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En la última década una serie de contaminantes que ha suscitado gran 

atención e importancia son los denominados contaminantes emergentes. Esto 

se debe a la gestión insostenible de productos químicos sintéticos y algunos 

naturales que a través de su ciclo de vida han dado lugar a una contaminación 

generalizada y masiva del medio ambiente. La regulación para este tipo de 

compuestos no es lo suficientemente estricta, aunque investigaciones muy 

sólidas han encontrado efectos adversos en la salud. Por ello es necesario 

monitorizar su comportamiento e incidencia en el medio ambiente. 

 Entre los contaminantes emergentes se encuentran los edulcorantes, en 

general sintéticos, que aportan bajo contenido calórico utilizados por un amplio 

espectro de la población. Los edulcorantes sintéticos más conocidos han sido la 

sacarina y el ciclamato, cuyo uso ha generado una fuerte controversia a nivel 

internacional que perdura hasta la fecha, dado que algunos estudios vinculan 

su empleo en altas dosis con el cáncer de vejiga en animales de laboratorio, 

mientras que otros estudios lo niegan [1]. El aspartamo, menos tóxico que los 

anteriores, presenta sin embargo efectos secundarios neuropsíquicos así como 

ciertos efectos paradojales que pueden provocar inhibición del supresor del 

apetito cuando son consumidos en dosis elevadas. En los últimos tiempos han 

surgido los edulcorantes obtenidos a partir de productos naturales como 

taumatina y esteviosidos, entre otros, los que parecen presentar menores efectos 

tóxicos [2]. 

Estos compuestos se encuentran a niveles traza en matrices de mayor o 

menor complejidad. Por ello, para su determinación se requieren metodologías 

analíticas con bajos límites de cuantificación, buena repetibilidad y exactitud, 

que además resulten sostenibles, atendiendo al consumo de disolventes y la 

generación de residuos, y aplicables a efectos prácticos en base a su robustez y 

su coste. La principal dificultad para la determinación de estos compuestos 

reside en su alta polaridad, que dificulta su extracción y determinación. 
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Para la realización de esta tesis se han seleccionado un grupo de 

edulcorantes (acesulfamo, ácido ciclámico, alitamo, esteviosido, aspartamo, 

neotamo, neohesperidina dihidrochalcona, sacarina y sucralosa) altamente 

consumidos. Estos contaminantes se introducen en el medio ambiente, 

fundamentalmente, a través de las aguas residuales urbanas (como resultado, 

en último lugar, de tratamientos de depuración incompletos). Por este motivo, 

los principales objetivos de la presente tesis doctoral han sido: 

- Desarrollar metodologías analíticas, robustas, selectivas y 

sensibles que permitan determinar la presencia de estos analitos 

altamente polares en muestras de aguas residuales (tratadas y sin 

tratar), así como en aguas de rio, lagos y lagunas, buscando 

mejorar en la medida de lo posible metodologías existentes. 

- Aplicar las metodologías desarrolladas a muestras reales con el fin 

de validarlas y comprobar la robustez de las mismas. 

- Desarrollar metodologías analíticas robustas, sensibles y selectivas 

para la determinación de edulcorantes en lodos de depuradora 

para determinar su posible asociación con los mismos. 

- Evaluar nuevas metodologías cromatográficas ambientalmente 

más amigables para la determinación de compuestos altamente 

polares. 

- Desarrollar técnicas analíticas capaces de ser amigables con el 

medio ambiente disminuyendo el consumo de disolventes 

orgánicos tóxicos y aumentando el consumo de agua como 

disolvente verde. 
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Figura 1. Edulcorantes artificiales estudiados en este trabajo. Para aquellos aprobados por la UE 
se muestra el código E  
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1.1.1. Acesulfamo 

El acesulfamo (ACE), también llamado acesulfamo K debido a que se 

utiliza como sal de potasio, es un polvo blanco cristalino, aproximadamente 200 

veces más dulce que la sacarosa, tan dulce como el ASP, pero presenta un sabor 

ligeramente amargo. Fue descubierto de manera accidental en 1967. Se utiliza 

normalmente en mezclas con otros edulcorantes como SUC o ASP. Una vez 

combinado, su perfil endulzante es muy similar al de la sacarosa [6]. Es estable 

térmicamente por lo que se puede utilizar como aditivo en la cocina y el 

horneado [7]. Es estable también a diversos pHs, incluyendo exposición 

prolongada en medio acuoso y pH ácido [8]. El ACE no es metabolizado por el 

cuerpo humano, y se elimina inalterado a través de la orina [2]. Es un 

compuesto muy polar que se encuentra en disolución siempre ionizado debido 

a que posee un pKa muy bajo (-0,28). 

 

1.1.2. Ácido ciclámico 

El ácido cliclámico (CIC) se utiliza en forma de sal de Na o Ca. Es un 

polvo sólido cristalino inodoro entre 30 y 50 veces más dulce que la sacarosa, 

por lo que es el menos potente de los edulcorantes artificiales comercializados. 

Fue descubierto en 1937. Debe usarse en mezcla con otros edulcorantes, el más 

común SAC.  Su uso como edulcorante está permitido en al menos 130 países 

pero está prohibido en EEUU desde 1970 [5]. Es estable térmicamente por lo 

que se puede utilizar como aditivo en la cocina y el horneado [9, 10]. No se 

metaboliza en el cuerpo humano y se elimina sin modificar. Es un compuesto 

polar (logKow =1.033) que se encuentra ionizado en disoluciones acuosas, 

debido a su bajo pKa (ver Tabla 1).   
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1.1.3. Alitamo 

El alitamo, como el ASP, es un dipeptido, en este caso contiene ácido 

aspártico y alanina. A diferencia del ASP, no contiene fenilalanina por lo que 

puede ser utilizado por personas con fenilcetonuria. El ALI es un polvo blanco 

cristalino inodoro soluble en disolventes polares como agua, metanol, etanol y 

propilenglicol [11]. Es un edulcorante intenso, con una capacidad endulzante 

2000 veces más potente que la sacarosa, haciendo que se necesite una muy 

pequeña cantidad al ser usado en alimentos y bebidas [2]. Su vida media en 

condiciones de calor y ácidas es el doble que el ASP, pero menos estable que 

ACE o SAC.  

Fue sintetizado en 1980 y fue solicitada su aprobación por la 

administración de drogas y alimentos de los EEUU (FDA) en 1986 y aún no se 

ha aprobado al igual que en la UE. Está aprobado en países como Australia, 

Nueva Zelanda, China, México y Colombia entre otros [12, 13]. 

El ALI es absorbido en el tracto gastrointestinal y rápidamente 

metabolizado, formando ácido aspártico y alanina. El ácido aspártico del ALI es 

metabolizado, mientras que la amida del aminoácido alanina es excretada con 

mínimos cambios metabólicos. Sin embargo, a pesar de que el aspártico se 

metaboliza completamente el aporte de calorías es mínimo [12]. 

 

1.1.4. Aspartamo 

El ASP es un éster metílico del dipeptido de aminoácidos ácido aspártico 

y fenilalanina, no es libre de calorías ya que produce 4 calorías por gramo, es 

180-200 veces más dulce que la sacarosa [14].  Fue descubierto en 1965. Bajo 

condiciones ácidas o alcalinas fuertes puede generar metanol por hidrólisis. 

Además, a elevadas temperaturas o elevados pHs los enlaces peptídicos se 

hidrolizan, lo que lo hace indeseable para el uso en cocina y horneado. ASP se 

metaboliza rápidamente en el intestino delgado formando ácido aspártico 
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(40%), fenilalanina (50%) y metanol (10%). Debido a la formación de 

fenilalanina no puede ser utilizado por personas con fenilcetonuria. 

 

1.1.5. Neotame 

Es un derivado de un dipeptido de los aminoácidos ácido aspártico y 

fenilalanina y se obtiene por N - alquilación del ASP [12, 15]. Es un polvo 

inodoro de color blanco, puede ser obtenido anhidro o usualmente hidratado.  

Es moderadamente estable térmicamente y muy potente, es 7000 a 13000 veces 

más dulce que la sacarosa y cerca de 30 a 60 veces más dulce que el ASP [16]. Es 

muy soluble en alcoholes y en agua, pero menos soluble que el ASP.  En el 2002 

fue aprobado como edulcorante general por la FDA después de una exhaustiva 

investigación científica y aún se encuentra en estudio para su aprobación por la 

UE. Es rápidamente metabolizado mediante la hidrólisis del éster metílico para 

formar  el neotame desesterificado (92%) y metanol (8%). Debido a que no se 

forma fenilalanina es seguro para personas con fenilcetonuria. 

 

1.1.6. Neohespiridina dihidrochalcona 

El NHDC es conocido desde 1963, se obtiene por hidrogenación de un 

flavonoide presente en las naranjas amargas [17]. Es un compuesto muy dulce, 

considerado 1500-1800 veces más potente que la sacarosa con un sabor a mentol 

o regaliz, por ello se usa en combinación con otros edulcorantes [18]. Es estable 

frente elevadas temperaturas y condiciones ácidas o básicas, condiciones 

habituales en el procesado de alimentos y en el almacenamiento de bebidas [17].  

Es utilizado en UE pero no está aprobado en EEUU. El NHDC se metaboliza en 

humanos, en primer lugar mediante la ruptura de la cadena glucosídica dando 

lugar a hesperetina dihidrochalcone que posteriormente es metabolizado a 

ácido 3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)propiónico y floroglucinol. 
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1.1.7. Sacarina 

La SAC fue el primer edulcorante artificial descubierto (1878). Es 300 

veces más dulce que la sacarosa pero tiene un sabor amargo y metálico. Es un 

polvo blanco e inodoro. Como el compuesto original es poco soluble en agua se 

utilizan las sales de sodio y de calcio altamente solubles [21]. No es muy estable 

térmicamente por lo que no es la primera opción para la cocina. La estabilidad 

química de este edulcorante y su bajo coste lo hace disponible para una gran 

variedad de aplicaciones. La SAC no es metabolizada por el cuerpo humano. 

 

1.1.8. Sucralosa 

La SUC fue sintetizada en 1976 a partir de la sacarosa por un proceso que 

sustituye 3 grupos hidroxilo por 3 átomos de cloro en la molécula de sacarosa. 

Es 450 - 650 veces más dulce que la sacarosa con un agradable sabor dulce y la 

calidad en cuanto al sabor es muy similar a la sacarosa [22]. Es estable a amplios 

rangos de pH (1 - 10) y temperatura por lo que puede utilizarse en productos de 

horneado y en productos que requieren una elevada vida útil. La mayor parte 

de la SUC ingerida se excreta a través de las heces sin metabolizar, sólo un 11-

27% se absorbe. De la SUC absorbida un 70-80% se elimina a través de la orina y 

un 20-30% se metaboliza, es decir un 2-8% del total de SUC ingerida se 

metaboliza. 

 

1.1.9. Esteviósido 

El STEV es uno de los azúcares obtenidos naturalmente de la Stevia 

rebaudiana bertoni planta de la familia de los crisantemos y presente en la parte 

norte de Paraguay [2]. Es uno de los principales ingredientes de algunos 

edulcorantes comercializados con el nombre genérico de Estevia. El STEV tiene 

una capacidad endulzante de 250 a 300 veces mayor que la sacarosa, es un 

polvo cristalino higroscópico, soluble en agua, metanol y etanol.  No pierde sus 

propiedades al ser sometido a altas temperaturas o cambios en el pH, 
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haciéndolos muy útiles en el proceso de pasteurización [23, 24]. No se 

metaboliza en el cuerpo humano. 

 

1.2. Legislación de edulcorantes según la UE 

Muchos países tienen regulados las dosis máximas de edulcorantes 

sintéticos que se pueden usar. En la UE, todos los productos que son 

comercializados se ven expuestos a estándares de calidad muy altos y la 

regulación es muy exigente para todo tipo de compuestos. Los edulcorantes no 

son la excepción a la norma y de hecho independiente de que una gran 

variedad de edulcorantes artificiales hayan sido aprobados en otros países del 

mundo, la UE ha aceptado solamente algunos de ellos o en su defecto otros que 

no son aprobados en los demás países si son aprobados para la UE. 

Actualmente en la UE se permite el uso de 7 edulcorantes artificiales que son 

ASP, ACE, CIC, NEO, SAC, SUC y NHDC [3]. Además, está regulado en uso de 

STEV en alimentos [4]. La legislación es específica para los distintos productos 

en los que se utilizan así como en los diferentes procesos de fabricación, es 

decir, algunos edulcorantes solamente pueden ser usados en combinación con 

otros o solamente pueden usarse en procesos específicos como la cocción, el 

horneado, producto terminado o a lo largo de la cadena de producción, esto va 

a depender del tipo de edulcorante [7]. En la Tabla 2 se pueden observar las 

concentraciones de los edulcorantes analizados permitidas por la Unión 

Europea en variedad de productos para beber.  
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Tabla 2. Legislación de la UE de uso en bebidas para los edulcorantes estudiados [4, 25]  

 
  TIPO DE BEBIDA 

  Concentración en mg/L 

Compuestos 

Néctares de 
fruta, tal 
como se 

definen en la 
Directiva 

2001/112/CE, 
y néctares de 

productos 
similares a  

Bebidas 
aromatizadasa 

Cervezas y 
bebidas a 
base de 
maltad 

Sidra y 
Perada 

Otras 
bebidas 

alcohólicase 

ACE 350 350 350, 25a 350 350 

CIC 250 250 NP NP 250 

ALI NP NP NP NP NP 

STEV 100 80 70 NP 150 

ASP 600 600 600, 25a 600 600 

NEO 20 20 20, 1a 20 20 

NHDC 30 30, 50b 10, 10a 20 30 

SAC 80 80, 100c 80 80 80 

SUC 300 300 250, 10a 50 250 
a Solo de valor energético reducido o sin azúcares añadidos; b solo leche y bebidas lácteas 
aromatizadas de valor energético reducido o sin azúcares añadidos;  c solo bebidas carbónicas 
de valor energético reducido o sin azúcares añadidos; d solo cerveza sin alcohol o con grado 
alcohólico inferior a 1,2 % vol., Table Beer (que contenga menos de un 6 % de mosto primitivo), 
cervezas con una acidez mínima de 30 miliequivalentes expresada en NaOH y cervezas negras 
del tipo oud bruin; e exceptuando vino, hidromiel y bebidas espirituosas; NP No permitido. 
 

1.3. Toxicidad y ecotoxicidad 

Para la caracterización de riesgo de los edulcorantes no nutritivos,  el 

Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) ha 

establecido niveles de ingesta diaria admisible (IDA). Estos niveles varían de un 

compuesto a otro (Tabla 1), pero se encuentran entre 1 mg/kg de peso corporal 

para ALI a 40 mg/kg de peso corporal para ASP [19]. Para el CIC no existe un 

IDA establecido por el JECFA pero si por  el Comité Científico en Alimentación 

de la UE en 5 mg/kg de peso corporal [20]. 
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Desde el comienzo del uso de edulcorantes artificiales, hay un debate 

continuo sobre sus posibles riesgos para la salud. Numerosos estudios evalúan 

dichos riesgos y otras cuestiones de seguridad sobre estos compuestos [2, 22, 

26-28]. Muchas investigaciones relacionan la SAC con problemas de cáncer de 

vejiga en ratas y la correlación en humanos con este tipo de cáncer en pacientes 

que consumen habitualmente SAC [1, 29-31]. 

Aunque algunos estudios correlacionan el consumo de ACE, SUC, STEV 

y CIC y la incidencia de cáncer en ratas, perros y monos [23, 28, 32-35]. A pesar 

de todos los estudios realizados aún no se puede afirmar que los edulcorantes 

artificiales produzcan cáncer en humanos. Existen algunas investigaciones 

donde se le atribuye a la SUC ser un potenciador de la migraña [32]. Además, 

otros estudios sobre SUC dicen que la mezcla con otros edulcorantes como 

maltodextrinas produce efectos adversos en las ratas macho, como alteraciones 

en el peso corporal, problemas en la microflora intestinal, cambio en la 

actividad enzimática intestinal y fallos a nivel proteico [36].  

Una posible causa de los efectos tóxicos del consumo de edulcorantes 

artificiales podría ser debida a los productos de degradación de estos 

compuestos. Por ejemplo el CIC por sí mismo presenta baja toxicidad, pero es 

parcialmente metabolizado por las bacterias intestinales a ciclohexilamina, la 

cual es muy tóxica para el organismo humano [9]. Algunas personas al 

consumir CIC durante un largo periodo de tiempo lo excretan sin transformarse 

y otras lo metabolizan en ciclohexilamina [37].  

Uno de los productos de degradación del ACE es la acetoacetamida, la 

cual, si se consume en grandes cantidades, es tóxica para el ser humano [38]. 

Este compuesto es producido durante el almacenamiento prolongado de 

bebidas que contienen ACE. 

 El ASP es metabolizado por el cuerpo humano en sus estructuras 

fundamentales: ácido aspártico, fenilalanina y metanol. La fenilalanina es tóxica 

para personas que presentan fenilcetonuria (enfermedad metabólica). El ASP al 
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almacenarlo por largos periodos de tiempo a altas temperaturas también se 

degrada en ácido aspártico, fenilalanina, metanol así como un subproducto la 

dicetopiperazina que en altas concentraciones es tóxica para el ser humano [2].  

La única información que existe sobre ecotoxicidad de los edulcorantes 

se remite a la SUC. En una investigación sobre bioacumulación de SUC, se 

estudió el comportamiento y los efectos fisiológicos de la SUC en crustáceos 

[39]. Se encontró que tanto la fisiología como el comportamiento de locomoción 

se vieron afectados por la exposición a este edulcorante. Independiente de si 

estas repuestas de comportamiento se iniciaron mediante mecanismos 

tradicionales tóxicos o efectos estimulantes, debe considerarse como una 

advertencia, ya que los organismos pueden cambiar de comportamiento 

normal, lo que en última instancia puede tener consecuencias ecológicas de 

gran impacto [40]. Es necesario realizar más investigaciones sobre el impacto 

ecotoxicológico de los edulcorantes artificiales, debido a que los efectos a largo 

plazo de una exposición continua a niveles bajos de estos compuestos es 

bastante desconocida [41]. 

 

1.4. Presencia de edulcorantes en el medio ambiente  

1.4.1. Edulcorantes en agua de depuradora 

Los edulcorantes artificiales son contaminantes traza, que al igual que los 

productos farmacéuticos y los productos de cuidado personal (PPCPs), se 

encuentran en las aguas residuales y de allí migran a las aguas superficiales. De 

los siete edulcorantes artificiales que se suelen analizar en las aguas residuales 

(ACE, ASP, CIC, NEO, NHDC, SAC y SUC) sólo cuatro, ACE, CIC, SAC y SUC, 

suelen ser detectados [41-43], esto es esperable ya que ASP, NEO, ALI y NHDC 

se metabolizan en el cuerpo y humano por lo que será más probable encontrar 

en las aguas residuales los principales metabolitos que los compuestos 

originales [37]. 
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La mayoría de estudios existentes concentran sus esfuerzos en la SUC. 

Las determinaciones de SUC han sido realizadas en efluentes e influentes de 

plantas de tratamiento de aguas residuales en Suecia [44-46], Suiza [47-49], 

Alemania [43, 49, 50], Austria [49], Canadá [51, 52] e Israel [43]. En todos estos 

estudios la concentración de SUC se encontró entre 0,02 y 80 µg/L. Los estudios 

realizados en Suiza, Alemania y Suecia además mostraron que no existe una 

eliminación significativa de la SUC durante los tratamientos mecánico- 

biológicos de aguas residuales.  

Otro edulcorante que no se elimina en las plantas de tratamiento de 

aguas residuales es el ACE, que se ha encontrado en aguas residuales de Suiza 

[47, 49], Alemania [43, 49, 50], Austria [49], Canadá [51, 52] e Israel [43]. Los 

niveles de ACE encontrados en Suiza y Alemania  fueron 1 o 2 órdenes de 

magnitud mayores que los niveles de SUC. 

Por otro lado el CIC si es eliminado en más de un 99% durante los 

tratamientos secundarios y terciarios en las plantas de tratamiento de aguas 

residuales. En influentes se ha encontrado en aguas residuales de Suiza y 

Alemania en [47, 49] a concentraciones entre 10 y 200 µg/L.  

La eliminación de SAC en las plantas de tratamiento de aguas residuales 

es similar al CIC, mayor del 90%, encontrándose concentraciones en influentes 

en de varias decenas de µg/L y en efluente del orden de 1  µg /L  [47, 49]. 

Debido a las altas concentraciones de ACE y SUC [42, 47, 53, 54], 

combinado con su persistencia [42], la alta solubilidad en agua, su baja 

absorción en sólidos, y la alta sensibilidad de los métodos analíticos modernos 

para la detección de trazas, los hacen marcadores antropogénicos ideales de 

contaminación con aguas residuales [47, 50, 52, 54, 55]. Usando el ACE como 

marcador, se pueden detectar incluso aportaciones de agua residual en las 

corrientes de agua de menos del 1% [47]. 
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1.4.2. Edulcorantes en aguas superficiales y subterráneas  

Al igual que en aguas residuales los edulcorantes artificiales que han 

sido encontrados en aguas superficiales y subterráneas son SUC, ACE, CIC y 

SAC, siendo ACE y SUC los compuestos encontrados con mayor frecuencia y 

mayor concentración [43, 47]. Como se desarrolla a continuación las 

concentraciones de ACE y SUC encontradas estuvieron en el rango de ng/L a 

µg/L en ríos y lagos.   

La SUC ha sido el edulcorante más estudiado  y su distribución ha sido 

monitorizada de forma muy extensa en Europa por Loss y col. [56], 

encontrando concentraciones de hasta 1 µg /L de SUC a lo largo de 120 ríos en 

23 países. Las primeras mediciones en aguas de lago se realizaron en Suiza en 

2008, donde la SUC no fue detectada en grandes concentraciones [47]. En otro 

estudio realizado en agua de lago, en este caso en el lago Constanza en Suiza se 

encontraron concentraciones de SUC entre 0,013 y 0,009 µg/L en el epilimnio y 

el hipolimnio del lago respectivamente [49]. Además de los estudios de agua 

dulce, existen algunas publicaciones sobre la presencia de SUC en agua de mar,  

detectándose en concentraciones de 0,0008 a 0,39 µg/L en aguas de la costa de 

EEUU [57, 58]. En otro estudio realizado en agua del mar Ártico de Noruega no 

se detectó SUC, hay que tener en cuenta que este mar noruego tiene un aporte 

insignificante de aguas residuales [58]. 

El ACE se encontró en ríos de Alemania y Suiza a concentraciones 

mayores que la SUC, entre 0,01 y 2,7 µg/L [43, 47]. En aguas subterráneas en un 

estudio llevado a cabo por Buerge y col. en el área de Zurich (Suiza) se 

encontraron concentraciones de hasta 4,7 µg/L [47]. En agua subterránea en 

Alemania los niveles de ACE fueron más altos, entre 12 y 6,9 µg/L [59].  

 

1.4.3. Edulcorantes en lodos  

Los principales estudio en lodos se realizaron en Suecia, con lodos de dos 

plantas de tratamiento de aguas residuales [45, 46], y en Suiza, en lodo digerido 
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de cuatro plantas de tratamiento de aguas residuales [53]. Estos estudios 

concluyen que no existe una adsorción significativa de los edulcorantes ACE, 

CIC, SAC [53] y SUC [45, 46, 53] en partículas de lodo.  

En el estudio suizo, ACE se encontró a mayor concentración entre 23-43 

µg/L, para los otros compuestos las concentraciones estaban en el rango entre 

0,6 y 16 µg/L. En general las concentraciones medidas en el lodo digerido 

fueron similares a las concentraciones en las aguas residuales sin tratar, a 

excepción de CIC, que se degrada en aproximadamente un 90% en los tanques 

de digestión [53].  
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• Enriquecimiento de trazas: extracción de grandes cantidades de 

muestra a pequeños volúmenes de elución. De esta manera, los analitos a 

niveles de trazas se ven concentrados antes de la etapa de medida. 

• Limpieza de las muestras: debido a la selectividad del adsorbente 

y/o utilizando los disolventes de lavado adecuados se eliminan interferencias 

presentes en la muestra. 

• Fraccionamiento de la muestra: ésta se divide en grupos de 

compuestos que son eluídos con el disolvente adecuado en cada caso. 

• Almacenamiento de analitos: se pueden guardar de esta manera 

analitos que son inestables en medio líquido o que tienen una alta volatilidad. 

Entre sus múltiples ventajas se destacan frente a la extracción líquido-

líquido: baja manipulación de muestra, bajo consumo de disolventes orgánicos 

y facilidad de automatización [60]. 

Por estos y otros motivos, la SPE es la técnica de referencia en la 

preparación de muestras de agua [61] y de matrices líquidas en general.  

 

2.1.1. Etapas del proceso de extracción mediante SPE 

Las etapas de la técnica de SPE se detallan a continuación (Figura 2) [60, 

62]:  

 Acondicionamiento: Etapa necesaria para obtener resultados 

reproducibles cuando se trabaja con fases ligadas o enlazadas sobre partículas, 

específicamente con fases no polares como C18. Consiste en tratar el adsorbente 

con uno o varios disolventes capaces de solvatarlo, facilitando así su posterior 

contacto con los componentes de la muestra. Entre los disolventes más 

empleados están el metanol (que interacciona tanto con los grupos silanoles 

polares como con los grupos funcionales ligados apolares), el acetonitrilo, el 

isopropanol, el tetrahidrofurano y la acetona. Con otros materiales, el 
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disolvente utilizada en esta etapa debe ser mínima para asegurar la obtención 

de unos buenos factores de preconcentración.  

 

2.1.2. Dispositivos comerciales 

Existen tres dispositivos comerciales para llevar a cabo una SPE: jeringas, 

cartuchos y discos [60]. Sin embargo, en este trabajo sólo hablaremos de los 

cartuchos ya que son los más utilizados.  

 

2.1.3. Mecanismos de interacción 

Entre los mecanismos más comunes de interacción se encuentran los 

siguientes [60, 62]:  

•  Mecanismo de fase normal: la unión con los analitos se establece 

a través de puentes de hidrógeno, interacciones Π-Π, interacciones dipolo-

dipolo o interacciones dipolo-dipolo inducido. Sirve para aislar analitos más 

polares que la matriz, y se utiliza principalmente para la limpieza de extractos 

orgánicos o para la extracción de analitos desde líquidos apolares (no se aplica a 

muestras acuosas). 

• Mecanismo de fase reversa: los mecanismos de interacción son 

tradicionalmente del tipo Fuerzas de Van der Waals y permiten aislar analitos 

orgánicos de matrices polares como el agua. 

• Intercambiadores iónicos: están formados por un soporte de sílice 

(o un polímero de estireno-divinilbenceno) con grupos iónicos enlazados. Las 

interacciones son de naturaleza electrostática y se establecen entre las moléculas 

de analito cargadas y los grupos funcionales del adsorbente con carga opuesta a 

la del analito. Para que la retención sea efectiva la matriz debe estar a un pH 

donde ambos (analito y adsorbente) estén cargados y además no debe presentar 

concentraciones elevadas de otras especies iónicas. 
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2.1.4. Tipos de adsorbentes 

Las fases sólidas utilizadas en SPE son similares a las empleadas en 

cromatografía líquida en columna; las más comunes son el carbón activo, el gel 

de sílice, el silicato de magnesio (Florisil), las sílices enlazadas, los óxidos de 

aluminio derivatizados y los materiales poliméricos [60, 62].  

Sílices enlazadas: Son un sustrato de sílice unido a grupos 

organosilanoles a través de enlaces silil-éter. Las sílices se pueden modificar con 

diferentes grupos funcionales como amino, ciano, fenol, C18, entre otros. 

Carbón grafitizado: es un adsorbente no específico y no poroso con una 

gran superficie específica. Permite concentrar compuestos orgánicos altamente 

polares mediante interacciones hidrofóbicas e interacciones interelectrónicas. 

Pero además, se piensa que contiene complejos carbono-oxígeno que 

proporcionan sitios con carga positiva para el intercambio de aniones; en este 

sentido se puede considerar como un adsorbente mixto (fase reversa y 

cambiador aniónico) de alta capacidad. Una de las desventajas del carbón 

grafitizado es la excesiva retención de algunos analitos, efecto que puede 

remediarse (si la retención no es irreversible) realizando la elución en sentido 

opuesto al de la carga [63]. 

Adsorbentes poliméricos: los más comunes son los copolímeros de 

poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB), cuya superficie hidrófoba contiene un 

gran número de sitios aromáticos activos capaces de establecer interacciones Π-

Π con moléculas insaturadas. Superan algunas limitaciones de las sílices 

enlazadas, ya que retienen más fuertemente a los analitos polares y son estables 

en un mayor intervalo de pH. 
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Tabla 3. Características de diferentes adsorbentes poliméricos 

Adsorbente Proveedor Estructuraa 
Tamaño 
de poro 

(Å) 

Diámetro de 
partícula 

(µm) 

Superficie 
específica 
a (m2/g) 

Amberlita 
XAD-2 

Supelco PS-DVB 90 20 - 60 300 

PLRS Polymer Lab PS-DVB 100 15 - 60 550 

Bond Elut 
ENV+ 

Varian PS-DVB 450 125 500 

Bond Elut 
Plexa 

Agilent PS-DVB 100 45 550 

Bond Elut 
Plexa PAX 

Agilent PS-DVB cm 100 45 550 

Envichrom P Supelco PS-DVB hc 140 80 - 160 900 

Isolute ENV+ IST PS-DVB-OH 100 90 1000 

Lichrolut EN Merck PS-DVB hc 80 40 - 120 1200 

Porapax RDX Waters DVB-VP 55 120 550 

Oasis HLB Waters DVB-VP 80 30 - 60 810 

Oasis MCX Waters DVB-VP –SO3-2 - 30 - 60 - 

Oasis MAX Waters 
DVB-VP - 

NH3)2(CH2CH2CH2CH3) 
- 30 - 60 - 

Oasis WAX Waters 
DVB-VP –

N(CH2)2N(CH2)2 
- 30 - 60 - 

Oasis WCX Waters DVB-VP –(COOH)2 - 30 - 60 - 

Strata X Phenomenex PS-DVB-VP 85 33 800 

Bond Elut PPL Varian PS-DVB cm 100 125 600 

 a PS: Poliestireno-Divinilbenceno;, DVB: Divinilbenceno; VP: Vinil pirrolidona; hc: 
“hypercrosslinked”; cm: modificado químicamente 

 

En la Tabla 3 se muestran las características de los principales 

adsorbentes poliméricos. La eficiencia de estos adsorbentes depende de varios 

parámetros físico-químicos: tamaño de partícula, diámetro y volumen de poro, 

área superficial y grado de reticulación.  

Las resinas Amberlita XAD-2 han sido comúnmente utilizadas para la 

extracción de contaminantes orgánicos en aguas. Sin embargo, su popularidad 
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cambiador aniónico fuerte (con grupos amino cuaternario), respectivamente. 

Adicionalmente, los Oasis WCX y WAX ofrecen los mismos beneficios y 

características que la química HLB con la habilidad de retener y liberar ácidos y 

bases fuertes. 

 

2.2. Extracción con disolventes presurizados (PLE) 

La extracción con disolventes presurizados (PLE), también denominada 

extracción acelerada con disolventes (ASE), es una técnica de preparación de 

muestra que combina el uso de altas temperaturas (40 - 200 ºC) y presiones 

elevadas (500-3000 psi) para extraer rápida y eficazmente los analitos de 

matrices sólidas o semisólidas [65-67]. 

El modo más usual de hacer la extracción es el modo estático, en el que el 

disolvente es introducido en la celda y ésta se mantiene a presión constante un 

tiempo determinado. Tras esta etapa, la celda se vacía recogiendo todo el 

extracto en un vial colector [65-67]. 

 

2.2.1. Parámetros que afectan la PLE 

Los parámetros fundamentales que afectan a la eficacia de extracción, y 

que deben tenerse en cuenta a la hora de desarrollar un método de PLE, son los 

siguientes [65-68] : 

 Temperatura 

Tiene que ser suficientemente elevada como para aumentar las 

recuperaciones y favorecer la cinética de extracción, sin degradar a los 

compuestos objeto de estudio. Normalmente, es superior al punto de ebullición 

del disolvente, pero ligeramente inferior a su punto crítico. Al aumentar la 

temperatura, el disolvente disminuye su viscosidad y penetra con mayor 

facilidad en los poros de la matriz, favoreciendo la difusión de los analitos, es 
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decir la cinética de extracción. De este modo, la eficacia de extracción se 

incrementa, minimizando el volumen de disolvente empleado. 

 Disolvente 

Debe ser capaz de solubilizar los analitos sin arrastrar el resto de los 

componentes de la matriz. Las mezclas de disolventes de diferentes polaridades 

pueden ser usadas para la extracción de un amplio rango de familias de 

compuestos. La mayoría de disolventes pueden emplearse en PLE, incluyendo 

agua y mezclas acuosas tamponadas. No se recomiendan ácidos fuertes debido 

a su reacción con el acero, pero se pueden usar ácidos débiles, como ácido 

acético o fosfórico, añadidos a agua o a disolventes polares en porcentajes de 

hasta un 10% (v/v). 

 Presión 

Ésta debe ser elevada para mantener el disolvente en estado líquido a la 

temperatura de trabajo. Sin embargo,  no es un factor que afecte en gran medida 

a la eficacia de extracción, de modo que puede ser fijado de antemano. 

 Tiempo 

El aumento del tiempo estático a elevadas temperaturas favorece la 

difusión de los analitos al disolvente de extracción evitando su retención en la 

matriz. 

 Número de ciclos 

El uso de varios ciclos de extracción estáticos fue desarrollado para 

introducir fracciones nuevas de disolvente durante el proceso de extracción. El 

uso de varios ciclos de extracción es útil para muestras difíciles de penetrar o 

que presenten muy alta concentración de analito. 

 Porcentaje de flush 

Después de cada ciclo de extracción en modo estático, se hace pasar un 

volumen de disolvente a través de la celda, expresado en porcentaje (% flush) 
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2.2.3. Etapas del proceso de extracción por PLE 

Las etapas del proceso de extracción por PLE se explican a continuación 

[68]: 

Preparación de muestra: Con esta etapa se pretende reducir el tamaño de 

partícula para aumentar la superficie de contacto entre la muestra y el 

disolvente, evitando también la agregación de las partículas de la muestra. Para 

ello, se utilizan agentes dispersantes como la arena o la tierra de diatomeas. La 

muestra debe secarse para evitar la presencia de agua que dificulte la 

penetración de disolvente en sus poros, sobre todo cuando se trata de extraer 

analitos poco polares con disolventes apolares. Para ello, se aconseja la 

liofilización de la muestra, el secado en horno o la adición de agentes 

desecantes. 

Preparación de celda: Se colocan filtros de celulosa y/o fibra de vidrio en 

los extremos de la celda con el fin de evitar la obturación de los conductos del 

extractor de PLE. La celda se rellena con la muestra y con una matriz inerte 

(tierra de diatomeas, arena) para ocupar el volumen muerto. Además se pueden 

introducir co-adsorbentes para purificar el extracto en la misma etapa. 

Extracción: La celda se introduce en el horno a la temperatura de 

extracción, se rellena con disolvente y se presuriza. También se puede 

precalentar la celda previamente y mantenerla a esa temperatura un tiempo 

determinado. Después de recoger el disolvente con los analitos en el vial 

colector, se bombea disolvente fresco a través de los conectores y celda (% de 

flush). Finalmente, se purga la celda con nitrógeno para arrastrar el disolvente 

que permanece impregnando la muestra, el dispersante y, en su caso, el co-

adsorbente en la celda. 
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 Columnas tipo II: Fases químicamente unidas que incorporan 

funcionalidades usando mezcla de ligandos. 

Teniendo en cuenta el tipo de ligando y la forma como este está unido a 

la sílice las columnas tipo II podemos clasificarlas en: 

 Columnas tipo III: Los grupos funcionales son incrustados en la 

mitad de las cadenas hidrofóbicas unidos a la sílice. 

 Columnas tipo IV: Donde los grupos funcionales se colocan en el 

extremo de las cadenas hidrófobas.  

Por otro lado existen columnas trimodales fase reversa, intercambio 

aniónico e intercambio catiónico (RP/AX/CX) basadas en el sistema de doble 

funcionalización de los ligandos y en una nanotecnología de sílice desarrollada 

recientemente [88].  

Las columnas de modo mixto se usaron inicialmente para separar 

biomoléculas tales como aminoácidos, ácidos nucleicos, péptidos y proteínas 

[89-92]. A medida que pasa el tiempo el campo de aplicación se ha extendido al 

desarrollo de fármacos e impurezas en el desarrollo de drogas [93, 94], estudios 

de metabolismo [95, 96], análisis de especiación [97], vitaminas liposolubles [98] 

entre otros.  

El número de variables de operación con estas columnas es mayor por 

ende se debe tener cuidado con el pH de la fase móvil, la fuerza iónica y la 

proporción del modificador orgánico ya que variables necesarias para controlar 

la retención y la selectividad de la fase estacionaria para analitos iónicos, 

polares e hidrofóbicos. 

En general, todo tipo de moléculas ácidas, básicas y neutras son menos 

retenidas cuando la proporción de modificador orgánico se incrementa, aunque 

cambios importantes en la selectividad pueden aparecer si las otras variables se 

modifican simultáneamente. Por otro lado, si el modificador orgánico sobrepasa 

el 80 ó 90%, las columnas pueden presentar un modo HILIC en vez de un modo 
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Neutral Loss Scanning: ambos cuadrupolos operan en modo scan, 

monitorizando pérdidas específicas en el proceso de fragmentación. 

Multiple Reaction Monitoring (MRM): ambos analizadores operan en 

modo SIM. Este modo de trabajo es el más sensible y, por tanto, el que se 

emplea en análisis cuantitativo. 

 
 

2.4. Química analítica verde 

La química verde es en general una filosofía de la química definida por 

12 principios postulados por Anastas y Warner [106]. Dichos principios se 

pueden aplicar a cualquier área de la química. En todas las disciplinas, la 

atención se centra en minimizar los riesgos y maximizar la eficiencia de 

cualquier proceso químico. La química verde tiene por objetivo, reducir y en lo 

posible eliminar la contaminación en su origen para favorecer la salud humana. 

Varios principios de la química verde se aplican a la química analítica, 

por ejemplo reducir o eliminar el uso de disolventes peligrosos en el análisis 

cromatográfico y en lo métodos de preparación de muestras. Namiesnik [107, 

108] propuso la definición más completa de química analítica verde a finales de 

los noventa: “El uso de técnicas químicas analíticas y metodologías que reduzcan o 

eliminen los disolventes, reactivos, conservantes y otros productos químicos que sean 

peligrosos para la salud humana o el medio ambiente y que también puedan permitir 

análisis más rápidos y de mayor eficiencia energética sin comprometer el criterio de 

rendimiento”. 

El acetonitrilo es el disolvente más usado en HPLC por su amplia 

capacidad de disolución de solutos, la baja acidez, su mínima reactividad 

química, bajo corte al UV y compatibilidad con MS. La reducción de acetonitrilo 

es la primera opción de química verde en cromatografía líquida. Pero los 

principios se pueden aplicar a otros disolventes y aditivos. Como ejemplo 

tenemos la sustitución del ácido trifluoroacético (TFA) que es citotóxico, 
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corrosivo y persistente en el medio ambiente por ácido fórmico que tiene baja 

toxicidad y se descompone en CO2 y H2O [109]. 

Un instrumento de cromatografía líquida equipado con una columna 

convencional de 15 a 25 cm de longitud de 4,6 mm de d.i. y de 5 µm, que opera 

generalmente a un flujo de 1 mL/min, consume en funcionamiento continuo 

cerca de 1,5 L de disolvente cada día el cual es aproximadamente de 500 L al 

año, de los cuales el 50% es un disolvente orgánico. Por ello se han estado 

buscando estrategias para reducir el consumo de disolvente orgánico. Una vía 

para reducir el consumo de disolvente es sin duda disminuir el flujo, pero sin 

reducir la eficiencia. La teoría muestra que al menos en HPLC la eficiencia de la 

columna (N) es independiente del diámetro interno a diferencia de 

cromatografía de gases. En HPLC, N depende de la longitud y del tamaño de 

partícula. Se ha buscado reducir la longitud de la columna, el diámetro interno 

y el tamaño de partícula para disminuir el consumo de disolventes orgánicos 

[110]. Sin embargo el consumo sigue siendo alto y por ello se ha querido 

cambiar los disolventes orgánicos por disolventes verdes. 

Para solucionar el problema del disolvente se ha buscado trabajar con 

agua pura como fase móvil sobre todo a temperaturas superiores a 100 ºC a 

partir de la cual la fuerza eluyente es suficientemente elevada [111]. De este 

modo, a medida que se incrementa la temperatura, la cantidad de modificador 

orgánico en la fase móvil puede reducirse. Un incremento de temperatura de 

3,75 ºC tiene un efecto en la retención similar al incremento de un 1% de 

acetonitrilo, y un incremento de 5 ºC es similar al aumento de un 1% de metanol 

[112]. 

A elevada temperatura el agua presenta las mismas características que 

un eluyente acuoso-orgánico en términos de fuerza elutrópica. El uso de agua 

pura como fase móvil en cromatografía líquida de alta temperatura (HTLC) se 

conoce con el nombre de “cromatografía de agua super calentada” o 

“cromatografía de agua subcrítica”. 
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La principal ventaja del uso de “agua subcrítica” es su no toxicidad y la 

posibilidad de trabajar con detectores especiales [113] incluyendo ionización en 

llama, baja longitud de onda UV, ICP-MS y NMR [113, 114]. Sin embargo, esta 

técnica presenta algunos inconvenientes [114]: la fuerza eluyente no aumenta 

durante el proceso de análisis, excepto que el gradiente de disolvente se 

reemplace por un gradiente de temperatura; los solutos no polares son 

retenidos incluso a elevada temperatura; el “agua subcrítica” es un disolvente 

agresivo; las fases estacionarias para trabajar en estas condiciones son muy 

limitadas y algunos solutos presentan baja solubilidad en agua fría [115]. 

Además del agua se han trabajado otros disolventes verdes como el etanol en 

separaciones cromatográficas líquidas. Existe un gran número de separaciones 

líquidas que se pueden hacer con agua / etanol (metanol) / CO2 y aditivos 

ecológicos tales como acetato de amonio, formiato, ácido fórmico, y amoniaco 

[116]. 

2.4.1. Cromatografía Líquida de alta temperatura (HTLC) 

Cuando se habla de cromatografía Líquida de alta temperatura (HTLC) 

se refiere a separaciones cromatográficas llevadas a cabo a temperaturas 

superiores a la temperatura ambiente con rangos entre 40 ºC a 200ºC con una 

fase móvil en estado líquido. 

Aunque el uso de la nomenclatura HTLC es bastante reciente, el interés 

de la temperatura como un posible parámetro de optimización de los métodos 

de HPLC surgió desde los principios del desarrollo de dicha técnica [117]. 

Los factores influyentes en el hecho de que hasta ahora la temperatura no 

haya sido considerada un parámetro clave a optimizar en los métodos de rutina 

son diversos. Por un lado, la falta de instrumentación comercial equipada con 

hornos que alcancen temperaturas por encima de los 90 ºC, así como la 

existencia de fases estacionarias realmente estables a estas temperaturas. 

Además, los cambios de temperatura afectan a un elevado número de 

procesos, tanto cinéticos como termodinámicos, relevantes en una separación 
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Resolución (Rs): eficiencia (N), selectividad (α) y retención (k), están 

influenciados por la temperatura (Ecuación 4). 

ݏܴ  = 	√4ܰ ൬∝ 	−1∝ ൰ ൬ ݇1 + ݇൰ 

Ecuación 4 

 

• Eficiencia 

La eficiencia, en cromatografía, se define en base a la altura del plato (H) 

y al número de platos (N). La eficiencia de la columna aumenta cuanto mayor 

es el número de platos, y cuanto menor es la altura de plato. La eficiencia o 

número de platos N, nos da una idea del ancho de banda, y por tanto, de la 

efectividad de separación de la columna. Un aumento en el número de platos 

supondrá una disminución del ancho de banda y en consecuencia, un aumento 

de la resolución si la retención se mantiene constante. En el año 2006, Yang [124] 

desarrolló un modelo para el estudio del efecto de la temperatura en la 

eficiencia de la columna en HTLC, concluyendo que la temperatura es un 

parámetro que puede emplearse como una variable a controlar para optimizar 

la eficiencia de la separación 

La máxima eficiencia se conseguirá empleando columnas largas con un 

tamaño de partícula pequeño. Sin embargo, en la práctica esta opción tiene dos 

grandes inconvenientes: largos tiempos de análisis y presiones de trabajo 

demasiado elevadas para los equipos convencionales de cromatografía líquida. 

En este caso el uso de altas temperaturas es una buena alternativa para superar 

estos inconvenientes. 

• Selectividad 

La selectividad describe la capacidad de la cromatografía para separar o 

diferenciar entre varios compuestos. Está determinada por la fase estacionaria, 

fase móvil, así como otros parámetros, donde la temperatura juega un papel 
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importante, especialmente en compuestos polares e ionizables donde los 

equilibrios de ionización son función de la temperatura [125-128].  

El empleo de la temperatura como un factor de selectividad presenta la 

ventaja de su facilidad de control y modificación. Además, el orden de elución 

de los compuestos puede alterarse variando la temperatura, manteniendo la 

misma composición de la fase estacionaria y fase móvil. 

Buckenmaier y col. [129] han demostrado como la temperatura modifica 

la selectividad en cromatografía como consecuencia de la modificación de la 

ionización de los analitos por cambios en los valores de pKa. La selectividad se 

ve incrementada por la combinación de programas de temperatura y gradientes 

de fase móvil. La influencia de la temperatura en la selectividad abre nuevas 

posibilidades, aunque incrementa la complejidad del desarrollo de los métodos, 

ya que se convierte en un parámetro adicional en el desarrollo de los mismos. 

Por ello, la gran mayoría de los programas de software desarrollados incluyen 

la temperatura como una variable. 

 

• Retención 

Bowermaster [130] y Chen [131] han demostrado que el uso de 

programas de temperatura tiene un efecto similar al empleo de gradientes de 

disolventes en análisis cromatográfico, pudiendo variar la retención según se 

empleen programas de temperatura o de composición de la fase móvil. 

Variaciones de 3-5 ºC presentan el mismo efecto en la retención que un aumento 

de 1% de la concentración de modificador orgánico. 

Una de las principales ventajas de trabajar a elevada temperatura es que 

permite reducir la cantidad de disolvente orgánico, utilizando disolventes 

menos agresivos con el medio ambiente, por reducción de la viscosidad con la 

temperatura, tales como etanol o 2-propanol, o emplear incluso agua pura como 

fase móvil [121, 132, 133] 
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sobre las recuperaciones  ACE, ASP, CIC, NHDC, SAC, SUC y NEO en aguas 

residuales y superficiales. Los mejores resultados de recuperación los 

obtuvieron con los cartuchos poliméricos de fase reversa Bakerbond SBD-1 y 

ajustando el pH de la muestra a 3, con un rango entre 53 y 113% para aguas 

residuales y entre 60 y 102% para aguas superficiales. Sin embargo, los 

rendimientos no fueron óptimos para todos los compuestos. Para ASP y NHDC 

en agua embotellada las recuperaciones fueron del 41% y 59% respectivamente. 

Por otro lado, las recuperaciones de ACS, CIC, SAC y SUC parecen descender 

con el aumento de la materia orgánica disuelta, es decir, las recuperaciones 

descendían en el orden: agua de bebida > agua superficial > agua residual. 

Por otro lado, Zigler y col. [142] realizaron un estudio comparativo de 

siete adsorbentes con base silice (Chromabond C18ec, Bakerbond SPE 

Octadecyl, Bakerbond  SPE Pheny, LiChrolut RP-18, Supelclean LC-18, 

Discovery DSC-18 y Zorbax C18) y tres poliméricos de fase reversa (Strata X-

RP, Oasis HLB y Bakerbond SPE SDB-1) para la extracción de edulcorantes 

artificiales de un tampón acuoso, pero no fue aplicado a muestras reales. Las 

características de los adsorbentes (estructura, porosidad, diámetro de partícula, 

contenido de carbón, área superficial y existencia o no de “end-capping”) se 

correlacionaron con las recuperaciones. Además también se estudió el efecto del 

pH y del tipo de tampón sobre la recuperación. Se concluyó que todos los 

cartuchos C18 retienen bien los edulcorantes estudiados con eficiencias 

alrededor del 95%. Los edulcorantes que presentaron resultados más bajos en 

todos los cartuchos fueron el ACE y el CIC. En los cartuchos poliméricos de fase 

reversa Bakerbond SDB1 el ASP y ALI se perdieron totalmente y el NEO 

solamente se recuperó en un 74%. Los cartuchos poliméricos Strata X 

presentaron buenas recuperaciones para todos los compuestos del estudio, 

mientras que los Oasis HLB presentaron recuperaciones más bajas. El ACE y 

CIC se recuperaron en un 74 y 41%, cuando solamente se usaron 60 mg de 

adsorbente Oasis HLB, y al rellenar un cartucho con 300 mg de este mismo 

adsorbente la recuperación fue cuantitativa. 
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[154] y MS. El uso de UV hace necesaria una etapa de derivatización para la 

determinación de CIC y SUC y ELSD no tiene la sensibilidad necesaria, por lo 

que la combinación más utilizada es HPLC-ESI-MS, tanto en muestras de 

alimentos como en muestras medioambientales [43, 44, 47, 53, 56, 160-162]. ASP, 

SAC y SUC pueden ionizarse tanto en modo positivo como negativo mientras el 

resto de edulcorantes solo se ionizan en modo negativo, por lo que la mayoría 

de los métodos utilizan este último modo para la determinación simultánea de 

todos los edulcorantes artificiales.  
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3.1. Etapas en el desarrollo de un método de HPLC asistido por 

computador 

 

3.1.1. Definición de los objetivos del procedimiento 

La industria farmacéutica es el mayor consumidor en el mundo de 

instrumentación de HPLC en sus laboratorios de control de calidad e 

investigación y desarrollo. Lo que tiene que ver con el desarrollo de 

procedimientos de separación en la industria farmacéutica es de preferencia 

para los fabricantes de equipos analíticos y softwares de HPLC debido a su alto 

consumo. Se hace necesario controlar la pureza de los principios activos 

farmacéuticos, el control de materias primas del proceso, los intermedios y 

finalmente el producto terminado. En otras palabras, esto implica el control de 

los productos de degradación, las pruebas de ensayo, la identificación de 

metabolitos, entre otros. 

Los primeros pasos en la investigación son por lo general los más 

críticos, se debe escoger la mejor columna para la separación, así como el pH 

óptimo de la fase móvil y la temperatura, está a veces tiene efectos similares a 

los cambios en el pH. También se debe seleccionar el modificador orgánico y las 

proporciones a usar, además, del perfil de gradiente optimizado. Se hace 

necesario finalmente verificar que las condiciones sean robustas y que se 

puedan aplicar de forma rutinaria [164]. 

 

3.1.2. Diseño de experimentos requerido 

El objetivo es completar esta etapa con la menor cantidad de esfuerzo y 

por lo tanto con el menor número de experimentos posible. La situación es 

diferente cuando el número de compuestos a separar se conoce y cuando las 

mezclas a ser separadas contienen un número desconocido de compuestos. Sin 

embargo, la mejor opción, a priori, es utilizar el diseño estadístico de 

experimentos (DOE). Este permite la definición de un grupo de datos los cuales 
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permitirán construir un modelo empírico que relaciona los parámetros del 

instrumento, los factores físicos y químicos, las propiedades cromatográficas de 

los compuestos que se separan y también evaluar la influencia de cada uno de 

los factores que afectan la separación para modelar la superficie de respuesta. 

En una segunda etapa, un modelo de superficie de respuesta que considere los 

factores identificados como importantes en el proceso de selección inicial 

permite la localización de los valores de los factores que son óptimas para la 

separación [165]. La metodología comprende los siguientes pasos: (1) la 

selección de los factores instrumentales que se sabe que influyen o por lo menos 

se presume puedan influir en las propiedades cromatográficas. Los niveles de 

variación en cada uno de los factores seleccionados también se debe definir en 

este etapa; ( 2 ) la selección de un diseño apropiado para el conjunto de factores 

que garantiza la evaluación de los efectos principales, ( 3 ) la ejecución de los 

experimentos definidos por el diseño aceptados en la anterior etapa y la 

aplicación de análisis de regresión para calcular los coeficientes del modelo 

matemático de la superficie de respuesta; ( 4 ) el uso de este modelo matemático 

permite encontrar la respuesta óptima en la región delimitada por los intervalos 

definidos para cada uno de los factores considerados. Dicha solución óptima se 

debe verificar experimentalmente con el fin de validar el modelo. ( 5 ) Si el 

resultado de la separación es satisfactorio el proceso se concluye. Sin embargo, 

si no se logran los objetivos propuestos, el proceso se repite, cambiando los 

niveles de los factores en el modelo o simplemente adicionando unos nuevos. 

 

3.1.3. Realización de experimentos 

En esta etapa se busca llevar a cabo los experimentos requeridos para 

obtener los datos de retención que serán usados para la construcción del 

modelo de retención. Independiente de la estrategia usada, el problema es 

similar cuando el objetivo es separar los picos en una mezcla o cuando algunos 

de estos son de interés particular. El objetivo esencial de esta etapa del proceso 

es determinar el número de picos en la mezcla y donde cada pico aparece en los 
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diferentes cromatogramas generados de la secuencia de experimentos. La 

complejidad de esta etapa va a diferir en función de la complejidad de la mezcla 

y de la instrumentación disponible. Aunque, algunas herramientas de 

quimiometría disponibles pueden ayudar bastante al analista de cromatografía 

en esta tarea, permitiendo en algunos casos que el proceso sea automático o 

semi automático. 

 

3.1.4. Análisis y procesamiento de los datos generados (construcción del 

modelo de retención) 

En algunos casos, se utilizan procedimientos convencionales, tales como 

ajuste de modelos de superficie de respuesta lineal o cuadrática de los datos, de 

modo que la retención de cada pico se modela de forma individual y los 

modelos de superficie de respuesta se utilizan para estimar las condiciones 

óptimas para la separación. Aunque en diversos estudios [166, 167] los 

investigadores han optado por ajustarse al par crítico u otros criterios derivados 

directamente de la retención, generalmente es preferible el modelo de retención 

de picos y luego derivar las magnitudes porque la naturaleza discontinua de la 

inmensa mayoría de los criterios hacen que sea muy difícil obtener una 

superficie de respuesta manejable. 

 

3.1.5. Selección de condiciones de operación óptima 

Independientemente del procedimiento utilizado para ajustar el modelo 

de retención, la optimización de la separación comienza con este modelo, y se 

utilizan diversos enfoques para determinar las condiciones óptimas, que van 

desde las búsquedas de redes simples en el espacio de simulación definido por 

el modelo restringido en mayor o menor medida por las condiciones impuestas 

por el analista de cromatografía o procedimientos iterativos, con mayor o 

menor participación directa por el analista de cromatografía a procedimientos 
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totalmente automáticos que concluyen con la propuesta de una o más 

posibilidades que deben ser verificadas experimentalmente por el operador. 

 

3.1.6. Estudio de la robustez del procedimiento 

La robustez es uno de los elementos clave en la validación de los 

métodos de separación. La robustez es una medida de la capacidad del 

procedimiento para proporcionar resultados que no se vean afectados por los 

pequeños cambios que pueden tener lugar en los parámetros del 

procedimiento. Obviamente en los estudios de robustez, estos cambios son 

intencionales y por lo general de mayor magnitud que los previstos en virtud 

de la operación de rutina de las condiciones del procedimiento. Si estos cambios 

intencionales demuestran que el procedimiento es robusto, a continuación, la 

aplicación rutinaria del procedimiento puede llevarse a cabo sin problemas. Sin 

embargo, los límites de tolerancia de los diferentes parámetros que garantizan 

el funcionamiento controlado del proceso de separación deben ser evaluados. 

Normalmente, las evaluaciones de consistencia se realizan por DOE. Sin 

embargo, como la separación puede verse afectada por un gran número de 

parámetros, se utilizan diseños factoriales fraccionados o de Plackett – Burman 

(en ambos casos, se utilizan diseños de resolución III) con el objetivo de reducir 

el número de experimentos requeridos [168, 169].  

Normalmente, los estudios de robustez son conducidos en la etapa de 

validación del procedimiento de separación. Por ejemplo cuando el método se 

considera definitivo o semi definitivo. Obviamente, si los resultados del estudio 

de robustez demuestran que el procedimiento no es robusto, el tiempo, el 

dinero y el esfuerzo invertidos en el desarrollo pueden haber sido 

desaprovechados. Es claro que el método se puede re optimizar para establecer 

un set final de condiciones que garanticen un suficiente grado de robustez. 

Alternativamente, el estudio de robustez puede llevarse a cabo durante 

el desarrollo del procedimiento. Es decir, el diseño debería tener en cuenta la 
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solidez, utilizando un diseño de enfoque QbD [170-172]. Para este fin, el 

procedimiento se desarrolla por un diseño experimental adecuado que toma en 

cuenta los factores que pueden ser críticos para la robustez, junto con otros 

factores que afectan a la separación. Factores tales como la temperatura, el pH, 

la composición de la fase móvil, el tiempo de ejecución del gradiente, además 

del flujo de la fase móvil y los porcentajes iniciales y finales del modificador que 

generalmente también son importantes. Si el estudio de robustez se lleva a cabo 

con el fin de transferir el procedimiento a otros equipos o laboratorios, el tipo 

de columna y el tiempo de desfasaje en el instrumento son importantes. Los 

CAMD son de gran interés en este tipo de enfoque ya que el esfuerzo 

experimental se reduce al mínimo y casi sin experimentos, haciendo uso de los 

datos obtenidos durante el establecimiento del modelo de retención. 

 

3.1.7. Transferencia del procedimiento 

La transferencia de los procedimientos de separación de un instrumento 

a otro, de un laboratorio a otro, o de una columna a otra de diferente longitud o 

de diferente diámetro interno o el mantener la fase estacionaria constante para 

lograr una separación más rápida y eficiente, se pueden realizar mediante 

CAMD. 

En la práctica, tiene poco sentido la optimización de un procedimiento de 

separación, si el proceso que implica inversión de tiempo y costo, solamente se 

limita a uso exclusivo en el equipo en que se desarrolló. Por definición, un 

método de rutina está destinado para la distribución y el funcionamiento en 

numerosos laboratorios. Por lo tanto, la transferencia de los procedimientos de 

separación debe ser considerada como un paso más en el desarrollo y la 

optimización de la separación. Obviamente, para una transferencia exitosa, el 

procedimiento debe haber superado claramente los estudios de robustez. La 

transferencia de procedimientos isocráticos es mucho más simple que la 

transferencia de procedimientos de gradiente [164]. 
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3.2. Programa PREGA 

El grupo de investigación en Cromatografía y Quimiometría 

(ChromChem) del Departamento de Química Analítica, Nutrición y 

Bromatología del Instituto de Investigación y Análisis Alimentario (IIAA) de la 

Universidad de Santiago de Compostela ha desarrollado un programa 

informático denominado PREGA. Esta herramienta informática consta de un 

conjunto de programas que pretenden facilitar el proceso de optimización en 

sistemas de HPLC.  

Se parte de un número pequeño de datos experimentales, capaces de 

generar un modelo de retención para una mezcla de compuestos a separar. Este 

modelo se utiliza con fines predictivos, logrando realizar optimizaciones 

isocráticas y también de variedad de gradientes (lineales, curvos, multilineales 

y escalonados) de cualquier perfil, también se puede manipular la temperatura 

a la que se desarrolla la separación y el flujo de la fase móvil. Es un programa 

con una interfaz muy amigable la cual permite abordar optimizaciones de tipo 

más convencional (utilizando funciones de respuesta de tipo CRF) o por  

primera vez, realizar optimización Pareto en cromatografía liquida. La versión 

más reciente disponible públicamente (www.usc.es/gcqprega) es la 7.0. 

El módulo DM en la versión PREGA 7.0 se encarga de todo el trabajo de 

manipulación de los datos de inicialización y creación de los modelos de 

retención. Podemos entrar a PREGA desde este módulo para generar nuevos 

problemas de separación. 

Todas las versiones de PREGA mantienen la misma filosofía, y esto 

teniendo en cuenta que cada vez se introducen mejoras que facilitan el manejo 

del mismo. Lo que se busca con este programa es generar aproximaciones 

sistemáticas a la optimización de las diferentes separaciones por HPLC. Permite 

procesos de aproximación rápidos (que requieren mínimo trabajo experimental 
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previo), y a su vez procesos más seguros y precisos pero son más lentos y los 

cuales requerirán un mayor trabajo experimental previo. 

En PREGA se pueden realizar dos tipos de proyectos: 

 Proyectos de tipo I (PREGA convencionales), que utilizan tanto 

datos de retención isocráticos como en gradiente para construir los 

modelos de retención de los picos en la mezcla. 

 Proyectos de tipo II, que utilizan solamente gradientes de 

“Scouting” para construir los modelos de retención de los picos. 

Las dos opciones son compatibles y están diseñadas para utilizar todo el 

trabajo experimental realizado. Uno de los objetivos en cualquier aproximación 

al desarrollo de métodos asistido por ordenador es limitar al máximo el trabajo 

experimental previo, necesario para disponer de los datos de inicialización que 

requiere el desarrollo del modelo de retención, el cual permitirá la simulación 

de las separaciones. Dicho trabajo es función del número de parámetros 

incluidos en el modelo, de modo que si solamente nos interesa estudiar la 

influencia de la variación en el contenido de modificador de la fase móvil, el 

número de datos necesario es mucho menor que si queremos estudiar además, 

la influencia del pH y/o de la temperatura, etc. 

En muchas ocasiones con nuevas mezclas de compuestos a separar, no es 

fácil predecir cuales de estos factores tendrán influencia real en la calidad de las 

separaciones (es decir, qué parámetros nos permitirán optimizar realmente la 

separación), pero tampoco se sabe si se llega a una solución suficientemente 

satisfactoria. Por tanto, una aproximación de tipo general, que incluya desde el 

principio todos los factores en el modelo y que exija un gran número de 

experimentos previos al objeto de disponer de los datos necesarios para ajustar 

el modelo es poco recomendable. Por el contrario, es preferible una 

aproximación de tipo secuencial que aprovechando el trabajo realizado en cada 

momento nos permita evaluar con seguridad cual es la influencia de cada 

parámetro y cuales son realmente las posibilidades de lograr una solución 
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suficientemente satisfactoria. PREGA 7.0 ha sido desarrollado con esta filosofía 

y además permite explorar este tipo de aproximación de una forma sencilla y 

eficiente. 

Los proyectos de tipo II son los más rápidos y simples de construir, 

requiriendo menor trabajo experimental. Están basados en los desarrollos y 

ecuaciones publicadas por Snyder y colaboradores a lo largo de varias décadas 

de trabajos fundamentales en el desarrollo de la HPLC [173]. Constituyen 

además la base de los principales programas comerciales para el desarrollo de 

métodos asistido por ordenador en HPLC (Drylab, ACD-labs LC-Simulator, 

etc.). 

PREGA 7.0 incorpora la versión más simple de estas ecuaciones [174], 

requiriendo de esta manera un número mínimo de experimentos previos. La 

aproximación implica registrar dos gradientes con un amplio intervalo de 

porcentajes de modificador para garantizar que todos los picos de la mezcla 

eluirán durante el desarrollo de dichos gradientes y realizar estos gradientes 

con tiempos diferentes (o lo que es lo mismo, variar la pendiente del cambio del 

% de modificador con el tiempo). Los datos de retención de los picos en estos 

gradientes se utilizan para ajustar un modelo lineal simple que relaciona el 

logaritmo neperiano de K con el porcentaje de modificador y, por tanto, nos 

proporciona un mapa de retención aproximado para cada pico. A partir de ese 

mapa de retención se pueden generar simulaciones de las separaciones, bien 

utilizando el propio modelo para la elución en gradientes o bien, calculando los 

valores de retención isocrática y con ellos, los datos de entrada para otros 

modelos de simulación como, por ejemplo, PREGA.  

Los proyectos de tipo I son los convencionales de PREGA ya disponibles 

en anteriores versiones del programa. Estos modelos se construyen a partir de 

datos de retención en eluciones isocráticas y también de datos de retención en 

eluciones programadas [175]. El proceso de generación de un modelo de 

retención en PREGA asume la utilización de datos isocráticos para la creación 

del modelo, pero también la ausencia de algunos de tales datos, caso frecuente 
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en modelos de retención calculados a partir de datos de retención isocrática. 

Habitualmente, se renuncia a evaluar el modelo fuera de los límites definidos 

por los datos realmente disponibles, lo que convierte el sistema en poco útil 

puesto que normalmente la región a explorar es mucho más amplia que la 

cubierta por los datos experimentales. La alternativa utilizada por PREGA tanto 

en sus versiones anteriores como en la versión 7.0 consiste en validar y re-

calibrar el modelo de retención en bruto mediante un cierto número de 

gradientes registrados experimentalmente. Este proceso de re-calibración del 

modelo se esquematiza en la parte superior de la figura. En este esquema 

superior se representa como se efectúa el cálculo en PREGA para la retención 

del pico en un programa de elución cualquiera, teniendo en cuenta que PREGA 

siempre transforma los programas de elución en programas de tipo escalonado 

para efectuar los cálculos mediante el denominado modelo de escalones 

(desarrollado por Cela y colaboradores en 1986 [176] y formalizado a partir de 

2000 por Nikitas y colaboradores [177]) 

Tal y como vemos en el esquema el cálculo de la retención se basa en 

estimar la velocidad de avance del pico en la columna en etapas isocráticas 

sucesivas que equivalen al programa de gradiente original. Es evidente que no 

se dispone de datos experimentales para todas y cada una de esas etapas 

(nuevamente, se han señalizado con símbolos diferentes y coincidentes con los 

empleados en el esquema del modelo de la parte inferior). Por tanto, lo que se 

hace es permitir una cierta variación de los valores de velocidad de pico para 

las etapas que no disponen de datos reales y ajustar esos valores para lograr 

coincidencia entre los tiempos predichos para la retención del pico en gradiente 

y los medidos experimentales. En la práctica, PREGA utiliza un algoritmo 

genético para efectuar este ajuste. 

El resultado de este proceso es un modelo de retención re-calibrado que 

permite ajustar tanto la retención en modo isocrático como en modo 

programado y que puede permitir simulaciones en un amplio rango de valores 
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y con ello, convertirse en una herramienta eficiente para la optimización 

asistida por ordenador de separaciones en HPLC. 

Adicionalmente, y tal como se ha indicado previamente, los gradientes 

utilizados por un modelo PREGA convencional para la re-calibración son los 

mismos que el programa propone para calcular modelos SCOUT, de modo que 

el trabajo experimental realizado siempre es utilizado de la forma más eficiente 

posible y el proceso de creación del modelo de retención resulta así un proceso 

secuencial que va incorporando más parámetros y exigiendo más trabajo según 

se va comprobando la necesidad de realizar esos experimentos y no a priori. 

Este modelo de retención es utilizado posteriormente para el desarrollo 

del proceso de optimización de las separaciones. Tanto el proceso de desarrollo 

del modelo de retención isocrático como la re-calibración del mismo y el propio 

proceso de optimización de las separaciones son realizados mediante 

algoritmos evolutivos [178, 179], adaptados a cada uno de estos objetivos. En el 

caso de la optimización de las separaciones, se usan cualquiera de las funciones 

de respuesta cromatográficas (CRFs) como función objetivo [180]. 

 
 

3.2.1. Aplicaciones del PREGA 

Como se mencionó anteriormente El PREGA es una herramienta de 

quimiometría que facilita el trabajo a los analistas cuando utilizan 

cromatografía líquida, permitiendo a estos mejorar las separaciones 

cromatográficas y lograr procesos de desarrollo más eficientes. Puede ser 

aplicado a cualquier tipo de compuesto que se quiera separar. Es decir 

compuestos ionizable o no ionizables, polares, etc. Ejemplo de las separaciones 

hechas con PREGA encontramos polifenoles, arilaminas, piroretardantes, 

edulcorantes, pesticidas y fármacos entre otros [163, 181]. 
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los resultados obtenidos demuestran que estas fases de modo mixto no son las 

mejores en este caso, debido al diferente carácter ácido/base de los analitos, 

algunos de los cuales no se pueden después eluir del cartucho al estar 

demasiado retenidos. Por ello finalmente se ha usado un adsorbente Oasis HLB, 

que proporciona interacciones de fase reversa e hidrofílicas, pero sin 

interacciones iónicas. Por ello el volumen de muestra a percolar debe limitarse a 

un máximo de 50 mL. De hecho, investigaciones posteriores [1] a la publicación 

del artículo científico 1, han optado también por evitar el uso de cartuchos de 

modo mixto, utilizando también finalmente el mismo adsorbente y el mismo 

volumen de muestra. Otra alternativa publicada recientemente [2], consiste en 

la inyección directa de grandes volúmenes de muestra en el HPLC-MS/MS (sin 

etapa previa de SPE), pero dicha aproximación solo se ha probado para dos de 

los edulcorantes y requiere una configuración especial del equipo de HPLC. 

Finalmente, la matriz más compleja corresponde a los lodos de plantas 

de tratamiento de aguas residuales (WWTP) (artículo científico 2), ya que 

presentan una carga de materia orgánica muy elevada. Cuando se abordó el 

desarrollo del método no existía metodología específica para estos compuestos 

en esta matriz y se optó por emplear extracción con líquidos presurizados 

(PLE), debido a su fácil automatización y la posibilidad de introducir una etapa 

de limpieza simultánea a la extracción. De hecho otros autores han seguido el 

mismo camino posteriormente, empleando también PLE en lodos [3] e incluso 

para la determinación de edulcorantes en pescado [4]. Los resultados obtenidos 

indicaron que era posible realizar la extracción con agua tamponada y 

posteriormente concentrar el extracto empleando el método de SPE optimizado 

en el artículo científico JJ. Un aspecto relevante a tener en cuenta es la hidrólisis 

del ASP, que ocurre si no se controla bien el pH del tampón de extracción. Sin 

embargo, este edulcorante no se ha encontrado finalmente en muestras de agua 

ni de lodos, ya que la hidrólisis también ocurre en el propio cuerpo humano 

durante su metabolismo y no se excreta ASP como tal, Figura 1. 
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Figura 1. Productos de la hidrólisis y metabolismo del ASP [5]

 

SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA 

En esta tesis se han evaluado tres tipos de columnas de HPLC: fase 

reversa (RPLC), interacción hidrofílica (HILIC) y modo mixto (MMLC), que 

combina RPLC con cambio aniónico y catiónico simultáneamente. Además en el 

caso de RPLC se han empleado gradientes convencionales de modificador y 

además gradientes simultáneos de temperatura y modificador. 

En realidad, aunque aparece un último lugar (artículo científico 4), la 

MMLC fue la primera alternativa probada, para un amplio rango de 

compuestos de diferentes propiedades (no sólo edulcorantes). En este trabajo se 

demostró que era posible la optimización computerizada de este tipo de 

separaciones tan complejas, debido a todos los mecanismos que tienen lugar. 

De hecho las funciones usuales probadas fallaron para modelizar algunos 

compuestos y se tuvo que recurrir a funciones Hoerl, con las que se obtuvieron 

resultados satisfactorios. Estas columnas de MMLC trimodales (con cambio 

tanto catiónico como aniónico además de RPLC) han demostrado poseer un 

gran potencial. Sin embargo, un problema detectado con el tipo de columna 

probado fue la falta de robustez, sobre todo comparada con RPLC. Estudios 

más reciente realizados en el grupo de investigación [6] demuestran, sin 

embargo, que otros fabricantes han conseguido producir columnas de MMLC 

altamente reproducibles, por lo que es una técnica con alto potencial. 

En cuanto a RPLC, ha demostrado ser todavía el modo de trabajo de 

referencia en HPLC, dando resultados buenos para estos compuestos polares. 

De hecho, en el artículo científico 1 se comparó con HILIC, empleando una 
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columna de tipo Diol. Los resultados demostraron que HILIC es prometedora 

para la separación de compuestos polares, pero es más difícil su optimización, 

la forma de pico no es siempre la mejor e incluso, a pesar de usar más 

disolvente orgánico (a priori beneficioso para la ionización mediante ESI), los 

LOQs obtenidos fueron mejores mediante RPLC. Diversos estudios posteriores 

a dicho trabajo han intentado aplicar HILIC para la determinación de 

edulcorantes [7, 8]. Por ejemplo Salas et al. [8] compararon dos columnas HILIC 

diferentes, una de tipo de sílice pura y otra zwiteriónica de tipo 

sulfoalquilbetaína, tras un proceso complejo de optimización. Sus resultados 

empleando detección con un sistema Orbitrap no fueron mejores que los 

obtenidos en el artículo científico 1. Con todo, es preferible usar RPLC para la 

mayoría de las aplicaciones, por su fácil optimización. 

Finalmente, en el artículo científico 3, se estudió el uso de HPLC de alta 

temperatura (HTLC) en separaciones mediante RPLC. La principal dificultad en 

este caso es que no es posible usar columnas en base de sílice (ej. C18) y hay que 

emplear columnas poliméricas o de carbón, además de ser necesario disponer 

del módulo específico para trabajar en HTLC. En esta aplicación, una vez más el 

disponer de la optimización computerizada de la separación es de gran valor, 

ya que permite emular miles de gradientes, combinando gradientes de 

temperatura y modificador. Inicialmente el objetivo era obtener una separación 

puramente acuosa, sin embargo tres de los edulcorantes (esteviósido, neotamo 

y neohesperidina dihidrochalcona) son suficientemente hidrófobicos para 

impedir alcanzar dicho objetivo. Por ello se recurrió al uso de pequeñas 

cantidades de un disolvente orgánico benigno con el medioambiente (etanol) 

que en HPLC convencional no suele emplearse debido a su alta viscosidad, 

pero que el uso de altas temperaturas permite. Para conseguir alcanzar el 

objetivo de no usar disolvente orgánico, sería necesario disponer de columnas 

que aguantasen mayor temperatura (la empleada era estable hasta 150ºC). Por 

otro lado, el uso de tanto disolvente acuso no facilita la ionización en ESI, lo que 

empeora algo los LOQs respecto a RPLC convencional, pero fueron suficientes 

para la matriz empleada. Además este inconveniente se puede mitigar en los 
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equipos de HPLC-ESI-MS más modernos, que emplean mayor temperatura y 

gas para promover la desolvatación. 

DETERMINACIÓN 

Aunque en principio los edulcorantes son compuestos altamente polares 

y aparentemente ideales para su determinación mediante ESI, la sensibilidad 

obtenida en algunos casos fue solo aceptable. Este es el caso por ejemplo de la 

sucralosa (SUC), ya que al ser simplemente un producto de halogenación de la 

sacarosa común, no presenta en su estructura grupos especialmente básicos ni 

ácidos; solamente grupos alcohol alifáticos. Por ello en el artículo científico 1 se 

obtuvo inicialmente un LOQ de 25 ng/mL cuando se empleaban transiciones 

MRM a partir del ion molecular desprotonado. Este LOQ se mejoró 

substancialmente (unas 60 veces) en el artículo científico 2, mediante el uso del 

aducto con acetato, como precursor de las transiciones MRM. Posteriormente, 

otros autores [2] han usado el aducto con formiato, reportando una mejora de 

unas 20 veces. Sin embargo este proceso de selección del aducto debe realizarse 

con cuidado, ya que es altamente dependiente de la fase móvil empleada, así 

como del instrumento. Por ejemplo, la Figura 2 presenta el espectro de MS de 

alta resolución (HRMS) obtenido con un sistema cuadrupolo – tiempo de vuelo 

(QTOF). En él puede observarse que en este equipo el aducto predominante 

corresponde al ión [M+Cl]-. Esto puede atribuirse a posibles impurezas o al 

diseño de la fuente del equipo que incluye la nebulización de una disolución de 

referencia en continuo para mantener la exactitud de masas. De hecho también 

se observa, aunque con menor intensidad la presencia del aducto con formiato. 

La presencia del aducto con cloruro ha sido también descrita por Wu y 

col.  [2] y atribuida a impurezas o a cesión de cloro por otras moléculas de SUC 

en la fuente del equipo, aunque de menor intensidad, ya que como se menciona 

anteriormente, en su caso el ion seleccionado fue el aducto con formiato. 
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artículo científico 2 se investigaron lodos de depuradora, siendo detectados en 

concentraciones del orden de la centena de ng/g. Sin embargo, una vez 

considerado el contenido en agua de los lodos en fresco, se concluyó que estas 

concentraciones provienen del agua que contienen y no de una adsorción 

sustancial en los mismos (de acuerdo con su carácter polar). Dichos resultados 

son similares a los anteriores. También estudios posteriores reportan similares 

concentraciones y el hecho de que la adsorción en los lodos no juega un papel 

decisivo en su eliminación en las WWTP [3, 9]. 

 

REFERENCIAS 

1. Arbelaez P, Borrull F, Pocurull E, Marce RM; Determination of high-

intensity sweeteners in river water and wastewater by solid-phase extraction 

and liquid chromatography-tandem mass spectrometry. J Chromatogr A 1393 

(2015) 106-114. 

2. Wu M, Qian Y, Boyd JM, Hrudey SE, Le XC, Li XF; Direct large volume 

injection ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry determination of artificial sweeteners sucralose and acesulfame in 

well water. J Chromatogr A 1359 (2014) 156-161. 

3. Arbelaez P, Borrull F, Maria Marce R, Pocurull E; Trace-level determination 

of sweeteners in sewage sludge using selective pressurized liquid extraction and 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry. J Chromatogr A 1408 

(2015) 15-21. 

4. Nuñez M, Borrull F, Pocurull E, Fontanals N; Pressurised liquid extraction 

and liquid chromatography-high resolution mass spectrometry to determine 

high-intensity sweeteners in fish samples. J Chromatogr A 1479 (2017) 32-39. 

5. Humphries P, Pretorius E, Naude H; Direct and indirect cellular effects of 

aspartame on the brain. Eur J Clin Nutr 62 (2008) 451-462. 



METODOLOGÍA DESARROLLADA 

170 
 

6. Montes R, Aguirre J, Vidal X, Rodil R, Cela R, Quintana JB; Screening for 

polar chemicals in water by trifunctional mixed-mode liquid chromatography-

high resolution mass spectrometry. Environ Sci Technol (2017) en revisión. 

7. Kokotou MG, Thomaidis NS; Determination of eight artificial sweeteners in 

wastewater by hydrophilic interaction liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry. Anal Methods 5 (2013) 3825-3833. 

8. Salas D, Borrull F, Fontanals N, Marce RM; Hydrophilic interaction liquid 

chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry to determine 

artificial sweeteners in environmental waters. Anal Bioanal Chem 407 (2015) 

4277-4285. 

9. Subedi B, Kannan K; Fate of artificial sweeteners in wastewater treatment 

plants in New York State, U.S.A. Environ Sci Technol 48 (2014) 13668-

13674. 

 
 

 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV. CONCLUSIONES 





CONCLUSIONES  

173 
 

 

En esta tesis se han investigado diferentes metodologías analíticas 

basadas en cromatografía de líquidos de alta resolución combinada con 

espectrometría de masas (HPLC-MS) para la determinación de edulcorantes de 

alta intensidad, en su mayoría sintéticos, en muestras medioambientales, de 

aguas y lodos, y en muestras de bebidas. Las principales conclusiones que se 

pueden derivar de la misma son las siguientes: 

1. Los edulcorantes son compuestos de elevada polaridad, por lo que es 

necesario optimizar cuidadosamente el proceso de extracción en fase 

sólida (SPE) para su determinación en aguas. Entre los distintos 

adsorbentes utilizados, el Oasis HLB ha proporcionado los mejores 

resultados. 

2. La comparación de cromatografía líquida de interacción hidrofílica 

(HILIC) frente a cromatografía líquida de fase reversa (RPLC) muestró 

que, en general, ambos modos cromatográficos proporcionan una buena 

separación, sin embargo, la RPLC proporcionó mejores límites de 

detección (LODs) y cuantificación (LOQs) y menores efectos de matriz. 

3. Los edulcorantes están presentes de manera ubicua en las aguas 

residuales y superficiales en niveles elevados (µg/L) debido a su alta 

polaridad y persistencia. 

4. La extracción con fluidos presurizados (PLE) usando un tampón acuoso 

permite una buena extracción automatizada de los edulcorantes de lodos 

de depuradora. Posteriormente, estos extractos pueden tratarse como si 

fuesen una muestra de agua, mediante SPE. 

5. Los edulcorantes están también presentes en los lodos de depuradora e 

niveles de hasta 630 ng/g. Estas concentraciones se deben sin embargo al 

agua presente en los lodos y no a una eliminación por adsorción en los 

mismos. 
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6. Ni el aspartamo ni la neohesperidina dihidrochalcona fueron 

encontrados en las muestras medioambientales, debido probablemente a 

que se metabolizan en el cuerpo humano y es posible que también en las 

aguas residuales. 

7. La cromatografía de líquidos de alta temperatura (HTLC) permite la 

separación de los edulcorantes presentes en bebidas hipocalóricas de 

manera eficiente, reduciendo el consumo de disolvente orgánico a menos 

de 1 mL de etanol por inyección. Esto es mucho menos que los varios mL 

empleados en métodos convencionales, que usan disolventes más 

tóxicos, como metanol o acetonitrilo. 

8. La combinación HTLC-MS permite la determinación de los edulcorantes 

(se consideraron 9) en bebidas hipocalóricas tras la simple dilución, 

desgasificiación y filtración de las muestras, con LOQs entre 0.2 y 33 

mg/L. 

9. Tras el análisis de 25 bebidas hipocalóricas, se pudo comprobar como en 

el caso del ciclamato, una de las 9 muestras que lo contenía presentaba 

niveles superiores a los permitidos, mientras que otras 3 estaban en el 

límite legal. 

10. El uso de la optimización computerizada de separaciones (CAMD) en 

HPLC es de gran utilidad, ya que permite obtener de manera eficiente el 

óptimo de separación y simular miles de gradientes en múltiples modos 

cromatográficos. En esta tesis se ha empleado en HTLC con una columna 

de RPLC, y también en cromatografía de modo mixto (MMLC). 

11. Por primera vez se ha descrito un procedimiento de CAMD en MMLC, 

un tipo de cromatografía especialmente complejo, por incluir 

mecanismos de RPLC, cambio catiónico y aniónico, y en ciertas 

circunstancias HILIC. 
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12. Para la CAMD en MMLC se ha recurrido a ecuaciones empíricas de 

Hoerl, que han producido resultados con errores de predicción menores 

del 5% en la mayoría de los casos. 
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