compuestos como PAHs, PBDEs ó bifenilos polibromados (PBBs), se ha detectado un 

efecto contrario para pesticidas organofosforados de elevado carácter polar. Además, para 

algunos compuestos se observa un incremento en la eficiencia de extracción para 

concentraciones bajas de metanol, disminuyendo al adicionar cantidades mayores del 

disolvente orgánico [15]. En consecuencia, igual que ocurre con el efecto de las sales 

inertes, la adición de modificadores orgánicos debe ser experimentalmente estudiada para 

cada caso particular. 

Temperatura de extracción. Otra variable importante a considerar es la 

temperatura a la que se mantiene la disolución de muestra. El equilibrio de extracción se 

alcanza más rápidamente a temperaturas elevadas; sin embargo, el coeficiente de 

partición Ko/w disminuye al aumentar la temperatura. Además, algunos autores han 

detectado un acortamiento en la vida útil de la fase extractante (PDMS) cuando la etapa 

de extracción se lleva a cabo a temperaturas superiores a 40 ºC. En este sentido, varios 

estudios han encontrado un aumento en la eficiencia de extracción al trabajar a 

temperaturas de hasta 40-60 ºC, y disminución si las temperaturas aplicadas excedían los 

70 ºC. Si bien la eficiencia de extracción mejora al incrementar la temperatura, sobre todo 

para analitos volátiles extraídos desde el espacio de cabeza, también se recomienda su 

estudio en cada caso concreto. 

Velocidad de agitación de la disolución. La velocidad de agitación puede acelerar la 

extracción y, por tanto, incrementar la señal analítica para un tiempo de extracción fijo. 
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Este comportamiento se explica considerando que al aumentar la velocidad de agitación, 

disminuye el espesor de la capa de difusión adyacente a la fase extractante. Sin embargo, 

si se aplican agitaciones muy rápidas, la fase polimérica de la barra de extracción puede 

sufrir daños físicos por contacto directo con el fondo del vial de extracción. Algunos 

autores han encontrado un aumento de la sensibilidad al aplicar velocidades de agitación 

entre 500 y 750 rpm, no observando variaciones a velocidades mayores. Otros autores 

han detectado un descenso en la extracción al agitar a velocidades superiores a 750 rpm, 

aunque se han llegado a encontrar eficiencias de extracción elevadas agitando a altas 

velocidades (1000-1250 rpm) [15]. 

Volumen de disolución de muestra. Como ya se indicó anteriormente, la cantidad 

total de soluto extraída depende de la relación de volúmenes de las fases implicadas 

(β=Vw/VPDMS). Si nos centramos en el volumen de muestra, la eficiencia de extracción 

disminuye cuando se trabaja con grandes volúmenes de muestra, aunque la señal analítica 

obtenida de la medida instrumental aumente, como consecuencia del incremento de la 

masa de analito extraída. Esta predicción se cumple para analitos de baja polaridad (log 

Ko/w > 3,5), mientras la influencia del volumen de muestra es mínima para analitos polares 

[23]. En general, el volumen de muestra suele ser del orden de 10 mL. 

Volumen de fase extractante. Según el principio teórico de SBSE, el volumen de 

PDMS también influye en la eficiencia de extracción. Sin embargo, se recomienda 

optimizar en cada caso concreto este parámetro pues se han observado distintos 

comportamientos: desde no verse afectada la sensibilidad del procedimiento al emplear 

los cuatro volúmenes distintos de PDMS disponibles comercialmente (de 25 a 125 µL) 

[24], hasta observarse un aumento de sensibilidad importante con el volumen de PDMS 

para analitos de alta polaridad, mientras que dicho aumento fue muy pequeño para 

analitos apolares [25]. 

Tiempo de extracción. El tiempo de extracción se estudia generalmente cuando el 

resto de variables han sido fijadas y siempre buscando que se alcancen las condiciones de 

equilibrio, ya que estas garantizan la máxima sensibilidad, así como la mejor precisión. Sin 

embargo, en ocasiones se prefiere sacrificar sensibilidad y precisión con objeto de 

disminuir el tiempo de análisis, adoptando tiempos de extracción para los que no se ha 
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alcanzado el equilibrio. En general, los tiempos de extracción aplicados se hallan en el 

intervalo de 1 a 6 horas. 

Tras la extracción, se retira la barra SBSE de la disolución acuosa con ayuda de 

unas pinzas o tenacillas, se lava con agua microfiltrada, para eliminar azúcares, proteínas, 

sales u otros componentes de la disolución de extracción que pudiesen haber sido 

adsorbidos, y se seca con un pañuelo que no libere fibras. La limpieza de las barras con el 

pañuelo no supone pérdidas de analito ya que este se halla absorbido dentro de la fase 

extractante y no adsorbido sobre su superficie. 

 

IV.1.3.2. Etapa de desorción 

Esta etapa puede llevarse a cabo de dos modos diferentes: desorción térmica y 

desorción líquida.  

Desorción térmica 

La temperatura aplicada al primer PTV para la desorción propiamente dicha 

depende de la volatilidad de los analitos y normalmente se encuentra entre 150 y 300 ºC. 

Generalmente se observa un aumento de la señal analítica al incrementar la temperatura; 

sin embargo, algunos autores optan por no seleccionar la máxima temperatura de trabajo 

recomendada por el fabricante, con el fin de alargar la vida útil de las barras de agitación, 

así como para minimizar posibles variaciones en la línea base. De forma similar, el tiempo 

de desorción generalmente presenta un efecto positivo sobre la señal analítica o 

simplemente no es significativo, aunque generalmente se fija en valores altos con objeto 

de minimizar los posibles efectos de memoria en análisis sucesivos. Los tiempos 

normalmente aplicados oscilan entre 5 y 15 min, manteniendo un flujo de helio de entre 

10 y 50 mL min-1 [15]. Algunos autores proponen etapas de desorción de larga duración y 

a temperaturas no elevadas, para preservar la fase extractante. No obstante, se 

recomienda optimizar estas variables para cada caso particular.  

Mientras los analitos están siendo desorbidos en el primer PTV, se mantiene el 

segundo inyector a una temperatura baja, de unos -150 ºC si se dispone de corriente de 

nitrógeno para criogenización. Una alternativa para analitos de no muy alta volatilidad es 

el uso de sistemas Peltier para enfriar el segundo PTV, aunque en este caso las 
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temperaturas de enfriamiento son cercanas a la temperatura ambiente. El atrapamiento o 

focalización de los analitos antes de entrar en la columna cromatográfica mejora 

notablemente la sensibilidad, a la vez que minimiza la anchura de los picos 

cromatográficos. La temperatura de atrapamiento de los analitos en el segundo inyector, 

así como la de su posterior desorción también son variables a estudiar en cada caso. 

Desorción líquida 

Las variables más importantes a considerar en la optimización de la desorción 

líquida son: naturaleza del disolvente, volumen del mismo, así como temperatura y tiempo 

de desorción [15].  

Los disolventes más empleados son acetonitrilo, metanol, agua, disoluciones 

reguladoras o mezclas de los mismos. Recientemente, se ha ensayado la adición de 

líquidos iónicos como modificadores del disolvente de desorción, empleando barritas de 

agitación recubiertas en el laboratorio con una película de metacrilato de 

metilo/dimetilacrilato de etilenglicol y PDMS TwisterTM [26]. 

El volumen de disolvente ha de garantizar la inmersión total de la fase extractante. 

Con el fin de minimizar el consumo de disolvente, es común llevar a cabo la desorción 

líquida en un inserto de vidrio de 250 µL, que se acopla a los viales comunes de 2 mL 

empleados para inyección de muestras por medio del muestreador automático. Así pues, 

los volúmenes de disolvente generalmente se encuentran en el intervalo de 100 a 200 µL, 

cuando se emplea el inserto de vidrio y hasta 5 mL cuando no se usa este.  

Los tiempos de desorción generalmente aplicados a temperatura ambiente oscilan 

entre 5 y 10 min, aunque en la bibliografía encontramos tiempos de 30 min [27] y hasta 1 

hora [28] dependiendo del tipo de recubrimiento de la barrita y de la naturaleza de los 

analitos, entre otros factores. La agitación mecánica, la aplicación de ultrasonidos o 

temperaturas de entre 50 y 70 ºC han conducido en determinados casos a acortar la 

etapa de desorción. 

 

IV.1.4. ANÁLISIS CUANTITATIVO EN SBSE. EFECTO MATRIZ 

Como ocurre con otras técnicas de preparación de muestra para análisis de trazas, 

la eficiencia de extracción en SBSE puede verse seriamente afectada por la complejidad de 

http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=17&SID=N1bnJbOpeg7klbG4O7f&page=1&doc=9
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=17&SID=N1bnJbOpeg7klbG4O7f&page=1&doc=9
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=17&SID=N1bnJbOpeg7klbG4O7f&page=1&doc=9
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la matriz de la disolución de la muestra. Se han descrito interferencias provocadas por 

materia de carácter orgánico e inorgánico, disuelta o suspendida. Del mismo modo, en 

alimentos, la variabilidad de la fuerza iónica, pH, contenido en grasas, azúcares, etc. 

provoca que la eficiencia de extracción varíe mucho de una muestra a otra. 

Un modo de minimizar el efecto matriz es el uso de estándares internos 

adecuados, añadidos a la muestra desde el comienzo del proceso analítico. Si la eficiencia 

de extracción disminuye para el analito y para el estándar interno en una extensión 

similar, la señal del estándar interno puede emplearse para compensar el efecto matriz. En 

este sentido, los estándares internos marcados isotópicamente son ideales. Aunque, en 

ciertos casos, el uso de este tipo de estándares no compensa el efecto matriz. Otra forma 

de minimizar el efecto matriz, es la aplicación del método de adiciones estándar a las 

muestras para su cuantificación, aunque suele evitarse por ser tedioso cuando el número 

de muestras bajo análisis es elevado. Si el efecto matriz es similar en las muestras 

estudiadas, es posible calibrar empleando una matriz seleccionada como modelo. Sin 

embargo,  aún cuando es posible llevar a cabo la cuantificación de las muestras aunque 

presenten efecto matriz, siempre es recomendable eliminar esos compuestos que lo 

provocan ya que su presencia reduce la sensibilidad del método. Cuando se analizan 

muestras con contenidos analíticos muy bajos, es posible obtener resultados negativos 

falsos. 

Por otra parte, lógicamente se puede llevar a cabo la cuantificación frente a 

patrones externos cuando las muestras no presentan efecto matriz, lo que normalmente 

ocurre con muestras de matrices muy simples, como por ejemplo aguas [15]. 

 

IV.1.5. APLICACIONES DE SBSE 

La técnica de extracción-preconcentración SBSE ha sido aplicada al análisis de muy 

diferentes tipos de muestras que incluyen desde alimentos, muestras ambientales, 

fármacos y muestras biomédicas [15,29-30]. En estas muestras, no solamente han sido 

cuantificados de forma directa analitos de carácter apolar empleando los recubrimientos 

convencionales de PDMS, sino que la implicación de etapas de derivatización o el 

desarrollo de nuevos recubrimientos ha permitido también la cuantificación de analitos 
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polares. Además, la reciente incorporación en el mercado de los nuevos recubrimientos 

polares (PA y EG/Silicona) expandirá aún más el campo de aplicación de la técnica SBSE.  

 

IV.2. LOS PLAGUICIDAS 

Según la FAO, se entiende por plaguicida, cualquier sustancia destinada a prevenir, 

destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluyendo los sectores de 

enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas y animales 

que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la producción, 

elaboración, almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, productos 

agrícolas o alimentos para animales, o que puedan administrarse a los animales para 

combatir ectoparásitos. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como 

reguladoras del crecimiento de las plantas (PGRs), defoliantes, desecantes, agentes para 

reducir la densidad de la fruta o agentes para evitar la caída prematura de la fruta y las 

sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el 

producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte [31]. 

Los plaguicidas se utilizan tanto en agricultura como en salud pública en la lucha 

contra enfermedades de transmisión. La actividad en la que el consumo de plaguicidas es 

mayor es la agricultura, aunque también se utilizan importantes cantidades en el sector 

forestal, en ganadería y en jardinería. 

Los plaguicidas presentan composiciones muy variadas, pudiéndose clasificar desde 

distintos puntos de vista. La clasificación más básica consiste en dividirlos en orgánicos e 

inorgánicos [32]: 

 Plaguicidas orgánicos: Incluyen los derivados halogenados, compuestos 

organofosforados, carbamatos, derivados de la urea y compuestos heterocíclicos. 

 Plaguicidas inorgánicos: Incluyen los insecticidas fluorados, insecticidas arsenicales, 

fungicidas inorgánicos y fumigantes halogenados alifáticos. 

Los plaguicidas se usan para muchos propósitos diferentes. Los productos químicos 

usados en el control de invertebrados incluyen insecticidas, molusquicidas para el control 

de caracoles y babosas y nematicidas para el control de lombrices microscópicas. Los 
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vertebrados son controlados por rodenticidas que matan a los roedores, los avicidas se 

usan para repeler a los pájaros y los piscidas son usados para el control de los peces 

indeseables en estanques o granjas acuícolas. Los herbicidas se usan para matar plantas 

indeseables o maleza, aplicándose como reguladores de crecimiento, defoliantes y 

desecantes de las plantas para varios propósitos durante el cultivo de especies deseables. 

Los fungicidas se usan contra los hongos, los bactericidas contra las bacterias y los 

alguicidas contra las algas. 

La producción de insecticidas ha permanecido casi constante durante las últimas 

tres o cuatro décadas. Sin embargo, los fungicidas e insecticidas son los plaguicidas más 

importantes con respecto a la exposición humana a través de los alimentos porque se 

aplican poco antes o incluso después de las cosechas. 

 

IV.2.1. DINÁMICA DE LOS PLAGUICIDAS EN EL MEDIO AMBIENTE 

Los efectos que puede causar el uso indiscriminado de plaguicidas sobre los 

cultivos se clasifican en: agro-ecológicos, ecológico-ambientales, de salud y económicos. 

Las consecuencias agro-económicas se refieren a efectos sobre los cultivos, principalmente 

envenenamiento o efecto indirecto sobre enemigos naturales, estímulo de reproducción de 

la plaga, desarrollo de resistencia y destrucción de animales polinizadores. Los efectos 

ecológico-ambientales hacen referencia a contaminación de ecosistemas ambientales, 

especialmente cauces de ríos y suelos. 

El comportamiento de un plaguicida en el ambiente está directamente relacionado 

con las propiedades físico-químicas de su molécula, los mecanismos de transporte 

implicados, así como las características medioambientales y la geografía del lugar donde 

se halle. De hecho, debido a la gran complejidad y cantidad de datos requeridos, los 

científicos no siempre pueden predecir exactamente lo que ocurrirá con el plaguicida 

cuando entre en el medio ambiente. A este problema, se suma el hecho de que los datos 

obtenidos en los estudios científicos de predicción del comportamiento son calculados a 

partir de condiciones de laboratorio controladas y con cantidades conocidas de plaguicida, 

cuestiones que no pueden controlarse en la naturaleza. Aún así, se han determinado los 

factores que afectan a la degradación y persistencia de los plaguicidas en el medio 

ambiente [33]: 
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- Presión de vapor: Este parámetro mide la volatilidad de una sustancia química en 

estado puro y es un factor determinante de la velocidad de volatilización al aire 

desde suelos o aguas superficiales. La presión de vapor está directamente 

relacionada con la temperatura a través de una relación de proporcionalidad 

directa. 

- Constante de la Ley de Henry: Describe la tendencia de un plaguicida a 

volatilizarse desde el agua o suelo húmedo. 

- Persistencia: Se define como la capacidad de cualquier plaguicida para retener sus 

características físicas, químicas y funcionales en el medio en el que es transportado 

o distribuido, durante un período limitado después de su emisión.  

- Vida media: Se define como el tiempo requerido para que la mitad del plaguicida 

presente después de una aplicación se descomponga en productos de degradación. 

La descomposición depende de varios factores como la temperatura, el pH del 

medio, los microorganismos presentes en el medio, clima, así como la exposición a 

la luz, agua y oxígeno. 

- Solubilidad en agua: Indica la máxima masa de un plaguicida que se disuelve por 

unidad de volumen de agua, y generalmente varía de 1 a 105 ppm. Los plaguicidas 

muy solubles en agua presentan muy baja afinidad para adsorberse sobre los 

suelos y, por tanto, son fácilmente transportados alcanzando las masas de aguas 

superficiales y subterráneas. 

- Coeficiente de adsorción de carbono orgánico: Es una medida de la tendencia del 

plaguicida a adsorberse en los suelos o sedimentos. 

- Coeficiente de partición octanol/agua: Es una medida de la distribución del 

plaguicida entre dos disolventes inmiscibles, el agua (de carácter polar) y el 

octanol (relativamente no polar, que representa las grasas). Este parámetro se usa 

frecuentemente para predecir los modelos de distribución de una sustancia química 

en tejido de grasa animal.  

Una vez que los plaguicidas son incorporados a suelos o vegetales, estos pueden 

pasar a las masas hídricas o a los cursos de agua por diferentes caminos [34]: 
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 Aplicación directa, por ejemplo, tras su administración en orillas de ríos o zonas 

pantanosas. 

 Escorrentía superficial debido a las lluvias. 

 Infiltración hacia los acuíferos. 

 Arrastre por erosión. 

 Transporte atmosférico, en tratamientos aéreos. 

 

IV.2.2. TOXICIDAD DE LOS PLAGUICIDAS 

Los efectos ecológicos de los plaguicidas en el agua o alimentos están 

determinados por los siguientes criterios: 

A. Toxicidad: Puede definirse como la capacidad inherente del plaguicida para 

producir daños. Por lo que a sus efectos más inmediatos se refiere, se consideran 

tres tipos de toxicidad, siendo obligatoria su determinación de forma previa a la 

presentación del plaguicida en el mercado: 

O Toxicidad oral aguda: Expresada en términos de Dosis Letal Media (DL-50), 

que significa la concentración que provoca la muerte de la mitad de los 

organismos de ensayo durante un período especificado de prueba. Esta 

dosis se expresa, normalmente, en miligramos por kg de peso del animal 

ensayado. Cuanto más baja sea la DL-50, mayor es la toxicidad del 

plaguicida.  

O Toxicidad dérmica: Se refiere a los riesgos tóxicos debidos al contacto y 

absorción del plaguicida a través de la piel. Al igual que la anterior se 

expresa en términos de DL-50 y en mg/kg de peso. Estos ensayos se 

efectúan por aplicación del producto sobre la piel afeitada del animal 

ensayado que puede ser el conejo o la rata. 

O Toxicidad crónica: A través de dietas alimentarias preparadas con dosis 

variadas del tóxico que se estudia, se averiguan los niveles de riesgo del 

plaguicida al ser administrado diariamente a los animales de ensayo a lo 
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largo del tiempo. Generalmente, los ensayos duran un par de años, aunque 

también se hacen a más corto plazo. En este tipo de estudios se busca el 

denominado Nivel Sin Efecto (NSE) que representa aquella cantidad de 

pesticida que, ingerida diariamente durante todo el tiempo de duración del 

ensayo, no produce ningún efecto tóxico, ni dañino, ni anomalía alguna en 

el animal estudiado.  

O Las tres toxicidades anteriormente citadas deben considerarse básicas, pero 

además es también práctica habitual considerar otras clases de riesgos 

como son: 

 Toxicidad por inhalación: expresada como CL-50 (Concentración 

letal media). 

 Efectos en piel, ojos y sensibilización dérmica. 

 Neurotoxicidad. Los estudios sobre neurotoxicidad se realizan sobre 

gallinas, por ser los animales más sensibles a este efecto. 

 Mutagénesis, carcinogenia. La determinación del poder mutagénico 

de un producto se lleva a cabo sobre microorganismos como 

Escherichia sp. o Salmonella sp. 

 Reproducción, teratogenia. Estos estudios se realizan sobre tres 

generaciones de ratas, a las que se alimenta con dietas conteniendo 

el plaguicida en dosis variadas. 

B. Persistencia: se define como el tiempo necesario para que la concentración 

ambiental del plaguicida disminuya en un 50 %. La persistencia está determinada 

por procesos bióticos y abióticos de degradación. Los procesos bióticos son la 

biodegradación y el metabolismo, mientras que los abióticos son, principalmente, 

hidrólisis, fotólisis y oxidación. 

C. Destino o comportamiento (ambiental): Depende de la afinidad natural del 

producto químico con respecto a uno de los cuatro compartimentos ambientales: 

materia sólida, líquida, gaseosa y biota. Para prever la evolución ambiental del 

plaguicida se determinan los siguientes parámetros: coeficiente de adsorción del 

suelo, solubilidad, constante de Henry y Ko/w. 
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D. Productos degradados: El proceso de degradación puede conllevar la formación 

de estos productos, cuya toxicidad puede ser menor, igual o mayor que la del 

plaguicida original. 

 

IV.2.3. EFECTOS ECOLÓGICOS DE LOS PLAGUICIDAS 

Los efectos ecológicos de los plaguicidas son muy variados y están con frecuencia 

interrelacionados. Se considera que los efectos producidos en los organismos y en el 

medio ambiente constituyen una advertencia de las posibles repercusiones en la salud 

humana. Los principales tipos de efectos se enumeran a continuación, variando según el 

organismo investigado y el tipo de plaguicida. Los distintos plaguicidas provocan efectos 

muy diferentes en la vida acuática, por lo que es difícil formular afirmaciones de alcance 

general. Es importante destacar que muchos de estos efectos son crónicos (no letales), y 

pasan con frecuencia desapercibidos para el observador aunque pueden tener 

consecuencias en toda la cadena trófica. Algunos de estos efectos son: 

 - Muerte del organismo. 

 - Cáncer, tumores y lesiones en peces y animales. 

 - Inhibición o fracaso reproductivo. 

 - Supresión del sistema inmunitario. 

 - Efectos teratogénicos. 

En reconocimiento del uso indebido de plaguicidas y de sus efectos sobre el medio 

ambiente y la salud pública, los países europeos han adoptado diversas medidas entre las 

que figuran [35]: 

- Reducción del uso de plaguicidas. 

- Prohibición de determinados ingredientes activos. 

- Revisión de los criterios de registro de plaguicidas. 

- Capacitación y necesidad de licencias para las personas que aplican los pesticidas. 
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- Reducción de la dosis y mejor programación de la aplicación de plaguicidas para 

atenerse mejor a las necesidades de los cultivos y reducir las pulverizaciones 

preventivas. 

- Comprobación y aprobación del equipo de pulverización. 

- Limitaciones de la pulverización aérea. 

- Promoción del uso de alternativas mecánicas y biológicas en sustitución de los 

plaguicidas. 

 

IV.3. PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DE LOS FUNGICIDAS 

ESTROBILURINAS 

Las estrobilurinas son una clase importante de fungicidas que han tenido un 

enorme impacto en la agricultura. Entre las estrobilurinas se encuentran 

metominostrobina, kresoxim-metilo, trifloxistrobina y azoxistrobina, y las más recientes, 

picoxistrobina, dimoxistrobina y piraclostrobina. Estas últimas son derivados sintéticos del 

compuesto natural estrobilurina A, que proviene principalmente del hongo Strobilurus 

tenacellus [36]. Como fungicidas, poseen altos niveles de actividad frente a un amplio 

rango de enfermedades de los cultivos, lo cual permite que se puedan controlar 

combinaciones de infecciones, usando sólo un fungicida específico, tarea que antes solo 

era posible con la mezcla de uno o más fungicidas. 

La forma de actuar de estos fungicidas consiste en inhibir la respiración 

mitocondrial del hongo, interrumpiendo el ciclo energético y la producción de trifosfato de 

adenosina (ATP) [37]. Se han establecido los niveles de plaguicidas permitidos en aguas 

de consumo humano [38]. 

La Tabla IV.1 muestra las estructuras químicas así como las fórmulas empíricas y 

los nombres asignados por la IUPAC a los diferentes fungicidas analizados. 

La Tabla IV.2 muestra valores de los factores que afectan a la degradación y 

persistencia en el medio ambiente [33] para los fungicidas objeto de estudio en este 

Capítulo. Por último, la Tabla IV.3 presenta los datos de toxicidad de los siete fungicidas 

objeto de análisis [39-40]. 
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Tabla IV.1. Características de los fungicidas 

 

Nombre 
 

Estructura 
 

Fórmula 
 

Nombre IUPAC 

    

 

Picoxistrobina 

 
 

 

 
C18H16F3NO4 

 

Metil (E)-α-metoximetileno-
2-(3-trifluorometil-2-

piridiloximetil)fenilacetato 

 

 
Metominostrobina 

 

 

C16H16N2O3 
 

 

 

 
(Z)-2-Metoxiimino-N-metil-

2-(2-fenoxifenil)acetato 

 

Kresoxim-metilo 

 

 

 

C18H19NO4 

 

Metil (E)-α-(metoxiimino)-2-

(2-
metilfenoximetil)fenilacetato 

 
Trifloxistrobina 

 

 

 
 

C20H19F3N2O4 

 
Metil (E)-α-metoxiimino-2-

[(E)-1-(3-

trifluorometilfenil)etilidena-
minooximetil]fenilacetato 

 

Dimoxistrobina 
 

 

 

 
C19H22N2O3 

 

(E)-2-(2,5-
Dimetilfenoximetil)-α-

metoxiimino-N-

metilfenilacetamida 

 
Piraclostrobina 

 

 

C19H18ClN3O4 

 

 
 

Metil {2-[1-(4-clorofenil)-

1H-pirazol-3-iloximetil]fenil} 
metoxicarbamato 

 

Azoxistrobina 

 

 

 

C22H17N3O5 

 

 

Metil (E)-2-{2-[6-(2-
cianofenoxi)pirimidin-4-

il]oxifenil}-3-metoxi-prop-2-

enoato 
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Tabla IV.3. Datos de toxicidada de los fungicidas estrobilurinas 

Analito Oral aguda     

LD-50 (mg kg-1) 

Dérmica LD-50 

(mg kg-1) 

Por inhalación 

CL-50 (mg L-1) 

 
Azoxistrobina 

 

 
> 5000 (Bajo) 

 
> 2000 

 
0,69 

Dimoxistrobina 
 

> 5000 (Bajo) > 2000 1,3 

Kresoxim-metilo 
 

> 5000 (Bajo) > 2000 5,6 

Metominostrobina 
 

708 
(Moderado) 

> 2000 1,88 

Picoxistrobina 
 

> 5000 (Bajo) > 2000 2,12 

Piraclostrobina 
 

> 5000 (Bajo) > 2000 0,69 

Trifloxistrobina 
 

> 5000 (Bajo) > 2000 4,65 

a Datos obtenidos en mamíferos 

 

IV.4. MÉTODOS DE ANÁLISIS DE ESTROBILURINAS EN ALIMENTOS 

Las estrobilurinas son fungicidas considerados muy seguros desde un punto de 

vista medioambiental, que muestran una amplia actividad contra una gran variedad de 

hongos patógenos para las plantas. En este Capítulo se estudian siete compuestos 

químicos (metominostrobina, azoxistrobina, dimoxistrobina, kresoxim-metilo, 

picoxistrobina, piraclostrobina y trifloxistrobina) que son derivados sintéticos del 

compuesto natural estrobilurina A, que presenta un modo de acción novedoso si se 

compara con otros grupos de fungicidas, consistente en la inhibición de la respiración por 

interferencia con la función de una enzima localizada en la membrana mitocondrial interna 

de los hongos, llevando a la ruptura del ciclo de energía [41]. 

Una monitorización adecuada de residuos de pesticidas en alimentos es crucial 

para la evaluación de la exposición humana a estos agroquímicos. Teniendo en cuenta la 

importancia para la salud de las frutas, varias directivas de la EU han fijado MRLs para los 

pesticidas analizados en este estudio: azoxistrobina (0,05-2 µg g-1), kresoxim-metilo (0,05-

1 µg g-1), picoxistrobina (0,05 µg g-1), piraclostrobina (0,2-1 µg g-1) y trifloxistrobina (0,2-5 

µg g-1), dependiendo del tipo de fruta, y no se ha especificado MRL en el caso de 
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metominostrobina [42,43]. Los bajos MRLs han llevado al desarrollo de métodos analíticos 

sensibles para alcanzar este requerimiento. 

Las técnicas cromatográficas GC [44-57] y LC [58-78] son las más ampliamente 

utilizadas en el análisis de trazas de pesticidas estrobilurinas en muestras de alimentos y 

bebidas. Una proporción importante de los procedimientos propuestos en la bibliografía 

son métodos multiresiduos (MRMs) [46-48,51,59,61,67,69-74,76-78] que analizan un gran 

número de pesticidas de familias químicas muy diferentes e implican métodos clásicos de 

extracción, la mayoría de ellos usando disolventes orgánicos y etapas de limpieza de los 

extractos por SPE. 

Los procedimientos de tratamiento de la muestra son catalogados como tediosos 

ya que consumen mucho tiempo y son muy laboriosos, siendo su mayor desventaja que 

están en desacuerdo con la metodología de química limpia relativa al uso de disolventes 

orgánicos. Las nuevas técnicas de microextracción han sido aplicadas para la 

determinación de algunos fungicidas estrobilurinas en alimentos y bebidas. Las técnicas 

usadas han sido SPME [55,57-58,79-81] y LPME [78]. 

La técnica de preparación de muestra SBSE implica la extracción de los analitos 

orgánicos desde matrices acuosas en un recubrimiento polimérico sobre una barra 

magnética agitadora, y cubre los objetivos primarios de la GAC [82-83]. Aunque la 

bibliografía incluye algunos trabajos relativos a la aplicación de SBSE para el análisis 

cromatográfico de pesticidas en matrices de alimentos [84-92], la técnica no ha sido 

aplicada para la determinación simultánea de los fungicidas estudiados en este Capítulo. 

En este estudio, se describe un procedimiento rápido para la determinación de 

metominostrobina, azoxistrobina, dimoxistrobina, kresoxim-metilo, picoxistrobina, 

piraclostrobina y trifloxistrobina, usando un sistema acoplado común en todos los 

laboratorios de análisis, LC-DAD, y aplicando un tratamiento de muestra simple que 

implica la extracción de los analitos desde la muestra de fruta sólida y su preconcentración 

por SBSE, lo que representa el hecho más significativo de este trabajo. Se optimizaron 

cuidadosamente los parámetros que afectan a la extracción de la muestra (disolvente de 

extracción y masa de muestra) y las etapas de enriquecimiento de la muestra (fuerza 

iónica y pH del medio, disolvente de desorción, tiempos de absorción y desorción y 

temperaturas). Los extractos diluidos obtenidos de las muestras sometidas a un 
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tratamiento con ultrasonidos en presencia de etanol y el uso del fungicida oxazol como 

estándar interno, permitió la cuantificación de las muestras usando estándares acuosos. 

Bajo las condiciones optimizadas, los LODs estuvieron en el rango de 1 a 5 ng g-1, 

correspondiendo a trifloxistrobina y metominostrobina, respectivamente. El análisis SBSE-

LC-DAD proporcionó buena repetitividad (RSD por debajo del 11% en todos los casos) y 

las recuperaciones se encontraron en el intervalo 80-105 % para las muestras fortificadas. 

El método se aplicó con éxito al análisis de diferentes muestras, encontrándose residuos 

de piraclostrobina y trifloxistrobina en dos de las muestras analizadas. 

 

IV.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

IV.5.1. REACTIVOS 

Se utilizaron acetonitrilo y metanol (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) de calidad LC. El 

agua destilada se purificó usando un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Cloruro 

sódico y ácido acético (99,8 % v/v) se obtuvieron de Fluka (Buchs, Switzerland) y acetato 

sódico de Riedel-de-Häen (Steinheim, Germany). 

Se incluyeron en la optimización del procedimiento siete fungicidas estrobilurinas 

disponibles comercialmente (Riedel-de-Haën, >99 %): metominostrobina, azoxistrobina, 

dimoxistrobina, kresoxim-metilo, picoxistrobina, piraclostrobina y trifloxistrobina. Se 

prepararon disoluciones estándar individuales de los compuestos sólidos usando metanol 

como disolvente (100 µg mL-1) y se almacenaron en la oscuridad a 4 °C en botellas 

oscuras selladas con tapones de PTFE/silicona. Estas disoluciones fueron estables durante, 

al menos, tres meses. Se preparó una mezcla de los estándares diariamente diluyendo con 

agua. 

 

IV.5.2. INSTRUMENTACIÓN 

El sistema LC consistió en una bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, Waldbronn, 

Germany) (G1312A) operando a una velocidad de flujo de 1 mL min-1. Los divolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent G1379A). La columna se 

mantuvo en un compartimento termostatado a 60 ºC (Agilent G1316A). El detector de 
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diodos fue un Agilent G1315D operando a 200 nm. La separación se llevó a cabo con una 

columna Spherisorb ODS2 (Teknokroma) (150 mm x 4 mm, 5 µm). La inyección (20 μL) se 

llevó a cabo usando un automuestreador (Agilent G1367C).  

Para SBSE, se utilizaron barras agitadoras de 10 mm de longitud recubiertas con 

una capa de 0,5 mm de PDMS obtenidas de Gerstel (TwisterTM, Gerstel GmbH, Müllheim 

an der Ruhr, Germany). Las barras agitadoras se mantuvieron en acetonitrilo puro antes 

de su uso. Los análisis se llevaron a cabo en viales de vidrio ámbar de 15 mL y las 

disoluciones se agitaron con un agitador magnético (IKA RH KT/C, Supelco) a 2000 rpm. 

Para prevenir la evaporación de los analitos, los viales se sellaron con tapones de 

PTFE/silicona. Para el calentamiento, se utilizó un dispositivo construido en los Servicios de 

Instrumentación de la Universidad de Murcia, consistente en un bloque taladrado y 

provisto de un sistema electrónico de control de la temperatura. La etapa de desorción se 

llevó a cabo utilizando microinsertos de vidrio (3 cm longitud, 4 mm d.i) en viales HPLC de 

2 mL y se inyectaron alícuotas de 20 µL en el sistema cromatográfico. 

Se utilizaron una centrífuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Germany) y un 

homogeneizador IKA A11 (IKA, Staufen, Germany) para el tratamiento de las muestras. 

Para la extracción de los analitos de las matrices de las muestras se utilizó una sonda 

ultrasónica UP 200H con una salid0…. 

a efectiva de 200 W en medio líquido (Dr. Hielscher, Teltow, Gemany) equipado 

con una sonda de titanio (13 mm d.e.). La sonda ultrasónica se usó en modo continuo a 

100 % de potencia, correspondiente a una frecuencia de operación de 24 kHz.  

 

IV.5.3. MUESTRAS 

Se obtuvieron de un supermercado local diferentes muestras de frutas frescas 

(manzana, pera, uva, naranja, limón, melocotón y ciruela). Las muestras de limón y 

naranja se pelaron antes de la molienda y el análisis se realizó sobre la pulpa. Las 

muestras se molieron y fueron almacenadas en frascos cerrados de polietileno de 100 mL 

a 4 °C hasta su análisis. 
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IV.5.4. PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Se pesó una cantidad de muestra de 5 g en un tubo de centrífuga de vidrio y se 

añadieron 2 mL de etanol para la extracción. Se sumergió directamente en la mezcla, 

mantenida a temperatura ambiente, la sonda de ultrasonidos durante 1 min (50 % de 

amplitud), y entonces se centrifugó a 6000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. 

La disolución sobrenadante se recogió y se diluyó a 15 mL con disolución reguladora 

acetato/acético (0,04 M) y se añadió cloruro sódico hasta una concentración del 5 % m/v. 

El procedimiento SBSE consistió en introducir el TwisterTM en la disolución mientras se 

mantenía en agitación a 2000 rpm a una temperatura de extracción de 45 °C durante 20 

min. Después de la extracción, el Twister se lavó con agua destilada y las gotas de agua 

restantes se secaron con papel de celulosa. Para la desorción líquida de los analitos, se 

introdujo la barra agitadora en un vial con un microinserto de vidrio y se extrajo con un 

volumen de 100 µL de una mezcla 50:50 acetonitrilo:agua durante 15 min. Entonces, se 

sacó la barra agitadora y la muestra líquida se analizó por LC inyectando una alícuota de 

20 µL con el automuestreador. La fase móvil en condiciones isocráticas fue una mezcla 

50:50 acetonitrilo:agua operando a una velocidad de flujo de 1 mL min-1. Cada muestra se 

inyectó por triplicado. Se realizaron ocasionalmente análisis blanco de las barras 

agitadoras para evitar efectos de memoria.  

 

IV.5.5. ESTUDIOS DE RECUPERACIÓN 

Ya que no se dispone de materiales de referencia para la validación del método, se 

llevó a cabo un estudio de recuperación. Las muestras se fortificaron con concentraciones 

entre 5 y 10 veces los LOQs correspondientes a cada compuesto. Las muestras fortificadas 

se dejaron reposar durante 5 horas a temperatura ambiente para equilibrarse antes de 

proceder al análisis como se ha descrito anteriormente. El procedimiento se aplicó a tres 

muestras de frutas, cada una incluida en una familia botánica diferente [93], manzana 

(Rosaceae sp.), limón (Rutaceae sp.) y uva (Vitaceae sp.), a dos niveles de concentración 

y analizando dos duplicados en cada caso, correspondientes a dos alícuotas de cada 

muestra fortificada independientemente y analizada. Las muestras usadas para los 

estudios de recuperación se chequearon para comprobar que estaban libres de los analitos 

estudiados, al menos por encima de los LODs correspondientes. 
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IV.6. OPTIMIZACIÓN DE LA SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA 

Se seleccionó cromatografía de reparto en fase reversa. Las condiciones óptimas 

para la separación de los fungicidas estrobilurinas se establecieron inyectando 20 μL de 

una disolución acuosa conteniendo los analitos a un nivel de concentración de 1 µg mL-1, 

sobre una columna Spherisorb ODS de 15 cm de longitud, 4 mm de diámetro y 5 µm de 

tamaño de partícula. 

Se ensayaron diferentes mezclas acetonitrilo:agua como fase móvil en modo 

isocrático con una velocidad de flujo de 1 mL min-1. Como era de esperar, la retención 

disminuyó para todos los compuestos al aumentar la proporción de acetonitrilo. 

Concentraciones más altas del 50 % para el disolvente orgánico produjeron el 

solapamiento de los picos de kresoxim-metilo y picoxistrobina. Por otra parte, cuando 

disminuyó la concentración por debajo del 50 %, se alcanzó un tiempo de retención muy 

largo para trifloxistrobina. La separación no mejoró cuando se ensayaron diferentes 

velocidades de flujo comprendidas entre 0,5-1 mL min-1 para mezclas acetonitrilo:agua 

60:40, 55:45 y 50:50, manteniéndose sin resolver el solapamiento entre kresoxim-metilo y 

picoxistrobina. 

Cuando se sustituyó el agua por una disolución reguladora de acetato sódico 5 mM 

de pH entre 3 y 8, tampoco se observaron mejoras en la separación. Se observó un 

ensanchamiento de los picos para piraclostrobina y trifloxistrobina a pH 8, y apareció una 

deriva en la línea base para valores de pH inferiores a 5. Por tanto, se descartó el uso de 

disoluciones reguladoras en la fase móvil. 

Se estudió el efecto de la temperatura termostatando el compartimento de la 

columna entre temperatura ambiente y 60 °C, que es la máxima recomendada para la 

fase estacionaria usada, y usando diferentes mezclas acetonitrilo:agua (60:40, 55:45 y 

50:50) como fase móvil. Al aumentar la temperatura de la columna, disminuyen tanto la 

anchura de pico como la presión de la columna, obteniendo parámetros cromatográficos 

adecuados cuando se usó una fase móvil 50:50 acetonitrilo:agua y termostatando la 

columna a 60 °C. 

Los compuestos eluyeron en el siguiente orden: metominostrobina (2,53 min), 

azoxistrobina (3,32 min), dimoxistrobina (4,87 min), kresoxim-metilo (5,79 min), 

picoxistrobina (6,24 min), piraclostrobina (7,54 min) y trifloxistrobina (11,1 min). Se 
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obtuvieron valores para los factores de retención (k) entre 1,98 y 11,65, factores de 

separación (α) en el rango 1,09-1,53 y factores de resolución (Rs) entre 1,72 y 9,63. 

Para la cuantificación de los fungicidas, se usó el método del estándar externo y se 

construyeron las gráficas de calibrado representando concentración frente a área de pico 

usando diez niveles de concentración y análisis de regresión lineal. La Tabla IV.4 muestra 

los datos analíticos obtenidos: rangos de linealidad, pendientes, coeficientes de regresión 

y LODs y LOQs calculados en base a tres y diez veces la SD de la ordenada en el origen de 

las gráficas de calibrado, respectivamente. 

 

Tabla IV.4. Datos analíticos para las estrobilurinas usando el método LC-DAD 

Compuesto Linealidad 

(µg mL-1) 

Pendiente±SDa 

(mL µg-1) 

r2 LOD 

(ng mL-1) 

LOQ 

(ng mL-1) 

Metominostrobina 0,01 – 5 229,1±0,5 0,9998 5  17 

Azoxistrobina 0,01 – 5 222,9±0,7 0,9989 5  17 

Dimoxistrobina 0,01 – 5 218,3±0,3 0,9993 5 17 

Kresoxim-metilo 0,01 – 5 205,8±0,7 0,9995 5 17 

Picoxistrobina 0,03 – 5 116,6±0,2 0,9987 10 35 

Piraclostrobina 0,02 – 5 180,9±0,9 0,9994 7,5 25 

Trifloxistrobina 0,03 – 5 127,3±1,4 0,9991 10 35 

a (n= 10) 

 

IV.7. OPTIMIZACIÓN DE LA ETAPA SBSE 

Para optimizar el procedimiento SBSE, se llevaron a cabo experiencias preliminares 

usando 15 mL de una mezcla de estándares acuosos a un nivel de concentración de las 

estrobilurinas de 25 ng mL-1. El único polímero disponible comercialmente en el momento 

de realizar este estudio como recubrimiento para las barras agitadoras era PDMS, un 

recubrimiento no polar que se utilizó para extraer los siete compuestos en estudio.  

Cuando se varió la temperatura de extracción en el rango 25-60 °C, se consiguió la 

mayor sensibilidad a 40 °C para los cuatro compuestos menos retenidos en la columna 

cromatográfica y a 50 °C para los tres compuestos más retenidos en la columna. Ya que 

no se observaron grandes diferencias en la sensibilidad entre 40 y 50 °C para ningún 



Capítulo IV                                                                                                                      185 

  

compuesto (Figura IV.6A), se seleccionó finalmente una temperatura de 45 °C como valor 

de compromiso. 

El tiempo de extracción en SBSE es crítico para establecer el equilibrio entre la 

disolución de la muestra y el material del recubrimiento SBSE. Cuando se varió la duración 

de la etapa de extracción entre 5 y 60 min, como muestra la Figura IV.6B, aumentó la 

sensibilidad hasta 30 min y entonces se mantuvo prácticamente constante. Teniendo en 

cuenta que el aumento de la señal analítica entre 20 y 30 min no fue significativo para 

ninguno de los compuestos, se seleccionó un tiempo de extracción de 20 min con objeto 

de acortar el procedimiento analítico. 
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Figura IV.6. Influencia de (A) la temperatura y (B) el tiempo de extracción sobre la 

sensibilidad. (●) Metominostrobina, (○) azoxistrobina, (▼) dimoxistrobina, (∆) kresoxim-

metilo, (■) picoxistrobina, (□) piraclostrobina y (♦) trifloxistrobina 

 

Se estudió la influencia de la velocidad de agitación entre 0 y 2000 rpm, 

aumentando la sensibilidad hasta 850 rpm y entonces permaneció constante para 

metominostrobina, azoxistrobina y dimoxistrobina (Figura IV.7A). Para el resto de los 

compuestos la señal aumentó hasta 2000 rpm, por lo que se seleccionó este valor. 

El efecto del pH del medio de extracción se estudió entre 3 y 9, añadiendo 0,5 mL 

de disolución reguladora de acetato 1 M (para valores de pH hasta 5,5) y 0,5 mL de 

disolución reguladora de fosfato 1 M (para valores de pH entre 6 y 9). Como se puede 
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observar en la Figura IV.7B, no se apreciaron diferencias de sensibilidad significativas para 

los fungicidas a valores de pH entre 3 y 7, mientras que el área de pico disminuyó para la 

mayoría de los compuestos a valores de pH superiores a 7. Finalmente se seleccionó un 

valor de pH 5. 

La influencia de la fuerza iónica de la disolucion de extracción se estudió añadiendo 

0-5,25 g de cloruro sódico a 15 mL de la disolución reguladora seleccionada, en las 

condiciones optimizadas. La presencia de sal disminuyó la eficiencia de extracción para 

picoxistrobina, piraclostrobina y trifloxistrobina, mientras que para el resto de los analitos 

la señal aumentó hasta 5, 15 ó 25 % m/v dependiendo del compuesto, y entonces 

disminuyó (Figura IV.7C). Se seleccionó una concentración de NaCl del 5 % m/v como un 

valor de compromiso. 
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Figura IV.7. Efecto de (A) velocidad de agitación, (B) pH y (C) concentración de cloruro 

sódico sobre la sensibilidad de (●) metominostrobina, (○) azoxistrobina, (▼) 

dimoxistrobina, (∆) kresoxim-metilo, (■) picoxistrobina, (□) piraclostrobina y (♦) 

trifloxistrobina 

 

La mezcla estándar de los fungicidas se preparó en disolución reguladora acetato 

(pH 5) usando volúmenes de 15 y 40 mL, en presencia de 5 % m/v de cloruro sódico y se 

sometió a la preconcentración SBSE. Se consiguió la sensibilidad más alta para los siete 

compuestos cuando se utilizó un volumen de muestra de 15 mL. 

La desorción líquida de los compuestos se llevó a cabo introduciendo la barra 

agitadora en un vial con un microinserto de vidrio y se optimizaron tanto el disolvente 
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como el tiempo de desorción. Los disolventes ensayados para la desorción fueron 

acetonitrilo puro, diferentes mezclas acetonitrilo:agua (4:1, 3:2 y 1:1) y mezclas 

acetonitrilo:reguladora acetato (pH 5) (4:1 y 1:1). Se obtuvieron los mejores resultados en 

todos los casos con las mezclas acetonitrilo:agua, no observando diferencias significativas 

entre las diferentes relaciones ensayadas, como se muestra en la Figura IV.8. La mezcla 

1:1 fue finalmente seleccionada. 
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Figura IV.8. Influencia de la composición de la disolución de desorción 

 

Seguidamente, se optimizó el tiempo de desorción para conseguir la desorción total 

de los analitos y evitar así efectos de memoria. La Figura IV.9 muestra la variación de las 

eficiencias de extracción obtenidas para un tiempo de desorción total de 20 min, 

completado en intervalos de 5 min.  

Los valores de 100 % de desorción corresponden a la suma de las señales 

analíticas obtenidas en los cuatro intervalos de tiempo estudiados. En todos los casos se 

comprobó que 20 min eran suficientes para la desorción total de los analitos. Se 

seleccionó un tiempo de 15 min para la etapa de desorción.  
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Figura IV.9. Influencia del tiempo de desorción en la eficiencia de extracción 

 

IV.8. OPTIMIZACIÓN DE LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA SÓLIDA 

El tratamiento de la muestra de fruta se optimizó usando muestras fortificadas al 

nivel de concentración de analitos de 150 ng g-1. La extracción directa mediante DI de la 

barra agitadora en una suspensión conteniendo la muestra sólida no es posible, ya que las 

partículas suspendidas podrían ensuciar e incluso dañar el material del recubrimiento. Por 

tanto, se requirió una etapa de extracción previa y el extracto líquido se sometió 

posteriormente al procedimiento SBSE.  

Para seleccionar el disolvente de extracción se realizaron diversas experiencias 

preliminares utilizando 5 g de una muestra de manzana triturada y sometiéndola a 

ultrasonidos por medio de una sonda introducida directamente en la mezcla de la muestra 

durante 1 min en presencia de 2 mL de diferentes disolventes (agua, disolución reguladora 

acetato/acético, acetonitrilo, metanol y etanol). 

Se obtuvieron los valores de extracción más altos, para todos los compuestos, con 

metanol y etanol, que dieron lugar a resultados similares, por tanto, se seleccionó etanol 

debido a su menor toxicidad. La sensibilidad obtenida no mejoró al emplear volúmenes de 

disolvente orgánico más altos o una mayor duración de la etapa de sonicación. 
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Se estudió el efecto de la masa de muestra en el rango 2-8 g. Se seleccionó una 

masa de 5 g, ya que para masas mayores se observó una disminución de la sensibilidad. 

 

IV.9. CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS DEL MÉTODO 

Para estudiar la importancia del efecto matriz, se compararon las pendientes de las 

gráficas de calibrado de estándares acuosos con las obtenidas al aplicar el método de 

adiciones estándar a cuatro muestras de fruta usando el test-t de medidas repetidas 

(Tabla IV.5). 

Se confirmó la existencia de un efecto matriz porque los valores “p” fueron 

menores que 0,05 para todos los analitos. 

Los valores de los LODs obtenidos a partir de las gráficas de calibrado acuosas 

para el procedimiento SBSE-LC-DAD confirmaron un aumento de la sensibilidad con 

respecto a la ausencia de la etapa de preconcentración, entre 4 y 50 veces para 

metominostrobina y trifloxistrobina, respectivamente. 

Se ensayó la adición de un estándar interno, el fungicida drazoxolón, 

comprobándose previamente que todas las muestras estuvieran libres de él. Este 

compuesto resulta útil para este propósito porque su comportamiento cromatográfico es 

similar al de los analitos y también lo es su comportamiento de extracción SBSE. 

Cuando se añadió el estándar interno al nivel de 25 ng mL-1 (70 ng g-1), las 

pendientes de las gráficas de calibrado de estándares acuosos y las obtenidas por medio 

de adiciones estándar a las muestras no mostraron diferencias significativas al nivel de 

confianza del 95 % (los valores “p” variaron entre 1 y 0,046), estos valores de pendientes 

se muestran en la Tabla IV.5. Por tanto, se puede concluir que el uso de este compuesto 

como estándar interno compensó el efecto matriz, evitando el método tedioso de 

adiciones estándar para la cuantificación.  
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Tabla IV.5. Pendientes de las gráficas de calibrado de adiciones estándar (mL µg-1) 

Compuesto Acuoso Manzana Pera Uva Limón 

Metominostrobina 1288±19 

(28,6±2,1) 

983±11 

(27,7±2,0) 

1151±13 

(26,7±1,9) 

1012±18 

(26,2±2,1) 

912±12 

(26,1±2,4) 

Azoxistrobina 1581±28 

(35,1±2,8) 

1179±15 

(32,7±3,0) 

1341±10 

(32,2±2,3) 

1292±38 

(31,0±3,7) 

1050±9 

(30,0±4,8) 

Dimoxistrobina 4522±38 

(100±5,8) 

4189±20 

(108±7,7) 

4218±6 

(98,1±5,4) 

4213±5 

(100±6,7) 

3250±9 

(92,8±7,1) 

Kresoxim-metilo 7580±47 

(168±5,9) 

7179±53 

(178±8,8) 

7397±54 

(172±6,6) 

6966±51 

(166±8,1) 

5530±59 

(158±9,4) 

Picoxistrobina 4688±56 

(103±6,1) 

4047±33 

(112±8,7) 

4560±26 

(106±8,9) 

4199±48 

(99,9±7,9) 

3994±9 

(114±9,7) 

Piraclostrobina 7538±25 

(167±8,8) 

6412±36 

(178±9,1) 

6851±57 

(159±8,3) 

6700±35 

(159±9,5) 

6224±22 

(178±10) 

Trifloxistrobina 8876±26 

(197±9,1) 

7460±105 

(207±8,5) 

8232±34 

(191±7,4) 

7948±55  

(189±8,7) 

7315±85 

(209±10) 

Los valores son media±desviación estándar (n=6). Los valores entre paréntesis corresponden 

al método del estándar interno 

 

La Tabla IV.6 muestra los parámetros de calibración obtenidos para cada analito 

cuando se analizaron muestras de 5 g de fruta (a cinco niveles de concentración 

diferentes) por duplicado bajo las condiciones adoptadas en presencia del estándar 

interno.  

Los coeficientes de regresión obtenidos mostraron una relación directamente 

proporcional entre la cantidad de analito extraído y su concentración en la disolución de la 

muestra, siendo en todos los casos superiores a 0,996. 

Los LODs y LOQs calculados en base a tres y diez veces la desviación estándar de 

la ordenada en el origen de las gráficas de calibrado, respectivamente, se muestran en la 

Tabla IV.6. Se puede asegurar que para las estrobilurinas en muestras de fruta se pueden 

alcanzar los MRLs establecidos por la Unión Europea [42-43]. 
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La repetitividad se calculó usando la RSD para 10 análisis sucesivos de una 

muestra de melocotón fortificada a un nivel de concentración de 20 veces los LOQs 

correspondientes. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla IV.6. 

La repetitividad se calculó también bajo el mismo criterio para una mezcla de 

estándares acuosos obteniendo valores de RSD menores que 7,5 % en todos los casos. 

Hay que hacer notar que la sensibilidad para cada compuesto dependió en gran 

extensión de su afinidad por el recubrimiento de PDMS de la barra agitadora SBSE.  

  

 

Tabla IV.6. Características analíticas del método con estándar interno 

Compuesto Coeficiente 

regresión 

LOD 

(ng g-1) 

LOQ  

(ng g-1) 

RSDa  

(%) 

Metominostrobina 0,9986 6,0 16,6 10,7 

Azoxistrobina 0,9994 4,2 14,0 9,1 

Dimoxistrobina 0,9990 1,2 4,0 9,5 

Kresoxim-metilo 0,9983 0,8 2,7 7,0 

Picoxistrobina 0,9968 1,5 5,0 7,7 

Piraclostrobina 0,9979 1,0 3,3 8,8 

Trifloxistrobina 0,9978 0,9 3,2 6,5 

a Calculado a un nivel de concentración de 20 veces el LOQ correspondiente (n=10) 

 

IV.10. ANÁLISIS DE MUESTRAS Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

El procedimiento optimizado se aplicó al análisis de 15 muestras de frutas 

diferentes. De todas ellas, en 13 muestras analizadas no se encontraron los fungicidas 

estrobilurinas por encima de los LODs correspondientes a los distintos analitos. 

Se encontró piraclostrobina en una muestra de pera a una concentración de 

4,0±0,4 ng g-1 y trifloxistrobina en la misma muestra y en una muestra de limón a 

concentraciones de 3,5±0,4 y 25±2 ng g-1, respectivamente. 

Los estudios de recuperación se llevaron a cabo con objeto de verificar la exactitud 

del método propuesto fortificando tres muestras de fruta (pera, limón y uva) por duplicado 
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a dos niveles de concentración correspondientes a aproximadamente diez y veinticinco 

veces los LOQs. Los resultados se muestran en la Tabla IV.7. Se obtuvo una recuperación 

media±desviación estándar (n=84) de 93,8±6,2. 

 

Tabla IV.7. Recuperacionesa a partir de diferentes frutas 

Compuesto Nivel fortificado 

(ng g-1) 

Pera Limón Uva 

Metominostrobina 160 89 ± 5 93 ± 8 91 ± 3 

 410 92 ± 6 98 ± 2 98 ± 6 

Azoxistrobina 140 94 ± 3 88 ± 6 95 ± 2 

 350 96 ± 3 92 ± 7 94 ± 7 

Dimoxistrobina 40 88 ± 7 90 ± 6 89 ± 9 

 100 91 ± 7 95 ± 4 93 ± 4 

Kresoxim-metilo 30 93 ± 7 91 ± 3 92 ± 6 

 70 94 ± 5 95 ± 4 97 ± 4 

Picoxistrobina 50 90 ± 7 95 ± 3 94 ± 2 

 125 99 ± 4 98 ± 3 101 ± 4 

Piraclostrobina 30 100 ± 3 94 ± 3 92 ± 5 

 80 98 ± 5 99 ± 5 95 ± 3 

Trifloxistrobina 30 89 ± 6 91 ± 6 91 ± 3 

 80 94 ± 7 98 ± 4 95 ± 6 

a Valor medio±SD (n=4) 

 

La Figura IV.10 muestra el perfil de elución SBSE-LC-DAD obtenido para una 

muestra de limón fortificada con una mezcla de estándares de los fungicidas 

estrobilurinas, bajo las condiciones seleccionadas. 
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Figura IV.10. Cromatograma SBSE-LC-DAD obtenido a partir de una muestra de limón 

fortificado con una mezcla de estándares a niveles de concentración de: (1) 

metominostrobina, 30 ng g-1; (2) azoxistrobina, 20 ng g-1; (3) drazoxolón, 70 ng g-1; (4) 

dimoxistrobina, 50 ng g-1; (5) kresoxim-metilo, 110 ng g-1; (6) picoxistrobina, 120 ng g-1; 

(7) piraclostrobina, 75 ng g-1 y (8) trifloxistrobina, 100 ng g-1  
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V.1. MICROEXTRACCIÓN DISPERSIVA LÍQUIDO-LÍQUIDO 

 

V.1.1. PRINCIPIOS BÁSICOS DE DLLME 

La técnica DLLME fue introducida en 2006 por Assadi y col. [1] y Rezaee y col. [2]. 

DLLME es una técnica de microextracción simple y rápida basada en el uso de un 

extractante apropiado, esto es, unos pocos microlitros de un disolvente orgánico con alta 

densidad tal como tetraclorometano, cloroformo, disulfuro de carbono, nitrobenceno, 

bromobenceno, clorobenceno o 1,2-diclorobenceno y un disolvente dispersante altamente 

miscible tanto con la fase extractante como con la acuosa, tal como metanol, etanol, 

acetonitrilo o acetona (Figura V.1) [3]. 

 

Figura V.1. Representación esquemática del procedimiento de DLLME 

 

Cuando se inyecta rápidamente la mezcla de la fase extractante y dispersante en la 

muestra, se produce una gran turbulencia. Este régimen turbulento da lugar a la 

formación de pequeñas gotas que se dispersan a través de la muestra acuosa. Las gotas 
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emulsificadas tienen una gran área interfacial, de forma que el equilibrio se alcanza 

rápidamente y la extracción es independiente del tiempo. Esta es la principal ventaja del 

método. La naturaleza del emulsificador (disolvente dispersante) también puede tener 

influencia en la distribución del tamaño de gota, el tamaño de gota medio y en la 

viscosidad de la emulsión [4]. Una vez que se produce la extracción, la disolución turbia se 

centrifuga. El disolvente extractante se deposita en el fondo del vaso de extracción y se 

inyecta, con o sin tratamiento posterior, en el sistema cromatográfico [5]. 

Las dos etapas de extracción de DLLME se ilustran en la Figura V.2 [6]. 

 

Figura V.2. Fotografía de las diferentes etapas  de DLLME: (a) antes de la inyección de la 

mezcla del disolvente dispersante (acetona) y el disolvente de extracción (C2Cl4) en la 

disolución de la muestra, (b) inicio de la inyección, (c) final de la inyección, (d) fotografía 

al microscopio óptico, magnitud 1000 (que muestra las partículas finas de C2Cl4 en el 

estado turbio, (e) después de la centrifugación y (f) vista aumentada de la fase 

sedimentada 
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Las dispersiones líquido-líquido juegan un papel esencial en los procesos de 

separación y los sistemas de reacción. Esto se debe a la gran área interfacial debida a la 

dispersión que facilita la transferencia de masa y la velocidad de reacción [7]. La turbidez 

se forma en la fase acuosa debido a la fina dispersión del extractante distribuido a través 

de la muestra acuosa, que es facilitada por el disolvente dispersante. Después de la 

formación de la disolución turbia, el área superficial entre el disolvente de extracción y la 

muestra acuosa es muy grande, así el estado de equilibrio se alcanza rápidamente y, por 

tanto, el tiempo de extracción es muy corto. Después de centrifugar la disolución turbia, 

se recupera la fase sedimentada en el fondo de un tubo cónico y se usa con la técnica 

analítica más apropiada. En DLLME, a diferencia de SDME, la jeringa no se usa como 

soporte de la gota durante el proceso de extracción sino para colectar e inyectar el 

extracto, evitando así problemas tales como la deslocalización de la gota. No obstante, 

esta técnica está limitada a un pequeño número de extractantes, que deben extraer 

eficientemente los analitos de interés, ya que pocos disolventes cumplen las condiciones 

requeridas, esto es, tener mayor densidad que el agua, formar una disolución turbia 

estable y ser sacados fácilmente del fondo del vial cónico después de la centrifugación. 

Además, esta técnica de microextracción parece difícil de automatizar. 

 

V.1.2. PARÁMETROS QUE AFECTAN EN DLLME 

En DLLME, los factores que afectan a la eficiencia de extracción son los siguientes: 

(1)  naturaleza del disolvente extractante, 

(2)  naturaleza del disolvente dispersante, 

(3)  volumen del disolvente extractante y 

(4)  volumen del disolvente dispersante. 

Como en LLE, es muy importante la selección de una fase extractante apropiada en 

SDME, HF-LPME y DLLME. La elección final se debe hacer después de comparar sus 

diferentes propiedades físicas para conseguir buena sensibilidad, precisión y selectividad. 

Los disolventes orgánicos se seleccionan en base a su densidad mayor que el agua, la 

capacidad de extracción de compuestos de interés y buen comportamiento 

cromatográfico. Los hidrocarburos halogenados tal como clorobenceno, cloroformo, 
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tetracloruro de carbono y tetracloroetileno se seleccionan usualmente como disolventes 

extractantes debido a su elevada densidad. 

El volumen del disolvente extractante tiene un efecto importante sobre el factor de 

preconcentración o enriquecimiento (EF). Al aumentar el volumen del disolvente 

extractante, aumenta el volumen de la fase sedimentada obtenida por centrifugación, 

llevando a una disminución del EF. Por tanto, el volumen óptimo del disolvente extractante 

debe asegurar tanto valores altos de EFs como suficiente volumen de la fase sedimentada 

para el análisis posterior después de la centrifugación. 

Se necesita una relación pequeña fase extractante/muestra y una alta relación de 

distribución, K, definida como la relación de concentraciones del analito en el extractante y 

la fase acuosa en el equilibrio, para conseguir elevados EFs (esto es, relación entre la 

concentración de analito en la fase extractante y la concentración inicial en la disolución 

de la muestra) y eficiencias de extracción. Por tanto, el parámetro K, que depende en gran 

medida del tipo y naturaleza de la fase extractante, es una variable clave; así, es 

necesario enfatizar las diferentes fases extractantes que se pueden usar, teniendo en 

cuenta las propiedades físicas, tales como punto de ebullición,  presión de vapor, 

solubilidad en agua, densidad, viscosidad, tensión superficial, momento dipolar y 

constante dieléctrica. 

En DLLME, la fase extractante deber tener mayor densidad que el agua, extraer 

eficientemente los compuestos, formar una disolución turbia estable y tener baja 

solubilidad en agua. Por otra parte, el disolvente dispersante debería ser miscible tanto 

con el disolvente de extracción como con la muestra acuosa. Los disolventes dispersantes 

más utilizados son acetona, metanol y acetonitrilo. El volumen del disolvente dispersante 

afecta directamente a la formación de la disolución turbia (agua/disolvente 

dispersante/disolvente extractante), al grado de dispersión del disolvente extractante en la 

fase acuosa y, en consecuencia, a la eficiencia de extracción. La variación del volumen del 

disolvente dispersante cambia el volumen de la fase sedimentada. Así, es necesario 

cambiar los volúmenes del disolvente dispersante y del disolvente extractante 

simultáneamente para conseguir un volumen constante de la fase sedimentada. El 

volumen útil del disolvente dispersante para obtener una disolución bastante turbia 

depende del volumen tanto de la fase acuosa como del disolvente extractante. 
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En DLLME, los factores más importantes que afectan al volumen de la fase 

sedimentada son: 

(1) solubilidad del disolvente extractante en agua, 

(2) volumen de la disolución de la muestra, 

(3) volumen del disolvente dispersante y 

(4) volumen del disolvente extractante. 

Desde el punto de vista experimental, para obtener el volumen de la fase 

sedimentada deseado, deben hacerse algunos tests experimentales antes del inicio del 

experimento principal. En primer lugar, se calcula la solubilidad del disolvente extractante 

en la fase acuosa. Entonces, debido al aumento de la solubilidad del disolvente extractante 

en presencia del disolvente dispersante, hay que hacer algunos ensayos para calcular el 

volumen exacto de la fase sedimentada que se obtendría usando un volumen determinado 

de disolventes extractante y dispersante. 

Los disolventes orgánicos son, en la actualidad, las fases extractantes más usadas 

con la metodología ya descrita. En términos generales, la elección de un disolvente 

orgánico adecuado se basa en el principio “semejante disuelve a semejante” (similia 

similibus solvuntur), aunque es aconsejable tener en cuenta las propiedades físicas de los 

disolventes orgánicos de acuerdo con la metodología de microextracción (y el modo 

seleccionado) aplicada. 

Los líquidos iónicos (ILs) a temperatura ambiente son alternativas interesantes a 

los disolventes orgánicos debido a sus propiedades físico-químicas únicas, que dependen 

de la naturaleza y tamaño de sus constituyentes catiónicos y aniónicos. Estas propiedades 

incluyen presión de vapor muy pequeña, buena estabilidad térmica, viscosidad variable y 

miscibilidad con disolventes acuosos y orgánicos y, por tanto, fase de extracción 

respetuosa con el medio ambiente. Por tanto, son útiles en diversas técnicas de LPME, 

además de en LLE y SPME [8]. 

Muy recientemente, Shemirani y col. han desarrollado una modificación de la 

DLLME llamada Microextracción por Agregación Inducida por Frío (Cold-Induced 

Aggregation Microextraction, CIAME) [9]. El procedimiento implica la adición de un IL, un 

surfactante no iónico y un reactivo derivatizante, si es necesario, a una muestra acuosa 
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colocada en un tubo de centrífuga de fondo cónico. La disolución del IL en la muestra se 

consigue por calentamiento del tubo de centrífuga en un baño termostatado. Después de 

esto, el tubo de centrífuga se coloca en un baño de hielo y, al igual que en DLLME, se 

obtiene una disolución turbia. El procedimiento posterior es similar al de DLLME. Como la 

solubilidad del IL aumenta al hacerlo el contenido salino en la muestra, se puede emplear 

el efecto del ión común por adición de otro IL para disminuir la solubilidad de la fase 

extractante, debido a la naturaleza salina de los ILs. Por tanto, se necesitan dos ILs 

diferentes para llevar a cabo la extracción de los analitos en muestras con alto contenido 

de sal. Comparado con DLLME, CIAME usa ILs en lugar de disolventes orgánicos como 

fases extractantes, evitando así el uso de un disolvente dispersante. No obstante, esta 

metodología introduce varias etapas antes de la centrifugación, por tanto, consume más 

tiempo y, debido a la elevada viscosidad de los ILs, se necesita la adición a la muestra de 

un surfactante no iónico como agente antiagregante ya que los ILs se adhieren a la pared 

del tubo después de la centrifugación. 

 

V.1.3. ECUACIONES BÁSICAS 

En DLLME, el área superficial entre el disolvente extractante y la fase acuosa es 

infinitamente grande. Por tanto, la transferencia de los analitos de la fase acuosa a la fase 

extractante es rápida. Por consiguiente, el estado de equilibrio se alcanza rápidamente.  

EF se define como la relación de la concentración de analito en la fase sedimentada 

(Csed) y la concentración inicial de analito (C0) en la muestra: 

0

sedC
EF

C
            (1) 

Csed se obtiene a partir de una gráfica de calibrado.  

La recuperación de la extracción (ER) se define como el porcentaje de la cantidad 

total de analito (n0) extraída a la fase sedimentada (nsed): 

0 0

100 100sed sed sed

aq

n C xV
ER x x

n C xV
 (2) 
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( ) 100sed

aq

V
ER EF x

V
                (3) 

donde Vsed y Vaq son los volúmenes de la fase sedimentada y la disolución de la muestra, 

respectivamente. 

 

V.1.4. APLICACIONES DE DLLME 

DLLME se ha aplicado ampliamente para muestras medioambientales de matriz 

simple como aguas, pero su aplicación al análisis de matrices complejas como fluidos 

biológicos resulta de mayor dificultad. 

A pesar de las ventajas de DLLME, no es muy compatible para la extracción de 

analitos de muestras biológicas. Debido a la interacción de los componentes de la matriz 

en este tipo de muestras con disolventes orgánicos, no es posible producir una fase 

sedimentada útil para la inyección en  instrumentos analíticos tales como GC. Para obtener 

una fase sedimentada útil, se necesita la dilución de la muestra. También, la dilución de 

muestras reales provoca cambios en las propiedades inherentes de la matriz, pero bajo 

esta condición, el método es aplicable sólo para las muestras conteniendo concentraciones 

altas de los analitos. 

 

V.1.4.1. DLLME combinado con GC 

Ya que en DLLME se usan generalmente disolventes inmiscibles con el agua, la 

técnica preferida para el análisis de los extractos es GC. La versatilidad de DLLME-GC está 

en relación con la variedad de aplicaciones en muchas áreas. Para las muestras con 

compuestos fuertemente polares y no volátiles, que no son apropiadas para análisis por 

GC, es necesario utilizar una derivatización para aumentar la volatilidad de los analitos.  

La aplicación de DLLME acoplada con reacciones de derivatización proporciona una 

técnica de derivatización y extracción en una sola etapa, simplificando en gran medida las 

etapas de operación y disminuyendo el tiempo de análisis. 
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V.1.4.2. DLLME combinado con LC 

En general, LC es una técnica de separación y cuantificación ampliamente usada y 

muy versátil. Es importante que el disolvente orgánico extractante seleccionado para 

DLLME sea compatible con la fase móvil de LC. Sin embargo, los hidrocarburos 

halogenados tales como clorobenceno, tetracloruro de carbono, cloroformo y 

tetracloroetileno, seleccionados usualmente como disolventes extractantes en DLLME, no 

son compatibles con la fase móvil de LC en fase reversa, debido a su alta densidad, y se 

necesita una etapa extra para evaporar el disolvente antes del análisis final. 

 

V.1.4.3. DLLME combinado con AAS  

La mayoría del trabajo realizado en DLLME se ha focalizado a compuestos 

orgánicos, pero también se han hecho intentos para extender el procedimiento a analitos 

inorgánicos. La espectrometría de absorción atómica electrotérmica (ETAAS) necesita 

microcantidades de la muestra para el análisis. Por tanto, se puede obtener un sistema 

único mediante la combinación de DLLME y ETAAS. En este método, se añade un agente 

quelatante a la disolución de la muestra. Entonces, se lleva a cabo DLLME usando los 

disolventes extractante y dispersante apropiados. 

 

V.1.4.4. DLLME combinada con SPE 

SPE es una técnica usada ampliamente para preparación de la muestra que 

permite el aislamiento de analitos seleccionados, usualmente de fases gaseosas o líquidas. 

Las principales ventajas de SPE son el enriquecimiento de trazas (preconcentración), 

simplificación de la matriz (limpieza de la muestra) e intercambio de medio. Sin embargo, 

DLLME no es útil para matrices complejas (tales como disoluciones altamente salinas). La 

combinación de ambas técnicas permite el análisis de muestras complejas [6]. De hecho, 

la elución de los analitos con disolventes como metanol o acetonitrilo, permite el uso de 

los mismos como disolvente dispersante en la etapa de microextracción. La combinación 

SPE-DLLME ha sido aplicada en este Capítulo para la determinación de neonicotinoides en 

miel, simplificando la matriz de la muestra de forma previa a su preconcentración.  
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V.1.4.5. DLLME combinada con SFO 

DLLME consume disolventes extractantes tales como clorobenceno, cloroformo, 

tetraclorometano y disulfuro de carbono, que tienen mayor densidad que el agua y son 

tóxicos desde la perspectiva medioambiental. El modo LPME-SFO [10,11] no utiliza un 

soporte específico como la punta de la aguja de una microjeringa o una fibra hueca para 

la microgota debido al uso de disolventes orgánicos con baja densidad y punto de fusión 

apropiado. Además, la gota extractante se puede recoger fácilmente por solidificación a 

baja temperatura. Sin embargo, el tiempo de extracción es algo largo, lo que no puede 

satisfacer la demanda de análisis rápidos. La combinación de DLLME y SFO elimina los 

problemas mencionados. La gran superficie de contacto entre la muestra y las gotas del 

extractante acelera la transferencia de masa, tan rápida como en DLLME, y acorta el 

tiempo de extracción como en LPME-SFO. En DLLME-SFO, se pueden usar disolventes 

extractantes de menor toxicidad. La gota flotante extractante se solidifica y se colecta en 

la superficie de la disolución para su análisis [6]. 

 

V.1.4.6. DLLME combinada con SFE 

A pesar de las diversas ventajas de DLLME, no es útil para la extracción de 

compuestos de muestras sólidas y se necesitan etapas extra de preparación de la muestra 

antes de DLLME, lo que conlleva el consumo de volúmenes grandes de disolventes 

orgánicos tóxicos. A veces, se necesitan procesos de secado y filtrado, que también 

consumen mucho tiempo. A veces, es imposible llevar a cabo DLLME para la extracción de 

analitos de matrices complejas. SFE se ha adoptado como un medio para extraer 

diferentes sustancias de matrices sólidas y es una combinación útil, SFE y DLLME, como 

método de preparación de la muestra. En SFE-DLLME, los disolventes colectores tales 

como metanol y acetonitrilo en SFE se pueden usar como disolvente dispersante en 

DLLME. Después de llevar a cabo SFE y colectar los analitos extraídos en el disolvente 

dispersante, se añade un volumen adecuado del disolvente extractante en el disolvente 

colector. Finalmente, se inyecta la mezcla en la disolución acuosa. Las otras etapas son 

similares al método DLLME. SFE-DLLME permite obtener EFs altos para determinar 

compuestos orgánicos en muestras sólidas y puede eliminar la necesidad de evaporar el 

disolvente colector al final de SFE. La vaporización del disolvente orgánico es un proceso 
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que consume tiempo y emisión del disolvente a la atmósfera, lo que no es correcto 

medioambientalmente. La resolución de SFE-DLLME tiene un gran potencial en el análisis 

de compuestos orgánicos traza en muestras sólidas reales [6]. 

 

V.2. LOS INSECTICIDAS NEONICOTINOIDES 

Los neonicotinoides, también conocidos como cloronicotinilos, son un grupo de 

insecticidas con un rango amplio de propiedades químicas y biológicas, por lo que se usan 

en todo el mundo para la protección de cosechas y en medicina veterinaria [12]. Estos 

productos químicos actúan como agonistas del receptor de acetilcolina, llevando al insecto 

a la parálisis y la muerte. El amplio espectro de su actividad insecticida, su modo de acción 

y su baja toxicidad para los vertebrados, hace que hayan abarcado el 15-20 % del 

mercado de insecticidas mundial, siendo imidacloprid (IMI) el insecticida más vendido en 

el mundo [13]. A pesar de ello, los resultados obtenidos en estudios toxicológicos 

recientes han sugerido que tiametoxam (TMX) e IMI pueden tener efectos negativos sobre 

la salud humana [14,15]. Por tanto, en varios países se ha restringido el uso de varios 

insecticidas neonicotinoides debido a una posible relación entre ellos y el colapso de las 

colonias de abejas productoras de miel, una hipótesis con peso por la toxicidad 

demostrada de los insecticidas neonicotinoides sobre las colmenas [16].   

La preservación de las colonias de abejas tiene gran importancia ya que juegan un 

papel esencial en la agricultura, fertilizando plantas por transporte de los granos de polen 

a las plantas de las flores femeninas. Además, cerca de una tercera parte de la producción 

de la agricultura europea depende de la polinización por insectos, fundamentalmente 

abejas [17]. 

La Figura V.3 muestra las fórmulas químicas de los insecticidas neonicotinoides 

determinados en este Capítulo. 

En años recientes, se ha incrementado considerablemente el consumo de miel 

debido a sus propiedades saludables. Por tanto, la determinación de pesticidas en miel es 

importante no solo debido a los posibles riesgos serios para la salud humana, sino también 

porque sus niveles pueden reflejar el riesgo al cual está expuesta la agricultura en general. 
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Con la excepción de nitempiran, los niveles de residuos de  pesticidas en miel han 

sido fijados por regulaciones de la EU [18], los MRLs para miel (jalea real y polen) son 

0,01 µg g-1 para la suma de TMX y clotianidina (CLO) (expresados como TMX), 0,2 µg g-1 

para tiacloprid (THIA) y 0,05 µg g-1 para acetamiprid (ACE) e IMI. En consecuencia, se 

requiere el desarrollo de métodos analíticos simples, rápidos, robustos y económicos. 

 
TIAMETOXAN (TMX) CLOTIANIDINA (CLO) 

 

 

 

 

 
ACETAMIPRID (ACE) 

 
TIACLOPRID (THIA) 

 

 

 

 

 
IMIDACLOPRID (IMI) 

 

 
 

Figura V.3. Fórmulas químicas de insecticidas neonicotinoides 

 

V.3. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE INSECTICIDAS NEONICOTINOIDES 

Los insecticidas neonicotinoides se han determinado fundamentalmente por LC 

acoplada a diferentes sistemas de detección, siendo el detector más común DAD [19-29] y 

también MS [30-44]. La baja volatilidad, termolabilidad y elevada polaridad de estos 

compuestos hacen que GC se haya utilizado en raras ocasiones [45-50]. Por otra parte, 
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debido a la solubilidad en agua y a la estructura asimétrica de los neonicotinoides, 

también ha resultado útil para su análisis el método Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a 

Enzimas (ELISA), que ha sido aplicado para la determinación de IMI [51-54], ACE [55] y 

TMX [56]. 

Mientras que la mayoría de los métodos de LC se han aplicado al análisis de 

verduras y/o frutas [19,20,23,25-31,36,37,39,43], se han desarrollado muy pocos 

métodos para muestras de miel [34,38,40,41,44]. 

La complejidad de las matrices de miel y la necesidad de conseguir LOQs en el 

intervalo inferior a ng g-1 hace necesario incluir una etapa de preparación de la muestra en 

el procedimiento analítico. A este respecto, se han aplicado SPE [34,38,40,44] y la 

metodología QuEChERS [41]. 

DLLME, que usa volúmenes muy pequeños de un disolvente extractante, se ha 

aplicado con éxito para la extracción y determinación de muchos compuestos orgánicos en 

muestras acuosas. Se han obtenido EFs elevados con DLLME, pero la complejidad de la 

matriz de la miel hace que no se puedan conseguir LODs bajos para estas muestras. 

Por esta razón, el objetivo de este trabajo es la combinación de SPE y DLLME como 

método de preparación de muestra para la determinación de varios insecticidas 

neonicotinoides en muestras de miel por LC con detección DAD y MS/MS. Dos de los cinco 

neonicotinoides analizados son compuestos de segunda generación, IMI y ACE, y los otros 

tres están incluidos en la subclase de compuestos tianicotinílicos, TMX, THIA y CLO [12]. 

En la bibliografía consultada, no se ha hecho referencia a la combinación SPE-

DLLME, y además la sensibilidad obtenida es más alta que la de los métodos descritos 

previamente. Así, después de una etapa de limpieza con cartuchos DSC-18Lt, los analitos 

son eluidos usando 1,5 mL de acetonitrilo. DLLME se llevó a cabo inyectando rápidamente 

el extracto de acetonitrilo en 10 mL de agua conteniendo NaCl al 10 % m/v y 100 µL de 

CHCl3. La fase orgánica sedimentada obtenida después de la centrifugación se evaporó, se 

reconstituyó en acetonitrilo y se sometió a LC con detección DAD y APCI-IT-MS/MS. 

Se evaluó el efecto matriz y la cuantificación se llevó a cabo usando calibración por 

estándar externo con disoluciones acuosas cuando se utilizó DAD, mientras que se aplicó 

el método de calibración con matriz de la muestra para MS/MS. Se obtuvieron LODs en los 
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intervalos 0,2–1,0 y 0,02–0,13 ng g-1, usando DAD y MS/MS, respectivamente. El método 

se aplicó para el análisis de diferentes muestras de miel y en ninguna de ellas se 

encontraron residuos a niveles de concentración superiores a los LODs correspondientes 

para cada insecticida. 

 

V.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL  

 

V.4.1. INSTRUMENTACIÓN 

El sistema LC consistió en una bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, Waldbronn, 

Germany) (G1312B) operando a una velocidad de flujo de 0,5 mL min-1. Los disolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent 1100, G1379A). La 

columna se mantuvo en un compartimento termostatado (Agilent 1200, G1316B). La 

separación se realizó en una columna Spherisorb ODS2 (Teknokroma) (150 mm x 4 mm, 5 

µm). La inyección (20 µL) se realizó usando un automuestreador (Agilent 1200, G1367C) 

con viales de 2 mL de capacidad suministrados con microinsertos de 250 µL con pie 

polimérico. 

El detector de diodos fue un Agilent 1100 (G1315C) operando a tres longitudes de 

onda de 245, 253 y 270 nm. 

El espectrómetro de masas fue una IT (Agilent VL-01036) equipada con una fuente 

APCI que opera en modo de ionización positivo a 400 ºC. El nebulizador (60 psi) y el gas 

de secado (5 L min-1) se calentaron a 400 y 350 ºC, respectivamente. El voltaje de la 

fuente interna se mantuvo a 86,1 V. El tiempo de acumulación máximo para la IT se fijó a 

300 ms, el cuenteo del target a 30000 y el espectro de los iones producto se midió entre 

90 y 320 m/z. El espectrómetro operó en el modo de monitorización de reacciones 

múltiples con medida de dos transiciones de iones precursor/producto para cada analito. 

Ambas transiciones se usaron para cuantificación y confirmación. Se aplicaron energías de 

colisión entre 20 y 200 % para asegurar el máximo rendimiento de fragmentación.  

SPE se llevó a cabo utilizando cartuchos Discovery DSC-18Lt (500 mg) obtenidos de 

Supelco (Bellefonte, PA, USA) por medio de un sistema de vacío Visipreb SPE (Supelco). 
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Se usó una centrífuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Germany) a la máxima velocidad 

soportada por los tubos de vidrio cónicos, 4000 rpm. 

 

V.4.2. REACTIVOS 

Los reactivos acetamiprid ((E)-N1-[(6-cloro-3-piridil)metil]-N2-ciano-N1-

metilacetamidina) (99,9 %, ACE), tiametoxan  (3-[(2-cloro-1,3-tiazol-5-il)metil]-5-metil-N-

nitro-1,3,5-oxadiazinan-4-imina) (99,7 %, TMX), tiacloprid ((Z)-3-(6-cloro-3-piridilmetil)-

1,3-tiazolidin-2-ilidenecianamida) (99,9 %, THIA) y clotianidina ((E)-1-(2-cloro-1,3-tiazol-

5-ilmetil)-3-metil-2-nitroguanidina) (99,9 %, CLO) se obtuvieron de Fluka (Buchs, 

Switzerland). Imidacloprid (1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-nitroimidazolidin-2-ilideneamina) 

(estándar analítico certificado, 99,0 %, IMI) se obtuvo de Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, 

Germany). Las disoluciones estándar de los compuestos (1000 µg mL-1) se prepararon 

usando metanol grado LC como disolvente y se almacenaron en la oscuridad a -18 ºC. Las 

disoluciones estándar de trabajo se prepararon diariamente y se almacenaron a 4 ºC. 

Otros reactivos, cloruro sódico (99,5 %) y dihidrógeno fosfato de potasio (99 %) 

se obtuvieron de Merck (NJ, USA) y Fluka, respectivamente. Los disolventes de grado 

reactivo analítico metanol, acetonitrilo, acetona, diclorometano, cloroformo, tetracloruro 

de carbono y 1,1,2,2-tetracloroetano se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, USA). El 

agua se purificó usando un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). 

 

V.4.3. MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Se obtuvieron un total de trece muestras de miel de diferentes suministradores. 

Estas muestras estaban etiquetadas como de eucalipto (1-3), brezo (4-6), azahar (7-9), 

romero (10-11) y mil flores (12-13), pero no se hizo verificación del origen floral.  

Los cartuchos de fase sólida se equilibraron con 3 mL de acetonitrilo y después con 

2 mL de disolución de ácido fórmico al 0,1 % v/v, siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Se disolvieron 2 g de miel en 10 mL de agua y se pasaron por el cartucho a 

una velocidad de flujo de 5 mL min-1. Entonces se lavaron los cartuchos con 10 mL de 

agua Milli-Q y se secaron con un sistema de vacío durante 2 min. 
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Los analitos se eluyeron entonces con 1,5 mL de acetonitrilo, que se usó como 

disolvente dispersante en la etapa posterior de DLLME. Para ello, se situaron 10 mL de 

una disolución acuosa conteniendo 10 % m/v de cloruro sódico en un tubo de vidrio de 

centrífuga con fondo cónico de 15 mL y se añadieron 100 µL de CHCl3 (disolvente 

extractante). A continuación, el extracto de 1,5 mL de acetonitrilo (disolvente dispersante) 

recolectado del SPE se inyectó rápidamente en la disolución acuosa usando una jeringa. 

Se formó así una disolución turbia, resultante de la dispersión de las finas gotas de CHCl3 

en la disolución acuosa. Después de la extracción durante unos segundos, la mezcla se 

centrifugó durante 2 min a 4000 rpm y las gotas orgánicas dispersadas sedimentaron al 

fondo del tubo cónico. Finalmente, la fase depositada se recogió utilizando una 

microjeringa y se evaporó hasta sequedad usando un flujo suave de nitrógeno y del 

residuo, reconstituido con 50 µL de acetonitrilo, se inyectó una alícuota de 20 µL en el 

sistema LC. 

Los experimentos de recuperación se realizaron usando muestras de miel 

fortificadas con una mezcla estándar de los insecticidas a concentraciones 

correspondientes a 5 y 50 veces el LOQ de cada compuesto. Las muestras se dejaron 

equilibrar a temperatura ambiente durante al menos 30 min antes de aplicar el 

procedimiento optimizado a masas de muestra de 2 g. El procedimiento de fortificación se 

aplicó a tres muestras diferentes de miel a dos niveles de concentración y se analizaron 

tres muestras idénticas en cada caso. 

 

V.5. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

La optimización de la fase móvil se llevó a cabo a una velocidad de flujo de 0,5 mL 

min-1 usando mezclas de metanol y acetonitrilo con agua y disolución de ácido fórmico a 

diferentes concentraciones (0-0,1 % v/v). La resolución más elevada se consiguió para los 

tres compuestos menos retenidos (TMX, CLO e IMI) usando una mezcla 40:60 

acetonitrilo:ácido fórmico (0,1 % v/v). Sin embargo, no fue posible usar elución isocrática 

porque algunos picos no aparecieron bien resueltos y/u otros compuestos fueron retenidos 

fuertemente. Por tanto, se ensayó la elución por gradiente, y el programa optimizado fue 

el siguiente: gradiente lineal durante 9 min desde una mezcla 20:80 hasta 45:55 

acetonitrilo:ácido fórmico (0,1 % v/v), y entonces un nuevo gradiente de elución lineal 
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desde 45:55 hasta 55:45 en 2 min. El volumen de inyección también se estudió entre 5 y 

20 µL, y se seleccionó un volumen de 20 µL, ya que proporcionó la mejor sensibilidad sin 

solapamiento de los picos cromatográficos con el programa de elución seleccionado 

finalmente. 

El orden de elución, las longitudes de onda para la medida de cada insecticida 

cuando se usa DAD y las transiciones de los iones precursor/producto se muestran en la 

Tabla V.1. Los factores de retención (k) se encuentran entre 1,3 y 2,51, los factores de 

separación (α) en el intervalo 1,12-1,25 y la resolución (Rs) entre 2,9 y 3,6. 

 

Tabla V.1. Resumen de parámetros experimentales 

Compuesto Fórmula 
molecular  

Tiempo de 
retención (min) 

λ 
(nm) 

Ión precursor 
(m/z) 

Iones producto 
(m/z) 

TMX   C8H10ClN5O3S 6,48 253 292 

292 

129 

175 

CLO C6H8ClN5O2S 7,38 270 250 

250 

169 

132 

IMI C9H10ClN5O2 8,39 270 256 

256 

209 

175 

ACE C10H11ClN4 9,29 245 223 

223 

126 

187 

THIA C10H9ClN4S 10,03 245 253 

253 

126 

226 

 

V.6. SELECCIÓN DE LAS CONDICIONES SPE 

Se utilizó SPE como método de aislamiento y purificación para las muestras de 

miel. Como fase estacionaria, se seleccionaron cartuchos DSC-18Lt. Los cartuchos se 

acondicionaron primero como se ha indicado en la sección Experimental y pasando a 

través del mismo una muestra de 2 g de miel disuelta previamente en 10 mL de agua. 

Para la elución de los analitos se usó acetonitrilo y se ensayaron diferentes 

volúmenes (0,5; 0,75; 1,5 y 3 mL) a velocidades de flujo en el intervalo 1-5 mL min-1. 

Volúmenes de 0,5 y 0,75 mL fueron insuficientes para eluir los compuestos retenidos. Se 
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consiguieron recuperaciones totales con 1,5 mL de acetonitrilo. No se encontraron 

diferencias significativas entre las diferentes velocidades de flujo para la elución en el 

rango estudiado y se seleccionó 5 mL min-1. 

 

V.7. SELECCIÓN DE LAS CONDICIONES DLLME 

Se llevaron a cabo experimentos previos para optimizar el procedimiento DLLME 

usando 1,5 mL de acetonitrilo conteniendo los insecticidas neonicotinoides a un nivel de 

concentración de 250 ng mL-1.  

Cuando se ensayaron disolventes extractantes de densidad mayor que el agua, se 

acumularon rápidamente en el fondo del tubo cónico y fueron muy fáciles de recolectar. 

Se probó el efecto de CCl4, CHCl3, CH2Cl2 y C2H2Cl4. Se recuperaron volúmenes bien 

definidos con CCl4, CHCl3 y 1,1,2,2-tetracloroetano, usando 100 µL de extractante y 1,5 

mL de acetonitrilo como disolvente dispersante. No se obtuvo fase sedimentada cuando se 

usó CH2Cl2 y las recuperaciones más altas se obtuvieron con CHCl3 que fue el disolvente 

seleccionado. 

Con objeto de estudiar el efecto del volumen del disolvente extractante, se 

sometieron 1,5 mL de acetonitrilo conteniendo volúmenes diferentes de CHCl3 (50, 100, 

150 y 200 µL) al procedimiento DLLME. Se observó un efecto de dilución para volúmenes 

elevados, obteniendo los mejores resultados con 100 µL del extractante orgánico. 

La influencia de la fuerza iónica se evaluó a concentraciones de cloruro sódico 

entre 0 y 30 % m/v en la fase acuosa (10 mL). No se pudieron utilizar niveles de 

concentración superiores a 20 % m/v porque no se producía sedimentación de la fase 

orgánica. Mientras que se obtuvo un ligero aumento de sensibilidad para TMX, CLO e IMI 

al aumentar la concentración de NaCl hasta el 20 % m/v, se produjo el efecto opuesto 

para ACE y THIA. Por tanto, se seleccionó como valor de compromiso el 10 % m/v.  

Para evaluar la influencia del pH de la fase acuosa, se ajustaron alícuotas de agua 

ultrapura a valores de pH entre 3 y 8 con una disolución reguladora de fosfato 0,01 M, en 

presencia de la concentración optimizada de NaCl. El volumen de la fase sedimentada del 

disolvente orgánico no varió y tampoco se apreciaron diferencias en la señal analítica para 

los analitos. Por tanto, las muestras se analizaron sin ajuste del pH de la fase acuosa.  
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Se agitaron manualmente mezclas del disolvente extractante, el dispersante y la 

fase acuosa durante tiempos diferentes entre unos pocos segundos y 5 min, antes de 

someter la mezcla a centrifugación durante 5 min a 4000 rpm. En todos los casos se 

obtuvieron áreas de pico similares, indicando que el procedimiento DLLME fue 

prácticamente independiente del tiempo, siendo esta una de las principales ventajas de la 

técnica. En consecuencia, se necesitaron sólo unos pocos segundos para extraer a los 

analitos. 

Ni el volumen de la fase sedimentada ni la sensibilidad para los analitos se modificó 

cuando se centrifugaron las muestras durante diferentes tiempos en el intervalo 1-10 min 

a 4000 rpm, o a diferentes velocidades de centrifugación comprendidas entre 2000 y 6000 

rpm durante 2 min. Las condiciones de centrifugación adoptadas finalmente fueron 4000 

rpm y 2 min. El volumen de la fase sedimentada fue 80±5 µL. 

 

V.8. CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS DEL MÉTODO 

Para investigar la posibilidad de la existencia de efecto matriz, se utilizó el método 

de adiciones estándar. La Tabla V.2 muestra las pendientes para diferentes muestras de 

miel usando las condiciones experimentales optimizadas y el área de pico como parámetro 

analítico, así como las pendientes obtenidas para estándares acuosos, utilizando tanto 

DAD como MS/MS. Se llevó a cabo un estudio estadístico para comparar los valores de las 

pendientes usando el test-t de una muestra, que operó comparando las diferentes 

pendientes obtenidas para las muestras de miel con la pendiente acuosa para cada 

analito. 

Cuando se utilizó detección DAD, las pendientes de las gráficas de calibrado de 

adiciones estándar con niveles de fortificación de 5-500 ng g-1, dependiendo del 

compuesto, fueron similares a las de la calibración acuosa (valores de p en el rango 0,22-

0,83) en todos los casos, confirmando que la matriz no interfiere y que la calibración se 

puede llevar a cabo utilizando estándares acuosos. Los coeficientes de regresión fueron 

mayores que 0,996. 

Sin embargo, cuando se usó detección MS/MS, la coelución de compuestos de la 

matriz suprimió parcialmente la ionización de los analitos, con la excepción de ACE y THIA 
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en algunas matrices de miel, como se puede observar en la Tabla V.2. Así, se usó el 

método de calibración con una matriz de la muestra de miel exenta de analitos para la 

cuantificación de las muestras, ya que la comparación de las pendientes de las gráficas de 

calibrado de adiciones estándar, con niveles de fortificación en el rango 0,5-100 ng g-1, 

dependiendo del compuesto, no mostraron diferencias significativas entre ellas (valores de 

p entre 0,49 y 0,75).  

 

Tabla V.2. Pendientesa de las gráficas de calibrado de adiciones estándar (mL ng-1) 

Compuesto Estándares 

acuosos 

Miel de 

eucalipto 

Miel de  

brezo 

Miel de 

azahar 

Miel mil 

flores 

LC-DAD      

TMX 2,72±0,18 2,64±0,21 2,79±0,27 2,81±0,21 2,89±0,32 

CLO 3,27±0,20 3,21±0,44 3,14±0,30 3,08±0,35 3,31±0,39 

IMI 9,32±0,62 8,99±0,85 9,37±0,73 9,13±0,94 8,85±0,78 

ACE 23,9±1,6 23,6±1,9 24,3±2,1 22,8±1,9 24,1±1,8 

THIA 24,3±1,8 23,6±1,7 24,0±1,9 22,9±2,1 23,5±1,9 

LC-MS/MS      

TMX 4739±349 3975±210 3915±139 3862±195 3840±186 

CLO 5679±635 4297±264 4278±198 4380±241 4199±216 

IMI 32531±6120 23241±3026 21972±1661 24698±2370 22667±2740 

ACE 19732±3368 16349±1984 16958±1205 16277±1811 15234±2154 

THIA 50460±6202 43029±3824 41290±3340 44016±4209 44422±3983 

a Valor medio±desviación estándar (n=4). 

 

Se obtuvo linealidad en los intervalos de concentración entre 1 y 7500 ng g-1 

cuando se usó DAD y entre 0,1 y 1000 ng g-1, cuando se usó MS/MS. Los coeficientes de 

regresión fueron mayores que 0,996 en todos los casos. Los LODs y LOQs se calcularon en 

base a tres y diez veces la SD de la ordenada en el origen de las gráficas de calibrado, 

calibración con estándares acuosos para DAD y con una matriz de miel de romero para 

MS/MS (Tabla V.3). La repetitividad se calculó usando la RSD del área de pico para diez 

fortificaciones sucesivas de una muestra de miel a dos niveles de concentración (Tabla 

V.3). 
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El procedimiento SPE-DLLME-LC-MS/MS optimizado permite obtener un aumento 

importante de la sensibilidad, dependiente del compuesto, y un menor consumo de 

muestra respecto de trabajos previos que utilizan DSPE [41] y SPE [34,40]. 

 

Tabla V.3. Características analíticas de los métodos 

Compuesto Linealidad 

(ng g-1) 

Ordenada en 

el origena  

LOD 

(ng g-1) 

LOQ 

(ng g-1) 

           RSDb 

           (%) 

LC-DAD       

TMX 2,5-7500 2,21±0,18 1,0 3,3 6,4 (25) 4,1 (100) 

CLO 2,5-7500 3,06±0,17 0,8 2,7 6,8 (25) 5,3 (100) 

IMI 1-5000 2,90±0,25 0,4 1,3 5,7 (10) 4,6 (50) 

ACE 1-5000 3,98±0,31 0,2 0,7 4,5 (10) 3,8 (50) 

THIA 1-5000 4,01±0,33 0,2 0,7 3,8 (10) 3,2 (50) 

LC-MS/MS       

TMX 0,5-1000  943±34 0,13 0,43 7,1 (5) 5,1 (25) 

CLO 0,5-1000  791±35 0,12 0,40 7,0 (5) 4,8 (25) 

IMI 0,1-500 2268±44 0,03 0,10 4,9 (1) 3,7 (10) 

ACE 0,1-500 1567±45 0,04 0,13 5,3 (1) 3,9 (10) 

THIA 0,1-500 3221±57 0,02 0,07 3,2 (1) 2,8 (10) 

a Valor medio±SD (n=4). b n=10. Los valores entre paréntesis corresponden a 

concentraciones en ng g-1  

 

V.9. ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS Y ESTUDIOS DE RECUPERACIÓN 

El método SPE-DLLME-LC-MS/MS se aplicó al análisis de diferentes muestras de 

miel y en ninguna de ellas se encontraron los insecticidas por encima de sus LODs. En 

consecuencia, las mieles analizadas cumplen las regulaciones de la EU relativas a los 

insecticidas neonicotinoides [18]. 

La validez de ambos procedimientos optimizados se evaluó mediante estudios de 

recuperación para tres muestras de miel diferentes fortificadas a dos niveles de 

concentración. Las recuperaciones de los insecticidas de las muestras de miel fortificadas 

variaron entre 90 y 104 %, con una recuperación promedio±SD (n=90) de 96±4, como se 

puede comprobar en la Tabla V.4, para el método LC-MS/MS. 
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No se observaron diferencias significativas en los valores de RSD obtenidos para 

las recuperaciones de los distintos insecticidas en cada muestra de miel analizada, 

variando los valores entre 1,5 y 10 % para miel de eucalipto y miel de brezo, 

respectivamente. Cuando se llevaron a cabo estudios de recuperación a las mismas 

muestras de miel fortificadas a concentraciones de 10 y 100 ng g-1 para TMX y CLO y de 5 

y 50 ng g-1 para IMI, ACE y THIA, usando el método LC-DAD, se obtuvo un valor de 

recuperación promedio±SD (n=90) de 94±8. 

  

Tabla V.4. Recuperacionesa de los insecticidas en muestras de miel fortificadas 

usando el método LC-MS/MS 

Compuesto Nivel fortificado 
(ng g-1) 

Miel de 
eucalipto 

Miel de 
brezo 

Miel de 
romero 

TMX 2,0 

2,0 

94 ± 7 

103 ± 5 

96 ± 4 

98 ± 4 

91 ± 4 

97 ± 6 

CLO 2,0 

20 

91 ± 6 

98 ± 6 

91 ± 8 

95 ± 5 

90 ± 6 

96 ± 6 

IMI 0,5 

5,0 

97 ± 5 

98 ± 5 

90 ± 5 

94 ± 8 

97 ± 5 

102 ± 6 

ACE 0,5 

5,0 

92 ± 8 

101 ± 1 

99 ± 10 

102 ± 4 

94 ± 7 

104 ± 3 

THIA 0,5 

5,0 

94 ± 4 

103 ± 3 

90 ± 5 

99 ± 6 

94 ± 5 

99 ± 5 

a Valor medio±SD (n=3) 

 

La Figura V.4 muestra los cromatogramas obtenidos usando SPE-DLLME-LC-DAD 

para una muestra de miel fortificada. Cuando se usó DAD, los picos se identificaron 

midiendo continuamente el espectro mientras el soluto pasa a través de la célula de flujo, 

confirmando así la identidad y pureza de los picos. Se consiguió una buena concordancia 

entre los espectros de los diferentes picos obtenidos para los estándares acuosos y las 

muestras fortificadas. 
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Figura V.4. Perfiles de elución obtenidos de una muestra de miel fortificada usando el 

procedimiento SPE-DLLME-LC-DAD. Las concentraciones de la miel fortificada son: 6 ng g-1 

para TMX y CLO y 2,5 ng g-1 para IMI, ACE y THIA 

 

 

La Figura V.5 muestra el cromatograma de iones totales obtenido para la misma 

muestra de miel fortificada, usando el procedimiento optimizado SPE-DLLME-LC-MS/MS, a 

niveles de concentración correspondientes a aproximadamente 5 veces el LOQ de cada 

compuesto. La identidad de los analitos se confirmó comparando el tiempo de retención y 

las relaciones de intensidad de la señal de las dos transiciones MS/MS en las muestras de 

miel con las obtenidas usando estándares acuosos. Los cromatogramas obtenidos para 
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diferentes muestras de miel no fortificadas mostraron la ausencia de picos interferentes a 

los tiempos de retención de los analitos, con ambos sistemas de detección DAD y 

MS/MS.
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Figura V.5. (A) Cromatograma de iones totales obtenido usando SPE-DLLME combinado 

con LC-APCI-IT-MS/MS para una muestra de miel fortificada a un nivel de concentración 

de aproximadamente 5 veces los LOQs correspondientes. (B) Espectros de masas de los 

compuestos bajo las condiciones seleccionadas 
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VI.1. LACTONAS MACROCÍCLICAS 

Las avermectinas y las milbemicinas pertenecen a la familia de las lactonas 

macrocíclicas, también llamadas endectocidas macrólidos, compuestos que se originan a 

partir de la fermentación de microorganismos del suelo del género Streptomyces. Más 

específicamente, las avermectinas se han aislado a partir de cultivos de S. avermitilis y las 

milbemicinas a partir de S. cyanogrise o S. hygroscopicus [1]. 

Abamectina (ABA), doramectina (DOR), eprinomectina (EPRI) e ivermectina (IVM) 

son avermectinas e incluyen sustituyentes tipo sacárido en la posición C13 en su molécula. 

Por otra parte, la moxidectina (MOX) es una milbemicina con una estructura que es similar 

a las avermectinas pero sin los sustituyentes sacárido. La Figura VI.1 muestra sus 

estructuras químicas. 

Estos compuestos se usan como antihelmínticos contra infecciones en animales 

productores de alimentos, así como en agricultura, siendo ABA e IVM los más 

ampliamente utilizados. Tanto las avermectinas como las milbemicinas tienen el mismo 

modo de acción, interactuando con los canales del receptor para la inhibición de los 

neurotransmisores. Considerando su efectividad incluso a dosis bajas contra ecto- y 

endoparásitos así como su baja toxicidad para los mamíferos, se ha extendido su uso en 

granjas de ganado [1,2]. Cuando se administran en forma correcta a las dosis 

recomendadas, no presentan un riesgo para la salud humana y garantizan la seguridad de 

la cadena alimentaria. 

La demanda de los consumidores implica que estos compuestos químicos deben 

ser controlados en alimentos de origen animal, especialmente aquellos incluidos 

comúnmente en la dieta diaria, como es el caso de la leche. La elevada liposolubilidad de 

los endectocidas macrólidos significa que pueden ser excretados fácilmente por la leche. 

Así, la Unión Europea ha establecido MRLs en leche, 40 ng g-1 para MOX y 20 ng g-1 para 
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EPRI. En el caso de ABA, DOR e IVM, se ha establecido tolerancia cero ya que no tienen 

licencia para ser aplicados en especies en lactancia en la EU [3-5]. 
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Figura VI.1. Estructuras químicas de las lactonas macrocíclicas 
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VI.2. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE LACTONAS MACROCÍCLICAS 

Se ha revisado la metodología analítica para la determinación de lactonas 

macrocíclicas en diferentes matrices biológicas incluyendo leche [2]. Considerando el 

carácter no volátil así como el elevado peso molecular de estos compuestos, la técnica 

más ampliamente usada es LC, especialmente acoplada con detección UV [6,7], FLD [8-

18] y MS [19-31]. Aunque FLD proporciona LODs mejores que MS, requiere la inclusión de 

una etapa de derivatización en el procedimiento. 

La mayoría de métodos para el análisis de leche incluyen una etapa de SPE 

[10,11,14-16,19-22,24] o LLE [6,8,12,17,18,23] para purificación y preconcentración de 

los extractos una vez que se han aislado las proteínas de la matriz de la muestra. Para 

este propósito se ha mostrado muy efectiva la metodología QuEChERS [26,29,30]. 

A pesar de las ampliamente probadas ventajas de las técnicas de extracción 

miniaturizadas, que permiten la extracción selectiva de los analitos de acuerdo con su 

naturaleza físico-química y con un consumo muy bajo o incluso nulo de disolvente 

orgánico, solo se ha encontrado en la bibliografía un procedimiento para la determinación 

de endectocidas macrólidos basado en la medida de los niveles de IVM en aguas usando la 

técnica de extracción de fibra hueca soportada en membrana líquida (HF-SLM) [25]. 

DLLME es una técnica de extracción basada en el uso de un sistema de disolventes 

ternario [32-36], que presenta varias ventajas sobre HF-SLM, incluyendo un ahorro 

sustancial de tiempo y mayor simplicidad. Comparada con otras técnicas miniaturizadas en 

las que los analitos son extraídos sobre una fase sólida, por ejemplo SPME y SBSE, las 

principales ventajas de DLLME son su rapidez, bajo costo y ausencia de efectos de 

memoria. 

En este Capítulo se aborda la determinación de cinco lactonas macrocíclicas, EPRI, 

ABA, DOR, MOX e IVM en muestras de leche combinando DLLME con LC-DAD-MS/MS. Las 

proteínas de la leche se eliminaron por precipitación con TCA y se preconcentraron los 

analitos usando 2 mL de acetonitrilo conteniendo 200 µL de cloroformo como medio de 

extracción. Se evaluó el efecto de diversos parámetros sobre la eficiencia de DLLME. Para 

llevar a cabo la cuantificación se utilizaron gráficas de calibrado en presencia de la matriz, 

obteniendo en todos los casos coeficientes de regresión mejores que 0,997 y LOQs entre 

1,0 y 4,7 ng g-1 y entre 0,1 y 2,4 ng g-1, cuando se usó DAD y MS, respectivamente. El 
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método optimizado se aplicó con éxito al análisis de diferentes muestras de leche y en 

ninguna de ellas se detectaron los analitos estudiados. Las recuperaciones para muestras 

de leche fortificadas a niveles de concentración comprendidos entre 0,5 y 50 ng g-1, 

dependiendo del compuesto, se encontraron entre 89,5 y 105 %, con RSDs menores del 9 

% (n=135). Son ventajas importantes del método la simplicidad, rapidez y robustez, 

además de que la etapa de preparación de la muestra puede considerarse como 

respetuosa medioambientalmente. 

 

VI.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

VI.3.1. INSTRUMENTACIÓN 

El sistema LC consistió en una bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, Waldbronn, 

Germany) (G1312A) con una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1. Los divolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent G1379A). La columna se 

mantuvo en un compartimento termostatado a 45 ºC (Agilent G1316A). La columna 

analítica usada fue Tracer Extrasil ODS2 (Teknokroma, Barcelona, Spain) (150 mm x 4 

mm, 5 µm). La inyección (20 μL) se llevó a cabo usando un automuestreador (Agilent 

G1329A). 

El detector de diodos fue un Agilent G1315D operando a la longitud de onda de 

245 nm. 

El espectrómetro de masas fue una IT (Agilent VL-01036) equipada con una fuente 

APCI operando en modo de ionización negativo a 400 ºC. El nebulizador (60 psi) y el gas 

de secado (5 L min-1) se calentaron a 400 y 350 ºC, respectivamente. El voltaje de la 

fuente interna se mantuvo a -109 V. El tiempo de acumulación máximo para la trampa de 

iones se fijó a 300 ms, el cuenteo del ión target a 30000 y el espectro de los iones 

producto se midió entre 300 y 1200 m/z. Las masas de los iones producto se definieron en 

ventanas de tiempo separadas o en períodos de tiempo de 2.0 unidades de masa para 

cada compuesto cuando eluyen de la columna LC (Tabla VI.1). Se aplicaron energías de 

colisión entre 20 y 200 % para asegurar el máximo rendimiento de fragmentación. Los 

patrones de fragmentación estuvieron en concordancia con los espectros de masas 
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descritos previamente para las lactonas macrocíclicas [20]. Para la cuantificación de las 

muestras se usaron los cromatogramas de iones totales. 

Se utilizó una centrífuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Germany) y una centrífuga 

(Selecta, Barcelona, Spain). 

 

Tabla VI.1. Parámetros de detección para el análisis LC-MS/MS de los endectocidas 

Compuesto Ión precursor m/z 

[M-H]- 

Iones producto 

(m/z) 

Ventana de tiempo 

(min) 

EPRI 913,5 830,4 / 565,3 3,6 – 5,2 

ABA 872,0 789,6 / 565,8 5,2 – 6,5 

DOR 899,0 816,4 / 592,3 6,5 – 7,5 

MOX 639,0 594,5 / 528,5 8,1 – 9,2 

IVM 874,0  791,7 / 567,8 9,2 – 10,5 

 

VI.3.2. REACTIVOS 

ABA y DOR fueron suministrados por Fluka (Buchs, Switzerland). IVM y MOX por 

Sigma (St. Louis, MO, USA) y Dr. Ehrenstorfer GmbH (Ausburg, Germany), 

respectivamente. La pureza de estos compuestos estuvo entre 94,8 y 97,6 %. EPRI fue 

suministrado como disolución individual en acetonitrilo (100 µg mL-1) por Fluka. Las 

disoluciones estándar individuales (1000 µg mL-1) se prepararon usando acetonitrilo grado 

LC como disolvente y se almacenaron en la oscuridad a -18 ºC. Las disoluciones estándar 

de trabajo se prepararon diariamente y se almacenaron a 4 ºC.  

Otros reactivos fueron cloruro sódico (99,5 %) y TCA, obtenidos de Merck (NJ, 

USA) y Sigma, respectivamente. 

Se utilizaron metanol, acetonitrilo, acetona, diclorometano, cloroformo, tetracloruro 

de carbono y 1,1,2,2-tetracloroetano obtenidos de Sigma. El agua destilada se purificó 

usando un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). 
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VI.3.3. MUESTRAS Y ESTUDIOS DE RECUPERACIÓN 

Se obtuvieron en supermercados locales seis muestras comerciales de leche líquida 

(leche entera, semidesnatada y desnatada) almacenadas en recipientes tetrabrik y 

producidas por diferentes compañías. Un fabricante local suministró cuatro muestras de 

fórmula infantil en polvo de inicio almacenada en lata y dos fórmulas infantiles líquidas de 

seguimiento.  

Ya que no se dispone de materiales de referencia para la validación del método, se 

prepararon muestras fortificadas. Los experimentos de recuperación se llevaron a cabo 

usando muestras de leche fortificadas a concentraciones de 5, 10 y 25 veces los LOQs 

correspondientes para el detector APCI-IT-MS/MS. Las muestras se dejaron equilibrar a 

temperatura ambiente durante al menos 30 min antes de la aplicación del procedimiento 

optimizado. El procedimiento de fortificación se aplicó a tres muestras diferentes de leche 

y a tres niveles de concentración y se analizaron por triplicado en cada caso. 

 

VI.3.4. PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Las muestras se prepararon pesando 2 g en un tubo de centrífuga de 10 mL y 

diluyendo con 4 mL de agua. Entonces se añadieron 4 mL de TCA al 3 % m/v, y se dejó 

reposar la mezcla durante 15 min para permitir la precipitación de las proteínas y, a 

continuación se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min. Se recuperó la disolución 

sobrenadante y se diluyó a 10 mL con agua en un matraz aforado. 

Entonces se transfirió a un tubo de centrífuga de vidrio de 15 mL con fondo cónico, 

conteniendo 0,5 g de cloruro sódico. Después de disolver la sal por agitación vigorosa, se 

añadieron rápidamente 2 mL de acetonitrilo (disolvente dispersante) conteniendo 200 µL 

de cloroformo (disolvente extractante), inyectándolos en la disolución de la muestra 

usando una jeringa, y la mezcla se agitó manualmente durante varios segundos. Se 

obtuvo una disolución turbia consistente en gotas muy finas de CHCl3 dispersadas a través 

de la disolución de la muestra y los analitos se extrajeron en las finas gotas. 

Tras centrifugar durante 5 min a 3000 rpm, el disolvente extractante sedimentado 

en el fondo del tubo cónico (volumen aproximado 60 µL) se transfirió usando una 
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microjeringa de 100 µL a un vial de 2 mL conteniendo un microinserto y se evaporó 

usando un flujo suave de gas nitrógeno. 

El extracto seco fue reconstituido finalmente añadiendo 50 µL de acetonitrilo y se 

inyectó una alícuota de 20 µL en el cromatógrafo por medio del automuestreador.  

La fase móvil usada en condiciones isocráticas fue una mezcla de 75 % de 

acetonitrilo y 25 % de agua. La velocidad de flujo de la fase móvil fue 0,8 mL min-1. Cada 

medida se realizó por triplicado.  

 

VI.4. OPTIMIZACIÓN DE LA SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA 

Se seleccionó cromatografía en fase reversa. La optimización de la fase móvil se 

llevó a cabo a una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1 usando diferentes mezclas 

acetonitrilo:agua. 

Cuando se varió el porcentaje del disolvente orgánico entre 70 y 90 %, se 

obtuvieron los mejores valores para los parámetros cromatográficos usando la mezcla 

75:25. La elución y las características de retención para los analitos, expresadas como 

tiempo de retención (tR) y factor de retención (k), fueron:  1, EPRI (tR=4,21 min; k=2,51); 

2, ABA (tR=5,68 min; k=3,73); 3, DOR (tR=6,80 min; k=4,67); 4, MOX (tR=8,50 min; 

k=6,08) y 5, IVM (tR=9,71 min; k=7,09). Los valores para los factores de separación (α) 

estuvieron en el intervalo 1,17-1,49 y la resolución (RS) entre 1,55 y 2,81. La duración 

total del cromatograma fue corta (alrededor de 10 min) y se consiguió una buena 

resolución usando elución isocrática. 

 

VI.5. PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA 

Previamente a la etapa DLLME, se llevaron a cabo varios experimentos con objeto 

de simplificar la matriz altamente compleja de las muestras de leche. Los experimentos 

preliminares se realizaron usando una muestra de leche entera fortificada a un nivel de 

concentración de 200 ng g-1 para todos los compuestos, y se utilizó acetonitrilo para 

precipitar las proteínas, con el propósito de usar esta disolución orgánica como disolvente 

dispersante en la etapa posterior de DLLME. 
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Los experimentos consistieron en añadir diferentes volúmenes, de 1 a 4 mL, del 

disolvente orgánico a 2 g de leche, dejando reposar la mezcla durante 15 min y entonces 

centrifugar durante 10 min a 4000 rpm. En todos los casos, se diluyó la disolución 

sobrenadante a 10 mL con agua y se añadieron 200 µL de cloroformo (disolvente 

extractante). No se obtuvo una gota sedimentada en ningún caso después de centrifugar 

la mezcla durante 5 min a 3000 rpm, incluso cuando las disoluciones sobrenadantes, 

obtenidas del tratamiento con acetonitrilo, se filtraron antes de la etapa DLLME. 

Se intentó precipitar las proteínas usando acetonitrilo en presencia de diferentes 

proporciones de dietilamina para aumentar el pH de la mezcla, pero los sobrenadantes 

también presentaban partículas suspendidas que evitaban la formación de la fase 

sedimentada. La filtración de los sobrenadantes orgánicos no resolvió el problema; 

además, se detectaron pérdidas de analito incluso cuando se usaron filtros de jeringa de 

diferentes materiales y diámetros de poro. En consecuencia, se descartó la precipitación 

de las proteínas con acetonitrilo.  

Las investigaciones se dirigieron entonces a eliminar las proteínas con un medio 

ácido, TCA al 3 % m/v. Cuando se añadieron diferentes volúmenes del ácido (0,5-5 mL) a 

2 g de la leche fortificada, se obtuvieron los mejores resultados con volúmenes mayores 

de 4 mL. Se intentó la centrifugación de la muestra antes de añadir el ácido al 

sobrenadante para disminuir la cantidad de ácido necesaria para conseguir eliminar las 

proteínas de forma efectiva, pero volúmenes inferiores a 4 mL no permitieron obtener 

fases sedimentadas bien definidas. Por tanto, se escogió la adición de 4 mL de TCA a 2 g 

de leche. 

 

VI.6. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DLLME 

Una vez optimizada la extracción de la muestra, el sobrenadante obtenido por 

adición de 4 mL de TCA al 3 % m/v a 2 g de la muestra de leche fortificada se diluyó 

hasta 10 mL, y se usó para optimizar los parámetros que afectan al procedimiento DLLME: 

tipos de disolventes extractante y dispersante, así como sus volúmenes, adición de sal y 

tiempo y velocidad de centrifugación. 
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En todos los casos, se evaporó la fase sedimentada por medio de un flujo de 

nitrógeno y se reconstituyó con 50 µL de acetonitrilo.  

Considerando las propiedades requeridas para el disolvente extractante  (densidad 

mayor que el agua, baja solubilidad en agua, capacidad de extracción elevada y 

comportamiento cromatográfico adecuado), se probaron tetracloruro de carbono, 

cloroformo, diclorometano y 1,1,2,2-tetracloroetano usando 200 µL de cada disolvente y 

1,5 mL de acetonitrilo como disolvente dispersante. Se descartó 1,1,2,2-tetracloroetano 

porque el tiempo necesario para evaporar la fase sedimentada fue demasiado largo. La 

elevada solubilidad de diclorometano en agua impidió que se formara una fase 

sedimentada discernible. Entre tetracloruro de carbono y cloroformo, se seleccionó este 

último porque proporcionó una fase sedimentada de mayor volumen (40 µL) y mejores 

resultados de extracción. 

Se probó el efecto de acetonitrilo, metanol y acetona como disolventes 

dispersantes usando 1,5 mL de cada uno y 200 µL de cloroformo como disolvente 

extractante. Se descartó acetona por la elevada absorbancia obtenida en el tiempo 

muerto. También se descartó metanol porque proporcionó volúmenes inferiores a 20 µL 

para la fase sedimentada. Por tanto, se eligió acetonitrilo como disolvente dispersante. 

El efecto del volumen de cloroformo se estudió entre 150 y 300 µL. Cuando se 

probaron volúmenes de extracción inferiores a 200 µL, no apareció la fase sedimentada. 

Por otra parte, al aumentar de 200 a 300 µL, disminuyó el área de pico para algunos 

compuestos, y así se seleccionó un valor de 200 µL. 

Los volúmenes de disolvente dispersante se variaron entre 1 y 3 mL. Cuando se 

usaron volúmenes mayores no se observó una fase orgánica discernible después de la 

centrifugación de la mezcla. De acuerdo con la Fig. VI.2A, la eficiencia de extracción 

aumentó hasta 2 mL y entonces disminuyó, probablemente debido al aumento de la 

solubilidad en agua de las endectocidas. La inyección rápida de 2 mL de acetonitrilo 

conteniendo 200 µL de cloroformo permitió conseguir de forma eficiente el estado turbio 

y, por tanto, conseguir una sensibilidad elevada.  

Para investigar la influencia de la fuerza iónica sobre la eficiencia de la extracción 

DLLME, se probaron diferentes cantidades de cloruro sódico (0-30 % m/v). Los resultados 

obtenidos para concentraciones entre 0 y 20 % m/v se muestran en la Fig. VI.2B, todos 
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los compuestos mostraron un comportamiento similar. Para concentraciones de sal 

mayores que 20 % m/v no se pudo recolectar la fase sedimentada. Una concentración del 

5 % m/v redujo ligeramente la solubilidad de todos los compuestos, aumentando la 

solubilidad en la fase orgánica y por ello se seleccionó este valor.  
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Figura VI.2. Influencia del volumen de acetonitrilo (A) y la concentración de sal (B) sobre 

la sensibilidad de las endectocidas por DLLME. Condiciones de extracción: fase acuosa, 10 

mL; volumen de cloroformo, 200 µL; tiempo y velocidad de centrifugación, 3 y 3000 rpm; 

concentración de los analitos, 200 ng g-1 

 

Una de las ventajas más importantes de la técnica DLLME es que el proceso de 

extracción es muy rápido, lo que significa que el intervalo de tiempo entre la inyección de 

la mezcla de los disolventes dispersante y extractante, y la etapa de centrifugación no 

tiene efecto sobre la eficiencia de extracción. 

La etapa de centrifugación debe ser optimizada con objeto de romper el estado 

turbio y recolectar la fase sedimentada. Por esta razón, la velocidad de centrifugación se 
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estudió en el rango 1000-3000 rpm, variando el tiempo entre 1 y 5 min para cada 

velocidad usada. No se obtuvo fase sedimentada cuando se centrifugó a 1000 rpm para 

diferentes tiempos. Los mejores resultados se obtuvieron para 3000 rpm y 5 min. Bajo las 

condiciones seleccionadas finalmente, se recuperaron volúmenes de fase sedimentada de 

60±3 µL.  

El tiempo requerido para llevar a cabo el procedimiento DLLME propuesto es 

similar al empleado por la metodología QuEChERS cuando se aplica para la determinación 

de lactonas macrocíclicas en muestras de leche [26,29]. Sin embargo, DLLME muestra 

ventajas sobre QuEChERS ya que utiliza un volumen mucho menor de disolvente orgánico 

[26,29,30].  

 

VI.7. CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS DEL MÉTODO  

Se compararon las pendientes de las gráficas de calibrado para estándares acuosos 

con las pendientes obtenidas al aplicar el método de adiciones estándar a cuatro muestras 

de leche diferentes (tres muestras líquidas: leche entera, leche desnatada y fórmula 

infantil de seguimiento, y una fórmula infantil de inicio en polvo). Se obtuvieron 

diferencias significativas entre las pendientes obtenidas, lo que reveló la presencia de un 

efecto matriz. 

También se obtuvieron diferencias significativas entre las pendientes obtenidas 

para las diferentes muestras de leche analizadas por el método de adiciones estándar 

(p<0,05 en todos los casos) usando tanto DAD como MS/MS, como muestra la Figura 

VI.3. En consecuencia, se utilizó el método de adiciones estándar para llevar a cabo la 

cuantificación de los analitos.  

Para DLLME, se define EF como la relación entre la concentración de analito en la 

fase sedimentada y la concentración inicial de analito en la muestra. Las pendientes de las 

gráficas de calibrado obtenidas con estándares acuosos mediante DLLME-LC-DAD 

indicaron valores de EFs de 90, 100, 65, 200 y 190 para EPRI, ABA, DOR, MOX e IVM, 

respectivamente. Estos datos indican que MOX y DOR son los compuestos 

preconcentrados de forma más eficiente por el procedimiento DLLME propuesto, mientras 

que DOR muestra una afinidad menor por la fase extractante. 
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Figura VI.3. Comparación de las pendientes obtenidas usando calibración con estándares 

acuosos y aplicando el método de adiciones estándar a cuatro muestras de leche 

diferentes usando (A) DLLME-LC-DAD y (B) DLLME-LC-APCI-IT-MS/MS. Las barras de error 

indican las desviaciones estándar correspondientes (n=4) 

 

Se validó la linealidad, LODs y LOQs, selectividad, exactitud y precisión de los dos 

métodos optimizados usando una muestra de leche semidesnatada. La Tabla VI.2 muestra 

los resultados. Se obtuvieron coeficientes de regresión mayores que 0,997, con respuestas 

lineales en todo el intervalo de concentraciones, calculadas considerando una masa de 

muestra de 2 g. Los LODs y LOQs se calcularon en base a tres y diez veces, 

respectivamente, la relación señal-ruido. La sensibilidad del método permite cumplir con la 

regulación EU para lactonas macrocíclicas en muestras de leche comerciales. El 

tratamiento optimizado para la muestra incrementa notablemente la sensibilidad alcanzada 
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previamente con DAD [6,7] y MS [26,29] para muestras de leche. Para comprobar la 

repetitividad del método, se llevaron a cabo 10 análisis idénticos de una muestra de leche 

semidesnatada fortificada al nivel de concentración de 10 ng g-1. Se obtuvieron en todos 

los casos valores de RSD inferiores al 14 % (Tabla VI.2) que indicaron que la precisión del 

método fue satisfactoria para análisis de control.  

 

Tabla VI.2. Características analíticas de los endectocidas macrólidos usando el 

método DLLME-LC para una muestra de leche semidesnatada 

Compuesto Linealidad 

(ng g-1) 

LOD  

(ng g-1) 

LOQ  

(ng g-1) 

RSDb 

(%) 

LC-DAD     

   EPRI 2 - 1000  0,6 2,0 10 

   ABA   2 - 1000 0,5 1,7 9,9 

   DOR 5 - 2500 1,4 4,7 12 

   MOX 1 - 500 0,3 1,0 7,4 

   IVM 1 - 500 0,3 1,0 8,6 

LC-MS/MS     

   EPRI 0,1 - 250 0,04 0,13 7,9 

   ABA   0,5 - 2500 0,12 0,40 9,8 

   DOR 2,5 - 2500 0,72 2,40 14 

   MOX 0,5 - 500 0,11 0,37 11 

   IVM 0,1 - 250 0,03 0,10 7,7 

b n=10 

 

VI.8. ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

Cuando se aplicó el método optimizado DLLME-LC-MS/MS al análisis de doce 

muestras de leche diferentes, no se detectó ninguno de los compuestos estudiados. Ya 

que no se disponía de materiales de referencia certificados para la validación del método, 

se comprobó su exactitud mediante estudios de recuperación realizados sobre tres 

muestras de leche diferentes (leche entera, leche semidesnatada y fórmula infantil) 

fortificadas a tres niveles de concentración diferentes, correspondientes aproximadamente 

a 5, 10 y 25 veces los LOQs correspondientes para cada compuesto. Las recuperaciones 
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para las muestras fortificadas variaron de 89,5 a 105 %, con una recuperación media±SD 

(n=135) de 97±4, como puede comprobarse en la Tabla VI.3. 

  

Tabla VI.3. Recuperacionesa de los endectocidas macrólidos en muestras 

fortificadas usando el método DLLME-LC-MS/MS 

Compuesto Nivel fortificado 

(ng g-1) 

Leche 

entera 

Leche 

semidesnatada 

Fórmula 

infantil 

EPRI 0,5 

1,0 

2,5 

90,2±7,0 

92,8±3,9 

95,3±3,1 

95,1±6,6 

98,6±5,9 

97,6±4,2 

92,6±8,3 

103±5,1 

95,8±3,9 

ABA 2,0 

4,0 

10 

90,9±5,4 

95,3±2,9 

96,5±2,0 

92,4±5,2 

97,3±4,8 

95,7±8,7 

89,5±7,2 

97,5±8,6 

96,5±5,2 

DOR 10 

20 

50 

104±5,3 

96,8±3,9 

98,2±4,1 

93,2±6,1 

101±3,4 

97,5±4,3 

98,9±8,0 

96,8±5,1 

105±6,1 

MOX 2,0 

4,0 

10 

98,0±7,8 

101±3,5 

98,3±3,1 

92,9±7,2 

98,5±6,1 

101±5,2 

103±4,5 

98,2±6,8 

99,1±5,2 

IVM 0,5 

1,0 

2,5 

91,5±5,0 

97,1±3,3 

95,6±4,2 

94,1±5,9 

103±3,8 

96,3±4,1 

96,9±7,6 

98,2±4,0 

98,6±3,8 

a Valor medio±SD (n=3) 

 

La Figura VI.4A muestra el cromatograma obtenido para una muestra de leche 

semidesnatada fortificada usando el método DLLME-LC-DAD optimizado. Los picos se 

identificaron mediante el detector DAD midiendo continuamente el espectro mientras el 

soluto pasa a través de la célula de flujo, confirmando así la identidad y la pureza de los 

picos. Se encontró una buena concordancia entre los espectros UV de los diferentes picos 

obtenidos para los estándares acuosos y las muestras fortificadas. Cuando se analizaron 

alícuotas no fortificadas de las diferentes muestras de leche, no se encontraron picos a los 

tiempos de retención de los analitos.  
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Figura VI.4. Cromatogramas obtenidos usando DLLME combinada con: LC-DAD para una 

muestra de leche semidesnatada fortificada (A), y LC-APCI-IT-MS/MS para la leche 

semidesnatada no fortificada (B) y fortificada (C). Las concentraciones de lactonas 

macrocíclicas en las muestras fortificadas corresponden aproximadamente a 5 veces los 

LOQs de cada método. (D) Espectros de masas de los compuestos 
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Las Figuras VI.4B y C muestran los cromatogramas obtenidos tanto para una 

muestra de leche no fortificada (B) como fortificada (C) usando el método DLLME-LC-

MS/MS. La selectividad de este método se confirmó también por la ausencia de picos 

interferentes coeluyendo con los analitos para cromatogramas blanco de diferentes 

muestras no fortificadas. La identidad de los analitos se confirmó comparando el tiempo 

de retención, identificando los iones producto, y comparando las relaciones entre los dos 

iones producto más abundantes tanto en las muestras de leche como en las disoluciones 

acuosas de los estándares. Finalmente, la Figura VI.4D muestra los espectros de masas de 

los diferentes compuestos. 
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VII.1. SUSTANCIAS REGULADORAS DEL CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS  

Las sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas (PGRs), también llamadas 

hormonas vegetales o fitohormonas, son segregadas químicamente en las plantas. Estas 

sustancias pueden definirse como moléculas producidas en determinadas localizaciones de 

la planta en concentraciones muy bajas y que causan alteraciones en los procesos 

naturales de determinadas células. Los procesos afectados pueden ser la división y/o 

diferenciación celular, elongación de las células, germinación de las semillas, crecimiento 

de capullos en dormancia, floración y maduración de los frutos, entre otros. Las 

concentraciones de hormonas vegetales que provocan efectos en las plantas son muy 

bajas (10-6-10-5 M) si se comparan con los requerimientos normales de minerales y 

vitaminas. Los niveles de producción de hormonas en cada planta varían a lo largo de las 

distintas etapas de su crecimiento. Las PGRs se clasifican en cinco clases principales: 

citoquininas, auxinas, giberelinas, etileno y ácido abscísico [1]. Otras PGRs son los 

jasmonatos, el ácido salicílico, los brasinoesteroides, el óxido nítrico, las estrigolactonas y 

las fitohormonas polipeptídicas. La mayoría de estos compuestos regulan el crecimiento de 

las plantas o destruyen las partes indeseables de las mismas. 

Las PGRs sintéticas se utilizan ampliamente en agricultura ya que son más baratas 

y presentan mayor estabilidad que los homólogos naturales [2], aunque su empleo en la 

Unión Europea está regulado por la Directiva del Consejo 91/414/EEC [3]. Las PGRs 

sintéticas más usadas en agricultura incluyen citoquininas (CKs) sintéticas como 6-bencil 

aminopurina y forclorfenurón (CPPU), el retardador del crecimiento paclobutrazol, que es 

un triazol, y el estimulador del crecimiento isoprotiolano.  

Las PGRs son muy usadas en viticultura siendo pulverizadas sobre las hojas o 

sumergiendo los racimos de uva para optimizar el crecimiento de la vid y la calidad de las 

uvas en términos de tamaño, forma (redonda, elongada, etc.) o peso del racimo, para 

cumplir con los requisitos de los estándares nacionales o internacionales de calidad. En la 
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mayoría de los casos, la necesidad de una aplicación exógena de PGRs en una etapa 

específica del crecimiento, depende de la previa experiencia o de observaciones visuales 

de los agricultores. En ocasiones, estas decisiones pueden ser engañosas, ya que los 

síntomas que pudieran asociarse a la necesidad de aplicación exógena de PGRs pueden 

aparecer debido a otros motivos, como deficiencias nutricionales o desórdenes fisiológicos. 

Parece, por tanto, de gran importancia conocer los niveles endógenos de PGRs que 

justifican la administración exógena, ya que una administración en exceso de estos 

compuestos podría tener efectos adversos sobre la salud de la planta.  

 

VII.2. LAS CITOQUININAS  

Las CKs, que se descubrieron durante la década de 1950s, juegan un papel 

importante en varias fases del desarrollo y crecimiento de las plantas, y se utilizan para 

acelerar el cuaje del fruto, aumentar el tamaño del fruto así como el rendimiento de las 

diferentes cosechas. Recientemente, se han revisado las funciones de los receptores CK en 

las plantas [4]. 

El grupo de las CKs comprende dos tipos de compuestos: derivados de adenina y 

de fenilurea [5]. Las fenilureas están formadas por un grupo de compuestos sintéticos, 

siendo el primero identificado 1,3-difenilurea (1,3-DPU), mientras que CPPU y TDZ fueron 

sintetizados posteriormente y muestran mayor actividad que otros PGRs naturales, tales 

como la citoquinina zeatina que es del tipo adenina [5].  

El efecto más importante de CPPU consiste en aumentar el tamaño de las frutas 

(por ejemplo, kiwi, uva y manzana, entre otras) y promover el desarrollo del ovario en la 

fruta sin fertilización o formación de semillas. CPPU actúa de forma sinérgica con las 

auxinas. La aplicación correcta de este compuesto no presenta riesgo para la salud 

humana y, además, se ha clasificado a CPPU como un compuesto que no presenta 

propiedades cancerígenas ni es disruptor endocrino para el hombre [6]. En 2006, CPPU se 

incluyó en el Anexo I de la Directiva 91/414/EEC de la Unión Europea como un PGR 

autorizado para kiwi, con un MRL de 50 ng g-1 [7]. 

TDZ, que también ha sido clasificado como compuesto no cancerígeno para el 

hombre, se ha utilizado para la defoliación química antes del cosechado mecánico del 
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algodón y para promover el crecimiento de la planta [8,9]. Se ha descrito el efecto de 1,3-

DPU en la inducción de callos sobre la superficie de ciertas plantas [10], así como su 

efecto estimulador sobre las plantas [11], aunque su actividad como CK es 10000 veces 

inferior a la de CPPU. 

La Figura VII.1 muestra las estructuras químicas de estos compuestos. 

 

                                         1,3-DIFENILUREA (1,3-DPU) 
               

 

                                                     FORCLORFENURÓN (CPPU) 
 

 

                                           TIDIAZURÓN (TDZ) 

 

Figura VII.1. Estructuras químicas de las citoquininas 

 

VII.3. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE CITOQUININAS  

CPPU ha sido determinado en frutas y verduras mediante procedimientos de 

inmunoensayo [12,13], usando LC con detección UV [14-16], MS/MS [17-21] y TOF-MS 

[22,23]. 

Sin embargo, la bibliografía recoge solo dos métodos analíticos para la 

determinación de TDZ en frutas y verduras: LC-UV [24] y LC-MS/MS [17], este último 
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también incluye la determinación de CPPU. Por otra parte, se ha cuantificado TDZ en 

aguas [8,25,26] y fertilizantes [2]. 

Los tratamientos de la muestra utilizados en las citadas referencias incluyen la 

extracción de los analitos en un disolvente orgánico y la limpieza por LLE [14], SPE 

[15,16,21,22] y DSPE [20,23]. También se han obtenido resultados satisfactorios con la 

extracción simultánea y limpieza usando la metodología QuEChERS [17,19,22]. 

En este estudio se presenta un nuevo procedimiento para la determinación de tres 

CKs, TDZ, 1,3-DPU y CPPU, en frutas y verduras mediante extracción de los analitos con 

un disolvente y la preconcentración del extracto mediante una técnica miniaturizada que 

ofrece muchas ventajas como son rapidez, eficacia, bajo coste y ausencia de efectos de 

memoria, DLLME [27-30]. 

DLLME solo se ha aplicado para la determinación de TDZ en muestras de agua 

[26]. Por tanto, se trata del primer estudio que aborda la determinación simultánea de los 

tres compuestos CKs derivados de fenilurea. El tratamiento de las muestras de frutas y 

vegetales mediante DLLME se acopla con la determinación mediante LC-ESI-TOF-MS. 

Los analitos se extrajeron de la matriz de la muestra con etanol y el extracto, 

después de su dilución con agua, se sometió a DLLME. Se utilizaron acetonitrilo y 1,2-

dicloroetano como disolventes extractante y dispersante, respectivamente. 

Se estudió la influencia de los siguientes parámetros experimentales usando un 

diseño de Plackett-Burman: volumen de los disolventes extractante y dispersante, masa de 

muestra y tiempo y velocidad de la etapa de centrifugación. Las mejores condiciones 

analíticas fueron 250 µL de 1,2-dicloroetano, 1,5 mL de acetonitrilo, 5 g de masa de 

muestra y centrifugación a 3000 rpm durante 3 min. 

El método optimizado proporcionó LODs en el intervalo 0,02–0,05 ng g-1, 

dependiendo del compuesto. Se obtuvieron valores de recuperación satisfactorios entre 89 

y 106 % para muestras fortificadas (kiwi, sandía, uva y tomate) en el intervalo de 

concentración 0,2-1,0 ng g-1, dependiendo del compuesto. No se detectó ninguno de los 

analitos en las muestras analizadas. 
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VII.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

VII.4.1. INSTRUMENTACIÓN 

El sistema LC consistió en una bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, Waldbronn, 

Germany) (G1312A) con una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1. Los divolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent G1379A). La columna se 

mantuvo en un compartimento termostatado (Agilent G1316A). La columna analítica 

usada fue Tracer Extrasil ODS2 (Teknokroma, Barcelona, Spain) (150 mm x 4 mm, 5 µm). 

La inyección (20 μL) se llevó a cabo usando un automuestreador (Agilent G1367A) con 

viales de 2 mL de capacidad suministrados con microinsertos de 250 µL con pie 

polimérico. 

El sistema LC se acopló a un TOF-MS (Agilent G6220A), equipado con una fuente 

ESI operando en modo de ionización positivo y en el modo de medida SIM, usando los 

siguientes parámetros de operación: voltaje capilar, 3000 V; presión de gas nebulizador, 

60 psi; flujo de gas de secado, 11 L min-1; temperatura de gas de secado, 350 ºC; voltaje 

del fragmentador, 150 V; voltaje del skimmer, 65 V; RF octapolo, 250 V. Los espectros de 

masa exacta se registraron considerando un intervalo de masas de 100–1000 m/z. Para 

procesar los datos se utilizó el software Applied Biosystems/MDS-SCIEX Analyst QS 

(Frankfurt, Germany). Las medidas de masa exacta de cada pico a partir de los TICs se 

obtuvieron por medio de un sistema automatizado de calibración que proporciona la 

corrección de las masas. El TOF-MS lleva a cabo la calibración de masas interna 

automáticamente, usando una fuente de ionización dual con un sistema automático de 

suministro de calibrante, que introduce el flujo del exterior del cromatógrafo junto con 

pequeñas cantidades (alrededor de 5 µL min-1) de una disolución calibrante, mezcla de 

referencia ES-TOF (Agilent), en modo ESI positivo. Se usan diez masas de referencia entre 

m/z 118,0862 y 2721,8948. Se usa el software Mass Hunter, versión B-02-00, para 

autocalibrado y para registrar continuamente los resultados de las masas de referencia 

internas y los datos.  

Los análisis se llevaron a cabo usando el EIC de la molécula protonada de cada 

analito: m/z 221,0492; 213,1028 y 248,0585 para TDZ (C9H8N4SO + H), 1,3-DPU 

(C13H12N2O + H) y CPPU (C12H10ClN3O + H), respectivamente, con una ventana de 20 ppm. 



266           DLLME-LC-TOF-MS para la Determinación de Citoquininas en Frutas y Verduras 

  

Las masas exactas teóricas basadas en la fórmula se calcularon usando las herramientas 

de calculadora de masa molecular del software Mass Hunter. El espectro de masa exacta 

de los analitos se obtuvo sustrayendo el fondo del EIC. La masa exacta de la molécula 

protonada se usó con propósitos de cuantificación y confirmación. Las señales analíticas 

para cuantificación fueron las áreas de pico de los EICs. 

 Para el tratamiento de las muestras se utilizó una trituradora IKA A11 (IKA, 

Staufen, Germany) y una centrífuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Germany). Para filtrar los 

extractos etanólicos de las muestras se usaron filtros de membrana hidrofílicos, ésteres de 

celulosa mixtos, de 8,0 µm. 

 

VII.4.2. REACTIVOS 

Forclorfenurón (1-(2-cloro-4-piridil)-fenilurea, C12H10ClN3O, CPPU, 99,9 %), tidiazurón 

(1-fenil-3-(1,2,3-tidiazol-5-il)urea, C9H8N4SO, TDZ, 99,9 %) y 1,3-difenilurea (C13H12N2O, 

1,3-DPU, 98 %) se obtuvieron de Fluka (Buchs, Switzerland). Las disoluciones estándar de 

cada compuesto se prepararon a 1000 mg L-1 con metanol y se almacenaron en la 

oscuridad a 4 °C. La mezcla estándar de trabajo se preparó diariamente diluyendo las 

disoluciones concentradas con agua purificada. 

Los disolventes de grado reactivo analítico etanol, metanol, acetonitrilo, acetona, 

diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono, 1,2-dicloroetano y 1,1,2,2-

tetracloroetano se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, USA). El agua desionizada se 

consiguió con un sistema de purificación de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). 

Cloruro sódico y sulfato amónico se obtuvieron de Fluka (Buchs, Switzerland). 

 

VII.4.3. MUESTRAS 

Se obtuvieron varias muestras de frutas y verduras frescas (kiwi, melón, sandía, 

uva y tomate) de supermercados locales. Las muestras de kiwi, melón y sandía se pelaron 

antes de ser trituradas, y todos los análisis se llevaron a cabo con la pulpa. Después de 

triturarlas, las muestras se almacenaron en botes cerrados de polietileno de 100 mL a 4 °C 

hasta su análisis. 
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VII.4.4. PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Para la extracción de los analitos a partir de las muestras, se pesaron 5 g de los 

homogeneizados en tubos de centrífuga de vidrio con rosca de 15 mL y se añadieron 3 mL 

de etanol. La mezcla se agitó vigorosamente durante 1 min y se centrifugó a 6000 rpm 

durante 5 min. La disolución sobrenadante se recuperó y se filtró a través de filtros 

hidrofílicos de 8,0 µm, el filtrado se diluyó a 10 mL con agua y se colocó en un tubo de 

rosca de vidrio de 15 mL con fondo cónico. A continuación, se inyectó rápidamente con 

una jeringa una mezcla de extracción, formada por 1,5 mL de acetonitrilo (disolvente 

dispersante) y 250 µL de 1,2-dicloroetano (disolvente extractante) en el extracto diluido 

de la muestra. Esta disolución se agitó manualmente durante unos 20 s. 

La disolución turbia formada como consecuencia de la dispersión de las gotículas 

del disolvente orgánico extractante en la disolución acuosa, se centrifugó durante 3 min a 

3000 rpm, sedimentando la fase de 1,2-dicloroetano en el fondo del tubo cónico. La fase 

sedimentada se aisló y se evaporó hasta sequedad usando un flujo suave de argón y el 

residuo se reconstituyó en 50 µL de acetonitrilo. Se inyectó una alícuota de 20 µL en el 

sistema LC. La fase móvil usada en condiciones isocráticas es una mezcla 40:60 

acetonitrilo:agua con una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1. Para obtener los resultados 

finales, se analizaron separadamente tres alícuotas de cada muestra.  

 

VII.4.5. ESTUDIOS DE RECUPERACIÓN 

Para llevar a cabo los estudios de recuperación, se fortificaron las muestras 

añadiendo diferentes volúmenes de una disolución estándar conteniendo los analitos a 20 

g de muestra, lo que implica niveles de fortificación en el intervalo 0,2-1,0 ng g-1, 

dependiendo del compuesto. Las muestras fortificadas se dejaron equilibrar durante 1 h a 

temperatura ambiente antes de llevar a cabo los análisis. El procedimiento de fortificación 

se aplicó a cuatro muestras diferentes (kiwi, sandía, uva y tomate) a tres niveles de 

concentración. Se analizaron separadamente tres alícuotas de cada muestra a cada nivel 

de concentración. Se comprobó previamente que las muestras usadas para los estudios de 

recuperación estaban exentas de los analitos estudiados.  
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VII.5. SEPARACIÓN POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 

Se ha seleccionado cromatografía de reparto en fase reversa. Las condiciones de 

separación óptimas se establecieron inyectando 20 μL de una disolución estándar acuosa 

conteniendo los analitos a un nivel de concentración de 1 µg mL-1, en una columna Tracer 

Extrasil ODS2. 

Se ensayaron diferentes mezclas acetonitrilo:agua como fase móvil en modo 

isocrático a una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1, y la mejor separación se consiguió con 

la mezcla 40:60. En estas condiciones, los compuestos eluyeron con tiempos de retención 

de 4,06; 9,46 y 11,25 min para TDZ, 1,3-DPU y CPPU, respectivamente.  

 

VII.6. OPTIMIZACIÓN DE LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

La muestra sólida se trató usando diferentes disolventes, capaces de extraer los 

analitos cuantitativamente de las matrices. 

Se ensayaron tres disolventes, metanol, etanol y acetonitrilo. Los experimentos 

preliminares se llevaron a cabo usando 5 g de una muestra de kiwi fortificada a un nivel 

de concentración de 15 ng g-1 de cada compuesto y 2 mL del disolvente orgánico, 

sometiendo la mezcla a ultrasonidos por medio de una sonda inmersa directamente en la 

mezcla. 

Cuando se aplicaron ultrasonidos, incluso a baja potencia, los tejidos vegetales se 

disgregaron de forma extrema y los extractos orgánicos fueron muy difíciles de filtrar. En 

consecuencia, la extracción de los analitos de las matrices se llevó a cabo mediante 

agitación manual. La mejor eficiencia de extracción se consiguió con etanol y, después de 

la centrifugación, el extracto etanólico se llevó hasta 10 mL con agua, antes de ser 

sometido a preconcentración.  

 

VII.7. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DLLME 

La primera etapa en la optimización del procedimiento DLLME fue la selección de 

los disolventes extractante y dispersante más apropiados. Para ello, se utilizaron 10 mL de 

agua conteniendo el extracto etanólico de la muestra  (obtenido a partir de una muestra 
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de kiwi fortificada al nivel de 3 ng g-1 para TDZ y 0,3 ng g-1 para 1,3-DPU y CPPU) y 20 µL 

de la fase sedimentada se inyectaron en el LC. 

La selección correcta del disolvente extractante debe realizarse teniendo en cuenta 

las siguientes propiedades: densidad mayor que el agua para conseguir una recolección 

fácil de la fase sedimentada, elevada capacidad de extracción, baja solubilidad en agua y 

buen comportamiento cromatográfico. Así, se ensayaron los disolventes 1,1,2,2-

tetracloroetano, tetracloruro de carbono, cloroformo, diclorometano y 1,2-dicloroetano, 

usando 100 µL del disolvente extractante y 1 mL de acetonitrilo como disolvente 

dispersante. La elevada solubilidad del diclorometano en agua (13 g L-1 a 20 ºC) no 

permitió discernir la fase sedimentada. Se descartó también el uso de CHCl3 porque se 

obtuvieron volúmenes de la fase sedimentada inferiores a 20 µL. Comparando las señales 

analíticas obtenidas con C2H2Cl4, CCl4 y C2H4Cl2, el último disolvente proporcionó mayor 

sensibilidad para los tres analitos. 

El principal parámetro a considerar para la selección del disolvente dispersante es 

su miscibilidad en el disolvente extractante y en la fase acuosa. En este estudio se 

chequearon acetonitrilo, metanol y acetona usando 1,0 mL de cada uno y 100 µL de 1,2-

dicloroetano como disolvente extractante. No se observaron diferencias significativas entre 

los tres disolventes dispersantes utilizados, seleccionando finalmente acetonitrilo que se 

utiliza también como disolvente en la fase móvil.  

La presencia de sal en la fase acuosa generalmente reduce la solubilidad de los 

compuestos orgánicos polares y aumenta el coeficiente de partición entre el disolvente 

orgánico y el agua. Se utilizaron cloruro sódico y sulfato amónico para aumentar la fuerza 

iónica de la fase acuosa. Las concentraciones de sal superiores al 5 % m/v no permitieron 

observar la fase sedimentada y, cuando se ensayaron porcentajes de sal inferiores al 5 % 

m/v, las señales analíticas para los compuestos estudiados disminuyeron ligeramente con 

respecto a las obtenidas en ausencia de sal. Por tanto, se descartó la adición de sal. 

El tiempo de extracción, definido como el tiempo que transcurre entre la adición de 

los disolventes dispersante y extractante y el principio de la etapa de centrifugación, se 

varió entre 20 s y 3 min y, como se esperaba, no se observaron diferencias significativas 

en la sensibilidad para ninguno de los compuestos estudiados, confirmando la 

característica de la técnica DLLME de ser independiente del tiempo, que es una de sus 
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ventajas más relevantes. En consecuencia, se adoptó el mínimo tiempo necesario para 

formar la disolución turbia (aproximadamente 20 s).   

Para evaluar los principales factores que afectan a la eficiencia de la etapa DLLME, 

se utilizó un diseño Plackett-Burman, usando un paquete estadístico para generar las 

matrices experimentales y evaluar los resultados. En los diseños Plackett-Burman el 

número de experimentos es un múltiplo de cuatro y excede por uno el número de 

factores.  

En este estudio, se consideraron los efectos principales de cinco factores: volumen 

de disolvente extractante (1,2-dicloroetano), volumen de disolvente dispersante 

(acetonitrilo), masa de muestra, tiempo de centrifugación y velocidad de centrifugación, 

para la aproximación multivariante, considerando cada uno a dos niveles (bajo y alto). Los 

valores correspondientes a cada nivel de los distintos factores se muestran en la Tabla 

VII.1, así como los 28 experimentos realizados incluidos cuatro puntos centrales. 

Con objeto de identificar las variables que afectan de forma significativa a la 

respuesta de los analitos, se llevó a cabo un estudio de análisis de la varianza al nivel de 

confianza del 95 % y los resultados medios obtenidos se representan por medio de las 

gráficas de Pareto (Figura VII.2), en las cuales la longitud de las barras es proporcional al 

valor absoluto de los efectos estimados. 

La línea roja vertical representa el 95 % del intervalo de confianza y los efectos 

que cruzan esta línea son valores significativos con respecto a la respuesta. Cada barra 

tiene un valor numérico que también indica la magnitud y si el factor tiene un efecto 

positivo o negativo sobre la respuesta.  

Los tres analitos mostraron un comportamiento similar y la Figura VII.2 representa 

los resultados obtenidos para TDZ. Se obtuvo un efecto positivo (de valores bajos a altos) 

para los cinco factores estudiados, siendo la masa de muestra el factor más significativo 

para los tres analitos, seguida por los volúmenes de los disolventes extractante y 

dispersante. De acuerdo con los resultados, tanto el tiempo como la velocidad de 

centrifugación no presentaron efectos significativos en la eficiencia de extracción y, por 

tanto, fueron eliminados del estudio posterior, seleccionando en todos los casos los 

valores correspondientes al punto máximo, 3 min y 3000 rpm. 
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Tabla VII.1. Factores, códigos y niveles en la matriz del diseño Plackett-Burman 

Factores Nivel 

Bajo (-1) Alto (+1) 

(F1) Volumen de 1,2-dicloroetano (µL) 150 250 

(F2) Volumen de acetonitrilo (mL) 1,0 2,0 

(F3) Tiempo de centrifugación (min) 1,0 3,0 

(F4) Velocidad de centrifugación (rpm) 1000 3000 

(F5) Masa de muestra (g) 3  7 

Experimento F1 F2 F3 F4 F5 

1 +1 +1 -1 +1 -1 
2 0 0 0 0 0 
3 -1 +1 -1 -1 -1 
4 -1 -1 -1 -1 -1 
5 -1 +1 +1 +1 -1 
6 +1 +1 -1 +1 +1 
7 +1 -1 +1 -1 -1 
8 -1 -1 -1 +1 +1 
9 -1 +1 +1 +1 -1 
10 +1 +1 -1 +1 -1 
11 0 0 0 0 0 
12 0 0 0 0 0 
13 -1 -1 -1 +1 +1 
14 -1 -1 +1 +1 +1 
15 -1 +1 -1 -1 -1 
16 0 0 0 0 0 
17 +1 -1 +1 -1 -1 
18 -1 +1 +1 -1 +1 
19 -1 +1 +1 -1 +1 
20 -1 -1 -1 -1 -1 
21 +1 -1 +1 +1 -1 
22 +1 +1 +1 -1 +1 
23 +1 +1 -1 +1 +1 
24 -1 -1 +1 +1 +1 
25 +1 -1 +1 +1 -1 
26 +1 -1 -1 -1 +1 
27 +1 -1 -1 -1 +1 
28 +1 +1 +1 -1 +1 
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Fig. VII.2. Gráfica de Pareto para el efecto principal estandarizado para el diseño 

Plackett-Burman. La línea vertical en la gráfica define el nivel de confianza del 95% 

 

Dado que los volúmenes de los disolventes extractante y dispersante fueron 

parámetros significativos, se llevó a cabo un estudio más detallado para conseguir la 

eficiencia máxima. Así, se ensayaron diferentes volúmenes de 1,2-dicloroetano en el 

intervalo 150-300 µL usando volúmenes de acetonitrilo de 1 a 2,5 mL. Las señales 

analíticas más altas se obtuvieron con 1,5 mL de acetonitrilo y 250 µL del disolvente 

extractante. 

Para chequear el rendimiento del procedimiento, se sometieron a extracción 

distintas masas de muestra de 2 a 7 g. Se recomienda una masa de muestra de 5 g, ya 

que, como se observa en la Figura VII.3, valores más elevados no conducen a los 

aumentos de sensibilidad esperados. Bajo las condiciones seleccionadas finalmente para la 

extracción de los analitos de las muestras y para la etapa de preconcentración DLLME, se 

recuperaron fases sedimentadas de aproximadamente 200 µL. Estas fueron entonces 

evaporadas y reconstituidas en 50 µL de acetonitrilo, que corresponde al volumen mínimo 

necesario para que opere el automuestreador usando los microinsertos de los viales.  
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Fig. VII.3. Influencia de la masa de muestra sobre la sensibilidad del procedimiento 

 

VII.8. SELECCIÓN DE LA TÉCNICA DE DETECCIÓN MS 

Una vez optimizadas la extracción de la muestra y la etapa de preconcentración 

DLLME, se compararon las sensibilidades conseguidas para los compuestos estudiados 

usando TOF-MS e IT-MS/MS. 

Se obtuvo mayor sensibilidad para todos los compuestos usando TOF-MS tanto 

para las disoluciones de los estándares acuosos como para una muestra de sandía. Las 

pendientes fueron 10-27 veces y 30-45 veces más elevadas para las gráficas de calibrado 

con estándares acuosos que para las gráficas de adiciones estándar, respectivamente, 

cuando se usó TOF-MS comparado con IT-MS/MS. Por tanto, se seleccionó TOF-MS.     

 

VII.9. CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS DEL MÉTODO 

Para estudiar la posibilidad de existencia de un efecto matriz, se usó un test 

ANOVA para comparar las pendientes de las gráficas de calibrado de estándares acuosos y 

las obtenidas aplicando el método de adiciones estándar a los diferentes tipos de muestras 

estudiadas. Los resultados se muestran en la Tabla VII.2. Se confirmó la presencia de 
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efecto matriz ya que se obtuvieron valores de “p” inferiores que 0,05 para los tres analitos 

en las cinco muestras. 

Sin embargo, el test ANOVA no mostró diferencias significativas entre las 

pendientes obtenidas al aplicar el método de adiciones estándar a las diferentes muestras 

(los valores de p variaron entre 0,051 y 0,645) (Tabla VII.2). En consecuencia, se usó el 

método de calibración con una matriz de la muestra para cuantificar los analitos. 

Las gráficas se prepararon en los intervalos de concentración de 0,2-20 ng g-1 para 

1,3-DPU y CPPU y 0,5-50 ng g-1 para TDZ. Los coeficientes de regresión obtenidos bajo las 

condiciones seleccionadas fueron en todos los casos superiores a 0,995. 

 

Tabla VII.2. Pendientesa de las gráficas de calibrado de adiciones estándar (mL ng-1) 

Muestra TDZ 1,3-DPU CPPU 

Acuosa 845805±82775 2469689±92239 2563891±32164 

Kiwi 491555±38834 2249110±59961 1650394±48663 

Sandía 496936±26658 2317880±61529 1761177±66564 

Melón 475809±37210 2297084±57876 1765323±86404 

Uva 505849±40530 2285966±36090 1691227±97953 

Tomate 482877±36389 2289127±37978 1677055±73157 

a Los valores son media±SD (n=6) 

 

Los LODs y LOQs se calcularon, respectivamente, sobre la base de tres y diez 

veces la SD de la ordenada en el origen de las gráficas de calibrado obtenidas para los 

estándares en la matriz de la muestra. Los datos obtenidos para los LODs se muestran en 

la Tabla VI.3. Se obtuvieron LOQs de 0,17; 0,07 y 0,12 ng g-1, para TDZ, 1,3-DPU y CPPU, 

respectivamente. 

La repetitividad se calculó usando la RSD para diez análisis sucesivos de una 

muestra de sandía fortificada a un nivel de concentración de 0,5 ng g-1 para todos los 

compuestos (Tabla VII.3). 

Las pendientes obtenidas para calibración con estándares acuosos mediante 

DLLME-LC-TOF-MS revelan un aumento de sensibilidad comparada con las pendientes 
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obtenidas en ausencia de etapa de preconcentración, de entre 50 y 130 veces para TDZ y 

CPPU, respectivamente. 

Así, el procedimiento desarrollado mostró una sensibilidad más elevada que los 

descritos previamente para el análisis de muestras de frutas y verduras usando MS/MS 

[17-21] o TOF-MS [22,23] como sistemas de detección para LC.  

 

Tabla VII.3. Características analíticas del método propuesto 

Compuesto Coeficiente de 
regresión 

LODa  
(ng g-1) 

RSDb  
(%) 

TDZ 0,9920 0,050 11,5 

1,3-DPU 0,9938 0,020 7,2 

CPPU 0,9953 0,035 8,5 

a Usando la desviación estándar de la ordenada en el origen. b Calculada a 

un nivel de concentración de 0,5 ng g-1 para cada compuesto (n=10) 

 

VII.10. ANÁLISIS DE MUESTRAS Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

El procedimiento optimizado se aplicó a un total de 15 muestras diferentes 

correspondientes a 5 tipos distintos de frutas y verduras. 

No se encontraron residuos de los compuestos analizados en ninguna de las 

muestras, al menos por encima de los correspondientes LODs.  

Se llevaron a cabo estudios de recuperación para verificar la exactitud del método 

propuesto fortificando cuatro muestras (kiwi, sandía, uva y tomate) por triplicado, a tres 

niveles de concentración en el intervalo 0,2-5,0 ng g-1, dependiendo del compuesto. Los 

resultados se muestran en la Tabla VII.4 y están en concordancia con los criterios de 

validación establecidos para el análisis de residuos de pesticidas [31]. 

Se obtuvo un valor de recuperación media±desviación estándar (n=108) de 96±5. 

No se observaron diferencias en los valores de RSD entre las cuatro matrices diferentes, 

variando entre 1 y 8 %. 

En los estudios de recuperación, se obtuvieron las masas exactas para todos los 

estándares y las muestras analizadas fortificadas. El error de la masa se calculó usando 



276           DLLME-LC-TOF-MS para la Determinación de Citoquininas en Frutas y Verduras 

  

como referencia los valores de masa de m/z 220,0419; 212,0950 y 247,0512 para TDZ, 

1,3-DPU y CPPU, respectivamente, suministrados por el software del TOF. Los errores 

obtenidos estuvieron para todos los estándares y las muestras fortificadas entre -1,8 y 0,3 

ppm para TDZ, -2,8 y 2,4 ppm para 1,3-DPU, y entre -4,7 y -0,1 ppm para CPPU. Estos 

valores fueron en todos los casos inferiores al nivel de exactitud aceptado de 5 ppm para 

confirmación de la composición elemental [32]. 

 

Tabla VII.4. Recuperacionesa a partir de diferentes muestras 

Compuesto  Fortificado 

(ng g-1) 

Kiwi Sandía Uva Tomate 

TDZ 0,5 94±6  98±5 93±6 93±4 

 1,0 96±3 105±4 97±4 96±4 

 5,0 89±7 91±6 101±5 91±6 

1,3-DPU 0,2 92±5 90±5 95±5 90±5 

 0,5 101±4 97±4 103±5 92±4 

 5,0 96±7 92±5 90±7 98±3 

CPPU 0,2 90±6 92±5 90±6 102±5 

 0,5 104±4 95±4 105±3 106±3 

 1,0 93±5 97±3 95±4 98±4 

a Valor medio±desviación estándar (n=3) 

 

La Figura VII.4 muestra los perfiles de elución DLLME-LC-ESI-TOF-MS así como los 

espectros de masas obtenidos para una muestra de kiwi fortificada con una mezcla 

estándar de los analitos, en las condiciones seleccionadas. 
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Figura VII.4. Cromatogramas de iones extraídos para DLLME-LC-ESI-TOF-MS mostrando 

los espectros de masas de los compuestos obtenidos de una muestra de kiwi fortificada 

con una mezcla de los estándares a un nivel de concentración de 3,0 ng g-1 para TDZ y 

0,3 ng g-1 para 1,3-DPU y CPPU 



278           DLLME-LC-TOF-MS para la Determinación de Citoquininas en Frutas y Verduras 

  

VII.11. BIBLIOGRAFÍA 

[1]   P.J.J. Hooykass, M.A. Hall, K.R. Libbenga, Biochemistry and molecular biology of 

plant hormones, Elsevier, Países Bajos, 1999. 

[2]   G.L. Gambino, P. Pagano, M. Scordino, L. Sabatino, E. Scollo, P. Traulo, G. 

Gagliano, Determination of plant hormones in fertilizers by high-performance liquid 

chromatography with photodiode array detection: method development and single-

laboratory validation, J. AOAC Int. 91 (2008) 1245-1256. 

[3]   Regulation (EC) No. 1107/2009 of the European Parliament and of the Council of 

21 October 2009 concerning the placing of plant protection products on the market 

and repealing Council Directives 79/117/EEC and 91/414/EEC. 

http://europa.eu/legislation_summaries/food_safety/plant_health_checks/sa0016_e

n.htm. Último acceso en Febrero de 2013. 

[4]   A. Heyl, M. Riefler, G.A. Romanov, T. Schmülling, Properties, functions and 

evolution of cytokinin receptors, Eur. J. Cell Biol. 91 (2012) 246-256. 

[5]   D.W.S. Mok, M.C. Mok, Cytokinin metabolism and action, Annu. Rev. Plant Physiol. 

Plant Mol. Biol. 52 (2001) 89-118. 

[6]  United States Environmental Protection Agency. 

http://www.epa.gov/opp00001/chem_search/reg_actions/registration/fs_PC-

128819_01-Sep-04.pdf. Último acceso en Febrero de 2013. 

[7]   EU Commission Directive 2006/10/EC of 27 January 2006, amending Council 

Directive 91/414/EC to include forchlorfenuron and indoxacarb as active 

substances, Off. J. Eur. Un. L25 (2010) 24. 

[8]   T.L. Potter, L. Marti, S. Belflower, C.C. Truman, Multiresidue analysis of cotton 

defoliant, herbicide, and insecticide residues in water by solid-phase extraction and 

GC-NPD, GC-MS, and HPLC-diode array detection,  J. Agric. Food Chem. 48 (2000) 

4103-4108. 

[9]  United States Environmental Protection Agency. 

http://www.epa.gov/oppsrrd1/REDs/thidiazuron_factsheet.pdf. Último acceso en 

Febrero de 2013. 

http://europa.eu/legislation_summaries/food_safety/plant_health_checks/sa0016_en.htm
http://europa.eu/legislation_summaries/food_safety/plant_health_checks/sa0016_en.htm
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=T2NGgP2hnK4fEaClGMn&page=1&doc=3&cacheurlFromRightClick=no
http://www.epa.gov/opp00001/chem_search/reg_actions/registration/fs_PC-128819_01-Sep-04.pdf
http://www.epa.gov/opp00001/chem_search/reg_actions/registration/fs_PC-128819_01-Sep-04.pdf
http://www.epa.gov/oppsrrd1/REDs/thidiazuron_factsheet.pdf


Capítulo VII                                                                                                                     279 

  

[10]  F. Kaczyna, R. Megnet, The effects of glycerol and plant-growth regulators on 

Gracilaria verrucosa (Gigartinales, Rhodophyceae), Hydrobiologia 268 (1993) 57-

64. 

[11]  A. Piotrowska, R. Czerpak, J. Adamowicz, A. Biedrzycka, M. Potocka,  Comparison 

of stimulatory effect of cytokinins adenine and urea derivatives on the level of 

some components in Wolffia arrhiza (L.) Wimm. (Lemnaceae), Acta Soc. Bot. Pol. 

74 (2005) 111-118. 

[12]  C. Suárez-Pantaleón, J.V. Mercader, C. Agulló, A. Abad-Somovilla, A. Abad-Fuentes, 

Hapten synthesis and polyclonal antibody-based immunoassay development for the 

analysis of forchlorfenuron in kiwifruit, J. Agric. Food Chem. 58 (2010) 8502-8511. 

[13]  C. Suárez-Pantaleón, F.A. Esteve-Turrillas, J.V. Mercader, C. Agulló, A. Abad-

Somovilla, A. Abad-Fuentes, Development and validation of a direct competitive 

monoclonal antibody-based immunoassay for the sensitive and selective analysis of 

the phytoregulator forchlorfenuron, Anal. Bioanal. Chem. 403 (2012) 2019-2026. 

[14]  D. Sharma, M.D. Awasthi, Behaviour of forchlorfenuron residues in grape, soil and 

water, Chemosphere 50 (2003) 589-594. 

[15]   J.Y. Hu, J.Z. Li, Determination of forchlorfenuron residues in watermelon by solid-       

phase extraction and high-performance liquid chromatography, J. AOAC Int. 89 

(2006) 1635-1640. 

[16]  M. Kobayashi, I. Takano, Y. Tamura, S. Tomizawa, Y. Tateishi, N. Sakai, K. Kamijo, 

A. Ibe, T. Nagayama, Clean-up method of forchlorfenuron in agricultural products 

for HPLC analysis, Food Hyg. Soc. Jpn. 48 (2007) 148-152. 

[17]  X. Shi, F. Jin, Y. Huang, X. Du, C. Li, M. Wang, H. Shao, M. Jin, J. Wang,  

Simultaneous determination of five plant growth regulators in fruits by modified 

quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe (QuEChERS) extraction and liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, J. Agric. Food Chem. 60 (2012) 60-

65. 

[18]  J. Wang, D. Wotherspoon, Determination of pesticides in apples by liquid 

chromatography with electrospray ionization tandem mass spectrometry and 

estimation of measurement uncertainty, J. AOAC Int. 90 (2007) 550-567. 



280           DLLME-LC-TOF-MS para la Determinación de Citoquininas en Frutas y Verduras 

  

[19]  A. Valverde, L. Piedra, A. Aguilera, M. Boulaid, F. Camacho, Analysis and residue 

levels of forchlorfenuron (CPPU) in watermelons, J. Environ. Sci. Health Part B 42 

(2007) 801-807. 

[20]  K. Banerjee, D.P. Oulkar, S. Dasgupta, S.B. Patil, S.H. Patil, R. Savant, P.G. Adsule, 

Validation and uncertainty analysis of a multi-residue method for pesticides in 

grapes using ethyl acetate extraction and liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, J. Chromatogr. A 1173 (2007) 98-109. 

[21]  D.P. Oulkar, K. Banerjee, M.S. Ghaste, S.D. Ramteke, D.G. Naik, S.B. Patil, M.R. 

Jadhav, P.G. Adsule, Multiresidue analysis of multiclass plant growth regulators in 

grapes by liquid chromatography/tandem mass spectrometry, J. AOAC Int. 94 

(2011) 968-977. 

[22]  A. Valverde, A. Aguilera, C. Ferrer, F. Camacho, A. Cammarano, Analysis of 

forchlorfenuron in vegetables by LC/TOF-MS after extraction with the buffered 

QuEChERS method, J. Agric. Food Chem. 58 (2010) 2818-2823. 

[23]  D.P. Oulkar, K. Banerjee, S. Kulkarni, Multiresidue analysis of plant growth 

regulators in grapes by triple quadrupole and quadrupole-time of flight-based liquid 

chromatography/mass spectrometry, J. AOAC Int. 94 (2011) 1715-1721. 

[24]  J. Hu, Y. Hu, Y. Chen, T. Yang, High performance liquid chromatography method 

for residues analysis of thidiazuron in apple and soil, Bull. Environ. Contam. 

Toxicol. 87 (2011) 448-451. 

[25]  Y. Li, J.E. George, C.L. McCarty, S.C. Wendelken, Compliance analysis of 

phenylurea and related compounds in drinking water by liquid 

chromatography/electrospray ionization/mass spectrometry coupled with solid-

phase extraction, J. Chromatogr. A 1134 (2006) 170-176. 

[26]  M. Saraji, N. Tansazan, Application of dispersive liquid-liquid microextraction for the 

determination of phenylurea herbicides in water samples by HPLC-diode array 

detection, J. Sep. Sci. 32 (2009) 4186-4192. 

[27]  M. Rezaee, Y. Assadi, M.R.M. Hosseini, E. Aghaee, F. Ahmadi, S. Berijani, 

Determination of organic compounds in water using dispersive liquid-liquid 

microextraction,  J. Chromatogr. A 1116 (2006) 1-9. 



Capítulo VII                                                                                                                     281 

  

[28]  C. Bosch Ojeda, F. Sánchez Rojas, Separation and preconcentration by dispersive 

liquid-liquid microextraction procedure: A review, Chromatographia 69 (2009) 

1149-1159. 

[29]  M. Rezaee, Y. Yamini, M. Faraji, Evolution of dispersive liquid-liquid microextraction 

method, J. Chromatogr. A 1217 (2010) 2342-2357. 

[30]  M. Asensio-Ramos, L.M. Ravelo-Perez, M.A. González-Curbelo, J. Hernández-

Borges, Liquid phase microextraction applications in food analysis, J. Chromatogr. 

A 1218 (2011) 7415-7437. 

[31]  European Commission, Directorate General Health and Consumer Protection. 

Document SANCO/10684/2009, implemented in January 2010. Method validation 

and quality control procedures for pesticide residue analysis in food and feed. 

 [32]  M. Mezcua, O. Malato, J.F. García-Reyes, A. Molina-Díaz, A.R. Fernández-Alba, 

Accurate-mass databases for comprehensive screening of pesticide residues in food 

by fast liquid chromatography time-of-flight mass spectrometry, Anal. Chem. 81 

(2009) 913-929. 

 

 

 

 

 



 

 
 

CAPÍTULO 
VIII 

 

DETERMINACIÓN DE FLAVONOIDES EN MIEL 

MEDIANTE MICROEXTRACCIÓN DISPERSIVA 

LÍQUIDO-LÍQUIDO Y CORMATOGRAFÍA LÍQUIDA 

CON DETECCIÓN POR DIODOS Y 

ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE TIEMPO DE 

VUELO 



Capítulo VIII                                                                                                                   285 

  

 

 

 

 

VIII.1. FLAVONOIDES 

En los últimos años, la sociedad ha experimentado un interés creciente hacia los 

alimentos funcionales cambiando incluso la forma de ver la alimentación. Los alimentos 

funcionales pueden ser naturales o pueden obtenerse por modificación de alimentos 

naturales; por ejemplo, la adición de diversos nutrientes a alimentos y bebidas con objeto 

de cubrir recomendaciones dietéticas o para solucionar deficiencias de nutrientes 

específicos [1,2]. La miel, que inicialmente se usaba en alimentación por su poder 

endulzante, es hoy ampliamente consumida debido a sus probadas propiedades 

beneficiosas sobre la salud, que comparte con el própolis y la jalea real, que han 

conducido a que todos estos productos sean considerados como alimentos funcionales 

naturales [3].  

Las propiedades antioxidantes, antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias, 

antitrombóticas y antialérgicas de la miel, el própolis y la jalea real se atribuyen a 

diferentes factores como son su pH, contenido en azúcares, peróxido de hidrógeno y 

compuestos fénolicos. Los polifenoles muestran una actividad antioxidante incluso mayor 

que la de las vitaminas C y E. La mayor parte de los compuestos fenólicos se hallan en 

forma de flavonoides [3].  

El término flavonoide viene del latín “flavus” que significa amarillo. Son los 

pigmentos responsables del color otoñal de las hojas y de muchas gamas de amarillo, 

naranja, rojo y azul en flores. En el grupo de los flavonoides se incluyen todos los 

compuestos fenólicos cuyo esqueleto está formado por quince carbonos, distribuidos en 

tres anillos: dos anillos bencénicos de 6 carbonos (anillos A y B), conectados mediante un 

anillo heterocíclico (anillo central C) de seis miembros incluyendo tres átomos de carbono 

y oxígeno. Las modificaciones en el anillo central dividen a los flavonoides en diferentes 

clases: flavonas (ej. luteolina), flavonoles (ej. quercetina), flavanonas (ej. hesperetina), 

isoflavonoides (ej. dadzeína), antocianinos (ej. cianidina), flavanoles (también llamados 



286                        DLLME-LC-DAD-TOF-MS para la Determinación de Flavonoides en Miel 

  

flavan-3-oles, ej. catequina, epicatequina, proantocianidinas y taninos condensados), 

chalconoides (ej. chalcona), dihidrochalconas (ej. floretina) y auronas (ej. aureusidina) 

[4]. De entre los distintos grupos, los flavonoles y los flavanoles son los más extendidos 

en el reino vegetal. 

Los flavonoides constituyen el grupo de sustancias fitoquímicas más grande y 

diverso, ciertamente se han descrito más de 5000 flavonoides naturales. Estos compuestos 

muestran un amplio espectro de funciones, incluyendo pigmentación, interacción con 

patógenos, fertilidad y protección contra la radiación UV. 

Los flavonoides pueden encontrarse en forma libre, a los que solemos referirnos 

como agliconas, o unidos a azúcares (los más frecuentes son glucosa, galactosa, ramnosa,  

y arabinosa), hablando entonces de glucósidos o heterósidos. La unión de los azúcares 

puede darse a través de oxígeno (O-glucósidos) o a través de carbono (C-glucósidos), 

siendo generalmente los O-glucósidos más frecuentes. Las agliconas son antioxidantes 

más potentes que sus correspondientes glicósidos, ya que la O-glicosilación de los anillos 

A o B disminuye el poder antioxidante. Los flavonoides se encuentran en las plantas 

predominantemente en forma de glucósidos, aunque también pueden encontrarse como 

ésteres.  

Los efectos beneficiosos sobre la salud de los flavonoides son consecuencia de su 

capacidad para complejar los cationes divalentes de los metales de transición implicados 

en procesos de formación de radicales. La capacidad de los flavonoides para inhibir los 

radicales libres está relacionada con su estructura química. Esta relación estructura-

actividad ha sido demostrada a través de diferentes estudios [4]. El mecanismo de captura 

de radicales implica la donación de un átomo de hidrógeno, para estabilizar el radical, y 

reestructuración estructural. 

Los flavonoles son el grupo más ubicuo en alimentos, siendo los compuestos más 

representativos quercetina y kaempferol, ambos en forma de glucósidos. La actividad 

biológica de la quercetina ha sido atribuida a su habilidad para neutralizar radicales libres 

in vivo. Otros flavonoles, como miricetina, y flavonas, como luteolina y apigenina, también 

son relevantes.  
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Los flavanoles pueden estar presentes en los alimentos en forma de monómeros, 

de oligómeros e incluso como moléculas de gran tamaño molecular, como la elagitanina y 

la punicalagina.   

Entre los alimentos más ricos en flavonas se encuentran los cítricos, donde se 

encuentran presentes en forma de C- y O-glucósidos en la piel de estas frutas, mientras 

que otras flavonas no glucosiladas, concretamente flavonas polimetoxiladas, se 

encuentran en los aceites esenciales de la piel. La fruta completa puede contener hasta 

cinco veces más flavanonas que los zumos obtenidos a partir de ella, porque las partes 

sólidas de estas frutas presentan las concentraciones más altas para estos compuestos. 

Con la globalización del mercado de la miel, que actualmente incluye 

aproximadamente a 150 países, la identificación de su origen junto con la prueba de su 

autenticidad, resultan de gran importancia. Puesto que la miel presenta una matriz muy 

compleja, la búsqueda de compuestos químicos que indiquen su origen floral y/o 

geográfico ha sido objeto de numerosos estudios en las últimas dos décadas, 

especialmente desde que el etiquetado con el origen botánico del producto se halla 

protegido legalmente [4,5].  

La composición de la miel depende no solo de las plantas que proporcionan el 

néctar, sino también de otros factores como la especie de abeja, el área geográfica, la 

estación del año, el modo de almacenamiento y la forma en que se lleva a cabo su 

recolección. El análisis de polifenoles en miel resulta una herramienta muy útil para 

identificar el origen floral; por ejemplo, kaempferol es un indicador de miel de romero, 

quercetina de miel de girasol, mientras que naringenina y luteolina lo son de miel de 

lavanda. Por otra parte, se han encontrado flavonoides característicos del própolis, 

concretamente pinocembrina, pinobanksina y quercetina, en mieles europeas [4].  

En este Capítulo se presenta la determinación de ocho flavonoides: dos flavonas 

(baicaleína y crisina), dos flavanonas (hesperetina y naringenina) y cuatro flavonoles 

(fisetina, miricetina, quercetina y kaempferol). 

La Figura VIII.1 muestra las estructuras químicas de estos compuestos. 
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Figura VIII.1. Estructuras químicas de los flavonoides 
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VIII.2. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE FLAVONOIDES EN MIEL 

La bibliografía recoge varias revisiones relativas al análisis de flavonoides en miel y 

productos relacionados [6-8]. El número de métodos basados en GC para estas 

determinaciones es muy reducido debido a la baja volatilidad de los flavonoides, que 

obliga a la inclusión de una etapa de derivatización en el procedimiento analítico [9-12], 

aunque algunos análisis se han llevado a cabo omitiendo esta etapa [13]. Si bien CE 

también se ha propuesto para estas determinaciones [14], LC es, con diferencia, el 

método más ampliamente usado acoplado a detectores UV/visible [15-28], electroquímicos 

[29], de MS [30-33] o combinación de dos sistemas de detección [34-41], aunque en este 

último caso, uno de los detectores suele emplearse con fines de identificación de los 

compuestos encontrados [34-36,41]. 

La complejidad de la matriz de la miel, rica en compuestos polares como los 

azúcares y las proteínas, hace necesaria una etapa de tratamiento de la muestra antes de 

proceder a su análisis mediante LC. La bibliografía muestra diferentes métodos de 

preparación de muestra, siendo el más ampliamente aplicado el descrito por Ferreres y 

col. [42], que combina filtración a través de la resina polimérica no iónica, Amberlita XAD-

2, para eliminar los compuestos polares y una etapa adicional de limpieza mediante 

extracción con éter etílico [14-18,22,23,25,26,33,37]. También se han empleado los 

sorbentes poliméricos de fase reversa para aislar los flavonoides de la matriz de la miel 

[19,21,32,34-36,38,39] a través de procedimientos más simples, ya que la etapa de LLE 

tras la filtración con Amberlita es omitida. Otros autores usan LLE como única etapa de 

limpieza [20,31]. La disolución de la miel en medio acuoso y su filtración para eliminar 

partículas sólidas, sin someter la mezcla a ningún tipo de tratamiento para separar 

azúcares y proteínas, también se ha propuesto para análisis mediante LC acoplado a DAD 

[27], detección electroquímica [29] y MS/MS [30].  

En los últimos años, las metodologías de preconcentración miniaturizadas, 

cumpliendo los principios de la química analítica verde, han revolucionado muchas etapas 

del tratamiento de la muestra en diferentes aspectos. En este sentido, las técnicas LPME 

son una interesante alternativa a los métodos tradicionales de tratamiento de muestra ya 

que son rápidas, baratas y amigables con el medio ambiente [43]. Desde su introducción, 

DLLME se ha empleado para la preconcentración de una amplia variedad de compuestos 
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químicos en diferentes matrices incluidos los alimentos [44]. En la bibliografía solo hemos 

encontrado dos referencias en las que se aplica DLLME para la determinación de 

compuestos polifenólicos en miel [27,41]. Ranjbari y col. [27] aplican DLLME inversa para 

la preconcentración de quercetina, mientras que Campone y col. [41] preconcentran 

ácidos fenólicos y cinco de los flavonoides cuantificados en el presente estudio mediante 

DLLME convencional. Estos dos métodos usan LC-DAD para la cuantificación de las 

muestras, siendo MS empleado [41] solamente con fines de identificación. La bibliografía 

no muestra ninguna aplicación de otro método LPME distinto de DLLME para la 

determinación de flavonoides en miel.    

En este Capítulo se ha utilizado LC acoplada a detector DAD y a ESI-TOF-MS, 

siendo los dos métodos de detección empleados con fines cuantitativos. Para la 

cuantificación de las muestras por LC-DAD se utilizó calibración externa frente a 

estándares acuosos, consiguiendo LODs en el intervalo 0,4-4,1 ng g-1, dependiendo del 

compuesto. Para TOF-MS se aplicó la calibración con una matriz de la muestra, obteniendo 

LODs entre 0,05 y 0,91 ng g-1. Se obtuvieron valores de recuperación satisfactorios entre 

80 y 111 % para muestras fortificadas en el intervalo de concentración 15-1500 ng g-1, 

dependiendo del compuesto, con los dos modos de detección usados. Se encontraron 

niveles de flavonoides de hasta 3800 ng g-1 en las muestras analizadas. 

 

VIII.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

VIII.3.1. INSTRUMENTACIÓN 

El sistema LC consta de una bomba binaria Agilent G1312A (Agilent, Waldbronn, 

Germany) operando a una velocidad de flujo de 0,8 mL min-1. Los disolventes se 

desgasificaron usando un sistema de membrana en línea (Agilent G1379B). 

La columna se mantuvo a temperatura ambiente en un compartimento 

termostatado (Agilent G1316A). La separación se llevó a cabo en una columna Discovery 

HS PEG (Supelco) (150 mm x 4,6 mm, 5 µm), y la inyección (20 µL) se realizó con un 

automuestreador (Agilent G1329A). Se usaron viales ámbar para el automuestreador de 
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2,0 mL de capacidad (Agilent, Waldbronn, Alemania) sellados con tapones de PTFE, 

provistos de microinsertos de vidrio de 250 µL de capacidad y con pie polimérico.  

El sistema LC se acopló a un DAD (Agilent 1200, G1315D) operando a 280 y 370 

nm y a un TOF-MS (Agilent G6220A), equipado con fuente ESI operando en modo 

negativo. Las condiciones de operación del espectrómetro fueron: voltaje del capilar, 2500 

V; presión del gas nebulizador, 60 psi; flujo del gas de secado, 12 L min-1; temperatura del 

gas de secado, 350 ºC; voltaje del fragmentador, 180 V; voltaje del skimmer, 65 V; voltaje 

de RF del octapolo, 250 V. Los espectros de masa exacta se registraron considerando un 

rango de masas de 100-1200 m/z.  

Para el procesado de los datos se usó el software Applied Biosystems/MDS-SCIEX 

Analyst QS (Frankfurt, Germany). Las medidas de masa exacta de cada pico a partir de los 

TICs se obtuvieron por medio de un sistema automatizado dispensador de calibrante que 

permitió realizar la corrección de las masas. El TOF-MS realiza automáticamente la 

calibración de la masa interna, usando una fuente ESI con un sistema automatizado 

dispensador de calibrante, que introduce el flujo de la salida del cromatógrafo junto con 

pequeñas cantidades (cerca de 5 µL min-1) de una disolución calibradora, ES-TOF 

(Agilent). Se usó el sofware Mass Hunter, versión B-02-00, para el autocalibrado y registro 

continuo de los resultados de las masas de referencia internas (112,985587 y 966,000725) 

y los datos originales.  

Los análisis se llevaron a cabo usando EIC de la molécula desprotonada de cada 

analito. Las masas teóricas exactas basadas en la fórmula se calcularon usando las 

herramientas de cálculo de masa molecular del software Mass Hunter. El espectro de 

masa exacta de los analitos se obtuvo sustrayendo el fondo del EIC. Se utilizó la masa 

exacta de la molécula desprotonada tanto con propósitos de cuantificación como de 

confirmación. Para la cuantificación se utilizaron como señales analíticas las áreas de pico 

de los EICs. 

 Para el tratamiento de las muestras se utilizó una centrífuga EBA 20 (Hettich, 

Tuttlingen, Germany). También se usaron filtros de membrana hidrofílicos de 25 mm, de 

PES de 0,2 µm (Agilent).  
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VIII.3.2. REACTIVOS 

Se usaron disolventes de grado reactivo analítico, etanol, metanol, acetonitrilo, 

diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono, 1,2-dicloroetano, 1,1,2,2-

tetracloroetano, tetracloroeteno, 1-octanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, tolueno, hexano, 

isooctano, 2-octanona y 2-undecanona de Sigma (St. Louis, MO, USA). Los ácidos, fórmico 

(98 %) y acético concentrado, así como las sales cloruro sódico y acetato sódico fueron 

suministrados por Fluka (Buchs, Switzerland). El agua desionizada se obtuvo con un 

sistema Milli-Q de purificación de agua (Millipore, Bedford, MA, USA).  

Se obtuvieron estándares analíticos de baicaleína  (5,6,7-trihidroxiflavona, 

C15H10O5, 98 %), naringenina (4’,5,7-trihidroxiflavanona, C15H12H5, ≥95 %), miricetina 

(3,3’,4’,5,5’,7-hexahidroxiflavona, C15H10O8, ≥96 %) y kaempferol (3,4’,5,7-

tetrahidroxiflavona, C15H10O6, 97 %) de Sigma. Hesperetina (3’,5,7-trihidroxi-4’-

metoxiflavanona, C16H14O6, ≥98 %), fisetina (3,3’,4’,7-tetrahidroxiflavona, C15H10O6.H2O, 

≥98 %), crisina (5,7-dihidroxiflavona, C15H10O4, ≥98 %) y quercetina (3,3’,4’,5,6-

pentahidroxiflavona, C15H10O7, 98 %) fueron proporcionados por Fluka. Las disoluciones 

patrón de cada compuesto se prepararon a una concentración de 500 mg L-1 en metanol , 

y se almacenaron en la oscuridad a -18 °C. La disolución estándar de trabajo mezcla de 

todos los analitos se preparó diariamente por dilución con agua desionizada. 

 

VIII.3.3. MUESTRAS 

Se obtuvieron en un supermercado local ocho muestras de miel de diferente origen 

floral, según sus etiquetas (lavanda, azahar, tomillo, brezo, eucalipto, castaño, romero y 

flores), aunque no se llevó a cabo ninguna identificación de dicho origen. Se obtuvieron 

asimismo tres muestras comerciales de própolis y una de jalea real.  

 

VIII.3.4. PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Se pesó una cantidad de muestra de 1 g en un tubo de centrífuga de vidrio y se 

disolvió en 10 mL de disolución reguladora acetato/acético 0,01 M de pH 3.  

Seguidamente se añadió de forma muy rápida y usando una jeringa una mezcla 

conteniendo 1,5 mL de acetonitrilo (disolvente dispersante) y 150 µL de cloroformo 
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(disolvente extractante), formándose una nube de microgotas de la fase extractante en el 

seno de la fase acuosa. Tras unos pocos segundos de extracción, se centrifugó la mezcla 

durante 1 min a 3400 rpm, sedimentando las gotas de cloroformo en el fondo del tubo 

cónico. La fase sedimentada, cuyo volumen osciló entre 110 y 125 µL dependiendo de la 

muestra, se recolectó por medio de una microjeringa y se evaporó hasta sequedad 

empleando una corriente suave de argón. El residuo seco se reconstituyó en el mínimo 

volumen de acetonitrilo necesario (50 µL) para inyectar esta fase en el sistema LC por 

medio del muestreador automático. El volumen de inyección en el sistema cromatográfico 

fue de 20 µL. La separación se llevó a cabo empleando una fase móvil compuesta 

inicialmente por una mezcla 30:70 de acetonitrilo:ácido fórmico (1 % v/v), incrementando 

el porcentaje de acetonitrilo hasta un 33 % en 5 min y después hasta 45 % en 10 min, 

manteniendo esta última concentración durante 3 min. Para obtener los resultados finales, 

se analizaron separadamente tres porciones de cada muestra.  

 

VIII.3.5. ENSAYOS DE RECUPERACIÓN 

Para los estudios de recuperación se emplearon tres tipos de muestras diferentes 

(miel de romero, própolis y jalea real). Para ello, se fortificaron masas de muestra de 20 g 

a niveles de concentración del orden de 10 y 100 veces los LOQs obtenidos mediante el 

procedimiento LC-DAD, correspondiente a cada analito. Las muestras fortificadas se 

equilibraron durante 1 h en la oscuridad a 4 ºC antes de proceder al análisis mediante LC-

DAD-ESI-TOF-MS. Se analizaron separadamente tres alícuotas de cada muestra a cada 

nivel de concentración. 

 

VIII.4.  OPTIMIZACIÓN DE LA SEPARACIÓN POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 

Se ha seleccionado la técnica de LC en fase reversa. Las condiciones de separación 

óptimas se establecieron inyectando 20 μL de una disolución acuosa conteniendo los 

analitos a un nivel de concentración de 1 µg mL-1. La aplicación de distintas mezclas 

acetonitrilo:agua y acetonitrilo:ácido fórmico como fases móviles, tanto en modo isocrático 

como en gradiente, empleando una columna Tracer Spherisorb C18 ODS2, no proporcionó 

una separación eficiente de los flavonoides. Sin embargo, el empleo de una columna 

Discovery HS PEG y elución por gradiente permitió la separación de los ocho analitos con 
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una velocidad de flujo de la fase móvil de 0,8 mL min-1. La fase móvil inicial fue una 

mezcla 30:70 acetonitrilo:ácido fórmico al 1 % v/v, incrementando la proporción del 

disolvente orgánico de forma lineal hasta un 33 % en 5 min y luego hasta un 45 % en 10 

min, manteniéndose esta última proporción durante 3 min. Todos los analitos fueron 

eluidos durante el segundo gradiente lineal, excepto kaempferol, que eluyó en la última 

etapa, cuando la proporción de acetonitrilo en la fase móvil alcanzó el 45 %. Aunque se 

probaron distintas condiciones experimentales con objeto de eliminar el primer gradiente 

lineal, la resolución entre los picos siempre empeoró por lo que se mantuvo en el 

programa de elución final. 

El orden de elución de los distintos compuestos y sus características de retención, 

expresadas como tiempo de retención (tR) y factor de retención (k), calculados a partir de 

los cromatogramas obtenidos mediante LC-DAD fueron: (1) baicaleína (tR=8,97 min; 

k=2,38); (2) hesperetina (tR=9,97 min; k=2,76); (3) fisetina (tR=10,07 min; k=3,28); (4) 

naringenina (tR=11,6 min; k=3,38); (5) crisina (tR=12,46 min; k=3,70); (6) miricetina 

(tR=12,69 min; k=3,80); (7) quercetina (tR=14,52 min; k=4,49) y (8) kaempferol 

(tR=16,02 min; k=5,06). Los factores de separación (α) se encontraron en el intervalo de 

1,1 a 1,2 y los factores de resolución (Rs) entre 1,45 y 2,51 para aquellos analitos que 

eran monitorizados a 280 nm (baicaleína, hesperetina, naringenina y crisina), y en los 

intervalos 1,1-1,4 y 2,1-4,8, respectivamente, para los flavonoides detectados a 370 nm 

(fisetina, miricetina, quercetina y kaempferol). 

 

VIII.5. SELECCIÓN DE LAS CONDICIONES DLLME 

La primera etapa en la optimización de DLLME fue la selección de los disolventes 

extractante y dispersante más adecuados. Para ello, se disolvió 1 g de miel de lavanda 

previamente fortificada a la concentración de 1 µg g-1 para todos los compuestos, en 10 

mL de agua, y esta fase acuosa se sometió a preconcentración empleando 1 mL de 

acetonitrilo y 150 µL de diferentes disolventes orgánicos que actuaron como extractantes. 

Con los disolventes orgánicos ensayados de menor densidad que el agua (1-

undecanol, 1-dodecanol, 1-octanol, 2-octanona, 2-undecanona, tolueno, hexano e 

isooctano) se obtuvieron eficiencias de extracción menores que las encontradas con 

disolventes de densidad mayor (tetracloruro de carbono, 1,1,2,2-tetracloroetano, 
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cloroformo, tetracloroeteno, 1,2-dicloroetano y diclorometano). El diclorometano fue 

descartado ya que, debido a su alta solubilidad en agua, no se formó gota sedimentada 

tras la etapa de centrifugación. Por otro lado, el uso de 1,1,2,2-tetracloroetano también se 

descartó pues la evaporación de la fase sedimentada requerió tiempos muy largos. El 

cloroformo mostró mayor capacidad de preconcentración que 1,2-dicloroetano y que 

1,1,2,2-tetracloroetano (Fig. VIII.2), por tanto fue seleccionado como disolvente 

extractante. 
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Figura VIII.2. Selección del disolvente de extracción. Volumen de fase acuosa, 10 mL; 

volumen de extractante, 150 µL; disolvente dispersante, 1 mL acetonitrilo 

 

El principal parámetro considerado en la selección del disolvente dispersante fue su 

miscibilidad tanto en el disolvente extractante como en la fase acuosa. Acetonitrilo, 

metanol y etanol cumplen este requisito y fueron ensayados empleando 1 mL de cada uno 

y 150 µL de cloroformo como extractante. La fase sedimentada más discernible respecto 

de la fase acuosa se consiguió con acetonitrilo, disolvente que además se encontró en 

mayor consonancia con la fase móvil, por lo que fue seleccionado.  
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Se aplicó el método experimental Taguchi, basado en un diseño ortogonal, para 

estudiar la posible influencia de seis factores (cada uno de ellos estudiado a tres niveles) 

sobre el rendimiento del procedimiento DLLME. 

Las variables estudiadas fueron el volumen de los disolventes extractante y 

dispersante, la masa de miel, el pH, la concentración de cloruro sódico en la fase acuosa y 

el tiempo de centrifugación. Para este propósito, se emplearon 10 mL de una fase acuosa 

conteniendo diferentes masas de muestra, comprendidas entre 0,5 y 1,5 g, previamente 

fortificada al nivel de concentración de 1 µg g-1 para todos los analitos. Los volúmenes de 

los disolventes extractante y dispersante se variaron en los intervalos 50-150 µL y 0,5-1,5 

mL, respectivamente. El efecto de la fuerza iónica en la fase acuosa se estudió con 

concentraciones de NaCl comprendidas entre 0 y 5 % m/v y el pH entre 3 y 6. Para 

romper la dispersión formada, se aplicaron tiempos de centrifugación de 1, 3 y 5 min a 

3400 rpm. En todos los casos, la fase sedimentada se evaporó y el residuo se reconstituyó 

agregando 50 µL de acetonitrilo.  

La Fig. VIII.3 muestra los efectos de los seis factores estudiados a tres niveles 

diferentes sobre la respuesta media para la eficiencia de extracción de los ocho analitos. 

Cuando se incrementó la masa de miel desde 0,5 a 1,0 g, el valor medio de la 

respuesta aumentó y luego disminuyó ligeramente hasta 1,5 g, por tanto, se seleccionó 

una masa de miel de 1,0 g.  

Los máximos valores de eficiencia de extracción se obtuvieron empleando 1,5 mL 

de acetonitrilo y 150 µL de cloroformo. La variación del pH entre 3 y 6, con disoluciones 

reguladoras de concentración 0,01 M, mostró los mejores resultados a pH 3, siendo el 

valor seleccionado. La eficiencia de extracción fue mayor para todos los analitos en 

ausencia de cloruro sódico en la fase acuosa, por tanto, se descartó la adición de sal. 

El tiempo de centrifugación requerido para romper la nube de gotas de cloroformo 

y que estas sedimenten mostró no ser un factor significativo sobre la eficiencia de 

extracción, por tanto, la mezcla se centrifugó durante 1 min a la máxima velocidad 

soportada por los tubos cónicos de centrífuga. 
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Figura VIII.3. Efecto de los distintos niveles ensayados para la masa de muestra (M), 

volumen de dispersante (D), volumen de extractante (O), pH de la fase acuosa (pH), 

concentración de cloruro sódico (I) y tiempo de centrifugación (T) sobre el valor medio de 

la respuesta de los flavonoides 

 

Se llevó a cabo un análisis estadístico de la varianza (ANOVA) para discriminar 

aquellos parámetros que afectaban de forma significativa a la eficiencia de extracción 

(Tabla VIII.1).  

A partir de los datos obtenidos para F, puede deducirse que solo uno de los 

factores considerados en el diseño experimental afectaba de forma significativa, al 95 % 

de nivel de confianza, a la eficiencia de extracción. Todos los valores obtenidos para F 

fueron superiores al valor crítico. Esta variable fue el volumen de disolvente extractante. 

La contribución del error residual a la variabilidad de la señal indica la validez del diseño 

experimental aplicado.  
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Tabla VIII.1. Resultados del análisis de la varianza para la respuesta media 

Fuente de variación Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Media de 

cuadrados 

F P Contribución 

(%) 

Masa de muestra 2 30773 15386 0,32 0,733 3,7 

Volumen de 

dispersante 

2 217756 108878 2,25 0,142 26,4 

Volumen de 

extractante 

2 510370 255185 5,27 0,020 61,9 

pH 2 54481 27240 0,56 0,582 6,6 

Fuerza iónica 2 4717 2358 0,05 0,953 0,6 

Tiempo de 

centrifugación 

2 6437 3219 0,07 0,936 0,8 

Error 14 677814 48415    

Total 26 1502348     

 

VIII.6. CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS DEL MÉTODO 

Para estudiar la presencia de efecto matriz se realizó un test ANOVA comparando 

las pendientes de las gráficas de calibrado de estándares acuosos y las obtenidas 

aplicando el método de adiciones estándar a tres muestras diferentes de miel (eucalipto, 

tomillo y azahar). 

Se confirmó la ausencia de efecto matriz para el método LC-DAD ya que los valores 

de p obtenidos fueron superiores a 0,05 en todos los casos. Por tanto, la cuantificación de 

las muestras mediante DLLME-LC-DAD se llevó a cabo calibrando frente a patrones 

acuosos. 

Los parámetros analíticos para este método aparecen en la Tabla VIII.2, donde 

podemos observar que la repetitividad, calculada como la RSD para diez análisis sucesivos 

de la muestra de miel de brezo fortificada a 300 ng g-1 para todos los compuestos, 

proporcionó valores inferiores al 11 %. 
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Tabla VIII.2. Características analíticas del método DLLME-LC-DAD 

Compuesto λ 

(nm) 

Pendientea 

(mL ng-1) 

Coeficiente de 

regresión 

LODb  

(ng g-1) 

RSDc  

(%) 

Baicaleína 280 3,50±0,10 0,9958 0,4 5,1 

Hesperetina 280 3,10±0,08 0,9951 0,5 6,2 

Fisetina 370 0,35±0,02 0,9963 3,9 11 

Naringenina 280 2,83±0,11 0,9984 0,8 7,3 

Crisina 280 4,84±0,18 0,9970 0,4 4,9 

Miricetina 370 0,44±0,03 0,9959 4,1 11 

Quercetina 370 1,42±0,06 0,9984 1,3 8,3 

Kaempferol 370 2,81±0,10 0,9978 0,7 6,0 

a Valor medio±desviación estándar (n=5). b Calculado para S/N=3. c Calculado a la 

concentración de 300 ng g-1 para cada compuesto (n=10). 

 

 Por otra parte, cuando se empleó el método DLLME-LC-ESI-TOF-MS se detectó la 

presencia de efecto matriz al comparar las pendientes de las rectas de calibración acuosa 

frente a las obtenidas mediante el método de adiciones estándar a las muestras y que se 

muestran en la Tabla VIII.3.  

 Sin embargo, la aplicación de un test ANOVA para las pendientes de adiciones 

estándar para las diferentes muestras de miel mostró la ausencia de diferencias 

significativas al nivel de confianza del 95 % (Tabla VIII.3). Los valores de p variaron entre 

0,047 y 0,808, dependiendo del compuesto. 

En consecuencia, se propuso la cuantificación de las muestras mediante DLLME-LC-

ESI-TOF-MS utilizando los parámetros de calibración obtenidos para una de las muestras 

de miel. La comparación de las desviaciones estándar de las pendientes obtenidas para 

cada analito en las distintas matrices mostró la ausencia de diferencias significativas al 95 

% de nivel de confianza. Se encontraron valores de F comprendidos entre 0,366 y 2,92.  
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La Figura VIII.4 muestra los perfiles de elución obtenidos mediante el 

procedimiento DLLME-LC-DAD en el análisis de una disolución estándar de los analitos de 

concentraciones comprendidas entre 10 y 150 ng mL-1 para crisina y fisetina, 

respectivamente. 
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Figura VIII.4. Cromatogramas obtenidos mediante DLLME-LC-DAD para una disolución 

estándar acuosa. (1) Baicaleína, 15 ng mL-1; (2) hesperetina, 20 ng mL-1; (3) fisetina, 150 

ng mL-1; (4) naringenina, 20 ng mL-1; (5) crisina, 10 ng mL-1; (6) miricetina, 60 ng mL-1; 

(7) quercetina, 40 ng mL-1 y (8) kaempferol, 20 ng mL-1 

 

Los LODs y LOQs obtenidos mediante DLLME-LC-ESI-TOF-MS se calcularon de 

acuerdo al criterio de relación señal-ruido igual a 3 y 10, respectivamente. Los valores 

obtenidos para los LODs aparecen en la Tabla VIII.4 y se encontraron entre 0,05 y 0,91 

ng g-1, mientras que los LOQs variaron entre 0,17 y 3,0 ng g-1, dependiendo del 
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compuesto. Los coeficientes de regresión obtenidos bajo las condiciones seleccionadas 

fueron en todos los casos superiores a 0,997, mostrando una excelente relación de 

proporcionalidad entre la cantidad de analito extraído y la señal analítica obtenida. 

 

Tabla VIII.4. Datos de masa y de calibración mediante DLLME-LC-ESI-TOF-MS 

Compuesto Composición 

elemental 

Masa teórica 

(m/z) 

Masa calculada 

(m/z) 

Error 

(ppm) 

LODa  

(ng g-1) 

Baicaleína C15H10O5 270,0528 270,0523 -1,89 0,06 

Hesperetina C16H14O6 302,0790 302,0795 1,44 0,08 

Fisetina C15H10O6 286,0477 286,0478 0,28 0,40 

Naringenina C15H12O5 272,0685 272,0689 1,39 0,09 

Crisina C15H10O4 254,0579 254,0586 2,68 0,05 

Miricetina C15H10O8 318,0376 318,0376 0,49 0,91 

Quercetina C15H10O7 302,0427 302,0427 0,24 0,22 

Kaempferol C15H10O6 286,0477 286,0478 0,28 0,13 

a Calculado para una relación señal-ruido igual a 3 

 

Cuando se compararon los LODs obtenidos usando DAD y ESI-TOF-MS, se observó 

un incremento en la sensibilidad de entre 4,5 y 10 veces, dependiendo del compuesto, en 

favor de MS. Los LODs obtenidos mediante DLLME-LC-DAD fueron similares para 

quercetina con respecto al valor obtenido por Ranjbari y col. [27], pudiendo destacar el 

menor consumo de muestra implicado en el procedimiento propuesto en este Capítulo. Por 

otro lado, se han alcanzado LODs menores para hesperetina, quercetina, crisina, 

miricetina y kaempferol que los obtenidos por Campone y col. [41], lo que puede 

explicarse teniendo en cuenta el mayor volumen de inyección en el sistema 

cromatográfico, así como reconstitución del residuo enriquecido en los analitos en un 

menor volumen de disolvente orgánico. 

Las pendientes de calibración acuosa obtenidas usando DLLME-LC-DAD-ESI-TOF-

MS fueron comparadas con aquellas obtenidas omitiendo la etapa de preconcentración, 

concluyendo que DLLME aportó un incremento de sensibilidad de entre 10 (para fisetina y 

miricetina) y 80 veces (para crisina). 
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VIII.7. ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS Y ESTUDIOS DE RECUPERACIÓN 

 El procedimiento optimizado se aplicó al análisis de ocho muestras de miel, tres 

muestras de própolis y una de jalea real. La Tabla VIII.5 muestra los resultados obtenidos 

empleando el método DLLME-LC-ESI-TOF-MS, que fueron similares a los encontrados 

mediante detección por DAD. No se encontró miricetina en ninguna de las muestras 

analizadas, por encima de su LOD (0,9 ng g-1), mientras que se encontró baicaleína en 

cuatro de las doce muestras analizadas a concentraciones comprendidas en el intervalo de 

33 a 622 ng g-1. La miel de lavanda fue la muestra con menores contenidos en los 

flavonoides estudiados, ya que solo se detectó crisina. Por otra parte, la miel de romero 

presentó los niveles más altos de hesperetina, fisetina, naringenina, crisina y kaempferol 

entre todas las muestras de miel analizadas. 

Ya que no se disponía de materiales de referencia certificados para la validación 

del método, se comprobó su exactitud mediante estudios de recuperación realizados sobre 

tres muestras diferentes (miel de romero, muestra de própolis 2 y jalea real) fortificadas a 

dos niveles de concentración, comprendidos entre 15 y 1500 ng g-1, dependiendo del 

compuesto. Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla VIII.6. Las  recuperaciones 

para las muestras fortificadas variaron de 80 a 111 %, con una recuperación 

media±desviación estándar (n=144) de 97,2±7,3. Además, no se encontraron diferencias 

significativas entre los valores de RSD obtenidos para las distintas muestras, que variaron 

entre 5 y 14 %.  

Los flavonoides encontrados en las muestras se identificaron en base a la 

comparación de sus tiempos de retención, sus espectros de absorción UV y sus masas 

moleculares con los valores obtenidos para los estándares comerciales, así como en 

muestras fortificadas. Las masas exactas se obtuvieron para todos los estándares, 

muestras sin fortificar y muestras fortificadas, apareciendo en la Tabla VIII.4  los valores 

medios. Además, también se calculó el error en la masa obtenida para cada analito 

usando como referencia la masa teórica proporcionada por el software y que aparece en la 

Tabla VIII.4, donde puede apreciarse que los errores encontrados oscilaron entre -1,88 y 

2,8 ppm, siendo por tanto en todos los casos inferiores a 5 ppm, que es el valor 

generalmente aceptado como máximo con fines de confirmación. 
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Tabla VIII.6. Estudios de recuperación 

 

Compuesto 

Nivel fortificado 

(ng g-1) 

Concentración encontradaa (ng g-1) 

Miel de romero Própolis 2 Jalea real 

Baicaleína 15 

150 

13±1 

155±17 

12±2 

141±12 

629±43 

754±67 

Hesperetina 15 

150 

78±7 

205±15 

81±8 

199±21 

18±2 

165±15 

Fisetina 150 

1500 

229±26 

1512±121 

187±16 

1404±126 

283±31 

1684±121 

Naringenina 25 

250 

21±3 

267±24 

109±9 

308±27 

60±7 

316±28 

Crisina 15 

150 

606±58 

748±81 

271±14 

431±38 

69±7 

201±19 

Miricetina 150 

1500 

163±18 

1436±168 

141±11 

1534±98 

138±14 

1416±129 

Quercetina 50 

500 

70±8 

532±47 

160±12 

628±53 

241±25 

679±55 

Kaempferol 25 

250 

153±14 

410±39 

355±37 

603±48 

298±27 

518±37 

a Valor medio±desviación estándar (n=3). 

 

La Figura VIII.5 muestra los EICs obtenidos para la miel de flores fortificada a 400 

ng g-1 mediante DLLME-LC-ESI-TOF-MS. 
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Figura VIII.5. EICs obtenidos para la miel de flores fortificada a 400 ng g-1 para todos 

los compuestos. (1) Baicaleína, (2) hesperetina, (3) fisetina, (4) naringenina, (5) crisina, 

(6) miricetina, (7) quercetina y (8) kaempferol 
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La Conclusión General que se puede extraer de esta Tesis Doctoral es que se han 

obtenido excelentes resultados al estudiar diferentes combinaciones instrumentales entre 

LC como método de separación y DAD y MS empleando fuentes de ionización API (ESI y 

APCI), así como analizadores TOF e IT. Se han acoplado además con distintos 

procedimientos de tratamiento de la muestra basados en los principios de “química 

limpia”, como DLLME y SBSE. Se proponen distintos métodos de análisis para la 

determinación de diferentes tipos de compuestos orgánicos de carácter tóxico, tales como 

melamina y sus derivados, fungicidas, insecticidas, lactonas macrocíclicas y citoquininas en 

distintos tipos de alimentos. También se ha llevado a cabo el análisis de otros compuestos 

beneficiosos para la salud, como nucleótidos y compuestos polifenólicos, en diferentes 

alimentos. 

Las Conclusiones Concretas que se han obtenido en esta Tesis Doctoral son las 

siguientes: 

1. La técnica de separación cromatográfica empleada en todos los métodos 

optimizados es LC, ya que los compuestos estudiados presentan baja volatilidad. 

2. El modo cromatográfico más utilizado para la separación de los analitos mediante 

LC ha sido fase reversa. Se utilizaron diferentes fases estacionarias y distintos 

disolventes como fases móviles, incluyendo agua, metanol, acetonitrilo y mezclas 

de los anteriores, así como disoluciones de ácidos y reguladoras. Se ha trabajado 

en elución isocrática o mediante elución por gradiente.  

3. La cromatografía de pares iónicos permitió la separación de cinco nucleótidos 

monofosfato autorizados, CMP, UMP, AMP, GMP e IMP, con valores muy 

adecuados para los factores de retención y de resolución, aplicándose con éxito al 

análisis de una gran variedad de alimentos infantiles y/o funcionales y cereales 

infantiles, incluyendo un estudio de la estabilidad de los nucleótidos en alimentos 

lácteos acidificados. 
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4. LC de intercambio catiónico ha permitido el control de la presencia de MEL y sus 

derivados (AMN, AMD y CA) en alimentos. Aunque DAD permite la determinación 

de MEL y AMN, esta forma de detección no resulta útil para CA y AMD. La 

detección por MS permite una cuantificación adecuada de los cuatro analitos, 

mejorando también la sensibilidad. 

5. En la mayoría de los procedimientos propuestos se ha usado detección dual 

acoplada al sistema LC, empleando ambos detectores con fines cuantitativos así 

como de identificación. Las estrategias de detección dual aplicadas han combinado 

un detector de flujo no destructivo, DAD, con MS, obteniendo así información 

estructural complementaria, a la vez que pueden ser comparados los resultados de 

cuantificación obtenidos mediante ambos sistemas de detección. La combinación 

del tiempo de retención en un sistema LC bien definido, la coincidencia del 

espectro UV, los espectros de masas y la masa molecular (y posible información 

estructural) de MS han sido especialmente útiles para confirmar la identidad de los 

compuestos analizados.  

6. Se propone un modo de detección dual para la separación por LC de siete 

polifenoles, tres ácidos fenólicos y cuatro HTs, en zumos de granada y diferentes 

partes de la fruta y el granado, proporcionando una sensibilidad elevada. Se lleva a 

cabo una extracción simple con metanol para las muestras sólidas liofilizadas, 

mientras que se requiere dilución con agua para los zumos. Los componentes 

minoritarios en los zumos son DHBA y CG. De entre las distintas partes de la fruta, 

excepto para CG, los contenidos más elevados se encuentran en la cáscara.    

7. Siempre que ha sido posible, es decir, que las propiedades físico-químicas de los 

analitos lo han permitido, se han aplicado con éxito los principios de la Química 

Analítica Verde al diseño de nuevas técnicas de preparación de muestra 

caracterizadas por ser limpias y selectivas, rápidas y eficaces, baratas, sencillas y 

con cantidades mínimas o incluso libres de disolventes tóxicos. 

8. Se ha abordado uno de los desafíos del trabajo analítico actual, las técnicas de 

microextracción, que representan un paso adelante en la miniaturización del 

laboratorio analítico. LPME es rápida y económica, con mínima exposición a 

disolventes orgánicos tóxicos y ha permitido alcanzar, bajo la modalidad de 
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DLLME, EFs altos con un mínimo consumo de tiempo. La técnica de 

microextracción en fase sólida, SBSE, ha proporcionado asimismo muy buenos 

resultados en cuanto a sensibilidad y selectividad para la cuantificación de 

fungicidas del grupo de las estrobilurinas en alimentos de origen vegetal, 

requiriendo tiempos de análisis algo más largos que para DLLME. 

9. Se han llevado a cabo nuevos progresos en la integración de múltiples 

acoplamientos en línea y combinaciones de técnicas de preparación de muestra y 

analíticas, como SPE-DLLME y LC-DAD-APCI-IT-MS/MS para la determinación de 

cinco insecticidas neonicotinoides en miel.  

10. La optimización de los procedimientos se ha llevado a cabo utilizando 

procedimientos univariantes y multivariantes mediante diseños experimentales de 

matriz ortogonal. Algunos procedimientos analíticos se han optimizado utilizando 

OAD basados en el método Taguchi y en el método Plackett-Burman. De este 

modo, todos los factores múltiples pueden ser considerados de forma conjunta, 

identificando las condiciones óptimas y realizando experimentos de confirmación 

con los niveles optimizados para todos los parámetros. 

11. Para aquellos casos en los que las muestras presentaron efecto matriz, se abordó 

su posible eliminación, cambiando la composición de la fase móvil y/o aplicando 

una técnica de calibración apropiada que compensara dicho efecto. También se ha 

considerado el impacto de los efectos de matriz sobre los sistemas de detección, 

tales como eficiencia de ionización, ruido del detector y LODs y LOQs, como 

resultado directo de la preparación de la muestra. Así, la compensación del efecto 

matriz se ha conseguido con el uso de un estándar interno para la cuantificación 

de los fungicidas estrobilurinas en frutas. Se comprobó la influencia de la matriz 

de la muestra empleando APCI para insecticidas neonicotinoides y ESI para ácidos 

fenólicos, HTs, flavonoides y citoquininas. El efecto matriz encontrado en la 

determinación de lactonas macrocíclicas en leche procedía de la etapa de 

preparación de la muestra pues se observó tanto en DAD como en MS, y la 

cuantificación se llevó a cabo por el método de adiciones estándar, al igual que 

para la cuantificación de nucleótidos y de melamina y productos derivados.  
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12. La siguiente tabla muestra un resumen de las variables cromatográficas y de 

detección optimizadas en esta Tesis Doctoral para la determinación de diferentes 

compuestos químicos en alimentos. 
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