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Resumen  

Las nuevas estrategias analíticas propuestas en la investigación sugieren mejoras considerables a 

métodos analíticos establecidos previamente. Desde el punto de vista ambiental, metodologías 

simultáneas de contaminantes emergentes en distintas muestras acuosas, permite conocer el grado 

de exposición a los que los seres humanos están expuestos diariamente a estos contaminantes, 

además contar con metodologías multiresiduo permite reducir costos, tiempos y gasto de reactivos. 

Desde el punto de vista biológico, la aplicación de estas estrategias analíticas propuestas con 

microextracción basada en RDSE y cromatografía/espectrometría de masas, permitió determinar con 

gran eficiencia biomarcadores en muestras de orina como hormonas sexuales y triclosán. 

Finalmente, para un mejor entendimiento de las afecciones por la exposición a triclosán, se desarrolló 

un experimento de exposición a ratas de laboratorio por este compuesto, y se evaluó el efecto luego 

de un mes de estudio. Se encontraron variaciones significativas en las concentraciones de hormonas 

sexuales y de crecimiento de las ratas, usando para ello el alto poder resolutivo de los 

espectrómetros de masas, lo cual no pudo ser diferenciado usando inmunoensayos comerciales. 

Abstract 

The new analytical strategies proposed in the research suggest considerable improvements to 

previously established analytical methods. From the environmental point of view, simultaneous 

methodologies of emerging pollutants in different aqueous samples, allow to know the degree of 

exposure to which humans are exposed daily to these pollutants, in addition to having multi-residue 

methodologies allow to reduce costs, time and expense of reagents. From the biological point of view, 

the application of these proposed analytical strategies with microextraction based on RDSE and 

chromatography/mass spectrometry, allowed to efficiently determine biomarkers in urine samples 

such as sex hormones and triclosan. Finally, for a better understanding of the problems caused by 

exposure to triclosan, an experiment of exposure to laboratory rats by this compound was developed, 

and the effect was evaluated after one month of study. Significant variations were found in the 

concentrations of sex hormones and growth in the rats, through the high-resolution power of mass 

spectrometers, which could not be differentiated using commercial immunoassays.
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- Clean-up: Etapa limpieza - MeOH: Metanol 

- Dic: Diclofenaco - MP: Metil parabeno 

- DMIS: 1,2-dimetil-1H-imidazole-5-

sulfonil cloruro 

- MS: Espectrometría de masas 

- MSPD: Dispersión de matriz en fase 

sólida 

- DoE: Diseño de Experimentos 
- MSTFA: N-metil-N-trimetil-trifluoro 

acetamida 

- DTE: Ditioeritiol - NaHCO3: Bicarbonato de Sodio 

- E1: Estrona - Nap: Naproxeno 

- E2: 17β-Estradiol o Estradiol - Prog: Progesterona 

- E3: Estriol - PP: Propil parabeno 

- EDCs: Compuestos disruptores 

endocrinos 
- Pyr: Piridina 

- EE2: Etinilestradiol 
- RDSE: Extracción por sorción en disco 

rotatorio 

- EI: Ionización electrónica - Re (%): Recuperación 

- EP: Etil parabeno - rpm: Revoluciones por minuto 

- ESI: Ionización electrospray - RSD (%): Desviación estándar relativa 

- GC: Cromatografía de gases - s-DVB: Estireno divinil benceno 

- H2O2: Peróxido de hidrógeno - SIM: Monitoreo selectivo de iones 

- HAc: Ácido acético - SMPE: Microextracción en fase sólida 

- HCOOH: Ácido fórmico - SPE: Extracción en fase sólida 

- He: Helio - Test: Testosterona 

- HFBA: Ácido heprafluorobutírico - TCS: Triclosán 

- HLB: Hidrofilic-lipofilic balance - TMIS: Trimetil iodo silano 

- Ibu: Ibuprofeno - TOF: Tiempo de Vuelo 

- ISQ: Cuadropolo simple 
- UHPLC: Ultra cromatografía líquida de 

alta resolución 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

El rápido crecimiento de la tecnología, validación y elucidación de procesos 

en biología molecular, química analítica y bioinformática han aumentado la 

aplicación de biomarcadores en las investigaciones clínicas, toxicológicas y 

epidemiológicas, al ofrecer una poderosa y dinámica herramienta para la evaluación 

de riesgos en salud individual, pública y de los ambientes laborales. La medición 

precisa y sensible de biomarcadores en fluidos biológicos es un pilar fundamental 

de la comprensión mecanicista en la biología y medicina reproductiva [1].  

Hasta la fecha, la espectrometría de masas no supera sustancialmente a los 

inmunoensayos para la evaluación de los niveles de biomarcadores. Muchos 

estudios indican que los inmunoensayos son suficientes para medir, por ejemplo, la 

testosterona con la especificidad requerida para el diagnóstico del hipogonadismo 

masculino. Sin embargo, la correlación entre los métodos basados en 

inmunoensayos y espectrometría de masas es pobre cuando se determinan bajos 

niveles de estradiol (<40,7 pmol L-1), en cuyo caso el inmunoensayo tiene un 13,3% 

menos sensibilidad en comparación con la espectrometría de masas [2]. Los 

inmunoensayos comerciales han sido el método de rutina para determinar los 

niveles de hormonas sexuales con fines clínicos durante más de 50 años. Sin 

embargo, ya que las técnicas de espectrometría de masas han aumentado en 

sensibilidad y reducido en costos, se ha promovido un cambio hacia la sustitución 

de este método por lo que se percibe como un enfoque más de "alta tecnología". 

De todas maneras "la selección de un ensayo debe ser impulsada por el rendimiento 

de la medición a la luz de la necesidad clínica y no por la tecnología del ensayo" [3].  

Considerando que cada día son más las afecciones y/o enfermedades 

asociadas al sistema endocrino, ha surgido la necesidad de desarrollar 

metodologías analíticas confirmativas para determinar hormonas sexuales al nivel 

de concentración al cual se encuentran (µg L-1 o ng L-1). Por otro lado, se conoce 

que muchas de estas patologías son provocadas por compuestos exógenos 

conocidos como compuestos disruptores endocrinos (EDCs), los cuales son 
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capaces de bloquear o mimetizar la función endocrina provocando una alteración 

del sistema [4]. Muchos de estos compuestos ya han sido eliminados de productos 

comerciales, como parabenos (free parabens) y bisfenol A (free BPA), sin embargo, 

existen otros, como el triclosán, que aún se sigue utilizando como antibactericida en 

productos de cuidado personal a pesar de tener una acción negativa sobre el 

sistema hormonal [5]. Los péptidos y proteínas también presentan ciertas 

dificultades al momento de ser medidos a través de inmunoensayos. La reacción 

cruzada es una de las razones por la cual se tienen resultados denominados como 

“falsos positivos”. La principal ventaja de los inmunoensayos se refiere a la alta 

selectividad asociada a la interacción de un antígeno con su anticuerpo, sin 

embargo, es fuertemente dependiente de la existencia comercial del anticuerpo (lo 

que implica altos costos y tiempos) además de la clonalidad del mismo (monoclonal 

o policlonal). 

La kisspeptina-145 es una proteína que está asociada a la señalización de la 

regulación neuroendocrina de la reproducción. Hoy en día, se considera un 

componente esencial de la regulación central de la reproducción, ya que, por 

ejemplo, la falta de genes Kiss1 o receptores de kisspeptina (Kiss1r o Gpr54) causa 

hipogonadismo hipogonadotrópico en humanos y roedores [6]. Tras un proceso de 

degradación biológico (proteólisis) ocurre una ruptura de la proteína en varios 

péptidos cortos, kisspeptina-54, -14, -13 y -10, asociado éste último a su importante 

actividad biológica [7]. Por lo general, para la cuantificación de kisspeptina se 

utilizan kits comerciales de inmunoensayos basados en anticuerpos policlonales, 

sin embargo, su detección mediante técnicas confirmativas de gran envergadura 

como la espectrometría de masas se ha convertido en un gran reto. Esta técnica, 

asociada a otras como extracción, inmunoafinidad y cromatografía serán utilizadas 

en esta investigación en distintos acoplamientos para la determinación de hormonas 

sexuales, triclosán y kisspeptina-10. El propósito final es realizar un estudio de 

exposición de triclosán a ratas de laboratorio y evaluar las posibles alteraciones del 

sistema kisspeptidérgico (kisspeptina/hormonas sexuales), pero para ello, se 

necesita de todas las metodologías analíticas previamente desarrolladas, 

optimizadas y validadas.  
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2. FUNDAMENTO TEÓRICO 
 

2.1 Biomarcadores 

 

Los estudios de biomarcadores desempeñan un papel fundamental en la 

salud, y para garantizar su desarrollo sólido, se requieren investigaciones de varias 

disciplinas. Por ejemplo, disciplinas como biología molecular, genética, ingeniería, 

computación, epidemiología, diseño de ensayos clínicos, estadísticas, regulación y 

economía de la salud deben estar involucradas, y los desarrollos en química, 

particularmente química analítica, también son obligatorios para un progreso 

integral en este campo.  

Hay varias definiciones precisas de biomarcadores en la literatura; según 

Strimbu y Tavel [8], “el término biomarcador se refiere a una amplia subcategoría 

de signos médicos, es decir, indicaciones objetivas del estado médico observadas 

desde fuera del paciente, que se pueden medir con precisión y reproduciblemente”. 

De manera similar, la Organización Mundial de la Salud (OMS), en coordinación con 

las Naciones Unidas, ha definido un biomarcador como "cualquier sustancia, 

estructura o proceso que puede medirse en el cuerpo o sus productos e influir o 

predecir la incidencia de resultados o enfermedades" [9]. Los biomarcadores 

también se utilizan para examinar la exposición humana a contaminantes. En este 

contexto, un "biomarcador de exposición" se define como una sustancia xenobiótica 

o su(s) metabolito(s) o el producto de una interacción entre un agente xenobiótico y 

algunas moléculas o células diana o células, que se miden dentro de un 

compartimento de un organismo y puede estar relacionado con la exposición [10]. 

En general, estas definiciones indican que un biomarcador es un evento que se 

puede medir, se produce en un sistema biológico y se puede interpretar como un 

indicador del estado de salud. Lo más importante es que los biomarcadores se 

utilizan cada vez más para el diagnóstico, la prevención y el seguimiento de una 

enfermedad [9] o para examinar la salud pública y la exposición ocupacional [11]. 
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Teniendo en cuenta su uso, es posible encontrar en la literatura diferentes 

clasificaciones de biomarcadores según el área de estudio en la que se abordan 

[12]–[16]. Al analizar las clasificaciones, se puede deducir que casi siempre se 

consideran tres clases de biomarcadores:  

❖ Biomarcadores de riesgo, que proporcionan información sobre la predisposición 

a sufrir una patología.   

❖ Biomarcadores de diagnóstico, que proporcionan información sobre si un 

paciente padece una enfermedad. 

❖ Biomarcadores de exposición, que se refiere a sustancias exógenas 

encontradas en los organismos y que se pueden asociar con ciertas patologías.  

Teniendo en cuenta que la aplicabilidad de los biomarcadores a la práctica 

médica es obligatoria, dentro del alcance de sus mediciones analíticas, es necesario 

considerar características tales como especificidad y sensibilidad, reproducibilidad, 

viabilidad, facilidad de muestreo, cinética de formación de biomarcadores y 

estabilidad. También es deseable que los biomarcadores se puedan obtener de 

forma menos invasiva a partir de medios comunes, como orina, plasma, saliva, uñas 

y cabello. Los biomarcadores maternos de exposición también se han medido en 

líquido amniótico y leche materna [10]. Como resultado, un paso fundamental en la 

tarea de encontrar biomarcadores es su validación [17]. La validación de 

biomarcadores requiere estudios extensos para demostrar dos aspectos básicos: 

(a) que las diferencias en los niveles de concentración de las muestras de la 

población de prueba son indicativos de una patología específica y (b) que los niveles 

anormales de este biomarcador específico indican claramente una patología. Según 

Dieterle y Marrer [18], el término validación se compone de tres niveles diferentes: 

(a) la validación de las hipótesis científicas derivadas del análisis de la perturbación 

de la expresión del metabolito; (b) una validación técnica, que significa medir la 

misma perturbación mediante el uso de diferentes plataformas tecnológicas; y (c) la 

validación del método del dispositivo utilizado para medir la perturbación. En 

consecuencia, se ha establecido que estos tipos de estudios de biomarcadores 

pueden involucrar diferentes técnicas y métodos analíticos [17], [18]. Para ser 
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elegibles, estos métodos deben ser confiables, económicos, fáciles de usar y 

automatizables, así como permitir la captura simple de datos y la validación directa. 

Dentro de este conjunto de propiedades requeridas, está claro que para 

cualquier tipo de biomarcador o biomarcador candidato (que aún esté en validación), 

su detección y cuantificación en el organismo requiere mediciones confiables 

(bio)químicas y, en consecuencia, esta tarea específica cae naturalmente, dentro 

del dominio de la química analítica. Los desarrollos analíticos en este contexto 

proporcionarán metodologías con mejores cifras de mérito y, como resultado, 

mejorarán la calidad de la información. De esta manera, los químicos analíticos 

brindan una importante contribución a las redes de investigación en las que 

funcionan, brindando información de calidad para ser utilizada por expertos en 

biología molecular, diseño de ensayos clínicos, regulación y economía de la salud, 

entre muchos otros [19]. 

2.2 Sistema endocrino y biomarcadores 

La capacidad reproductiva en el ser humano comienza en la pubertad con la 

activación de un complejo proceso de eventos neuroendocrinos. El control hormonal 

de la reproducción lo lleva a cabo el eje gonadotropo, que está compuesto por tres 

elementos fundamentales: la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH 

hipotalámica); las gonadotrofinas hipofisarias: hormona luteinizante (LH) y 

foliculoestimulante (FSH); y los esteroides sexuales producidos en las gónadas 

(Figura 1). Estos últimos son los mayores reguladores de la secreción de GnRH a 

través de circuitos de retroalimentación o feedback positivos y negativos bien 

conocidos. Lo que resulta un misterio es su verdadero gatillo de activación en el 

momento de la pubertad, pero desde el año 2001 ciertas investigaciones resultaron 

revolucionarias al poner a una familia de péptidos llamada kisspeptinas y su receptor 

GPR54 en el centro de las miradas [20]. 
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Figura 1. Proceso de segregación de hormonas a partir del sistema GnRH [21]. 

Kisspeptinas 

El gen Kiss1 fue descripto en el año 1996 como un gen supresor de 

metástasis por su alta expresión en células tumorales no metastásicas de 

melanoma y mama. Este gen codifica una proteína de 154 aminoácidos 

perteneciente a la familia de hormonas amino peptídicas arginina fenilanina. Es 

enzimáticamente clivada a un péptido de 54 aminoácidos conocido como 

kisspeptina-54 o “metastina”, así como en otros péptidos de 14, 13 y 10 aminoácidos 

(Figura 2). Todos comparten el decapéptido carboxilo-terminal requerido para su 

actividad biológica. El gen está ubicado en varios tejidos periféricos como placenta, 

ovario, testículo, páncreas e hígado [20]. 

  

 Potential Clinical Use of Kisspeptin Neuroendocrinology 2015;102:238–245
DOI: 10.1159/000439133
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dogenous gonadotropin hormone secretion, albeit with 
slightly different pharmacokinetic properties  [6–11]  . 
Data from animal studies, however, shows that when pre-
administered with a gonadotropin-releasing hormone 
(GnRH) antagonist, the stimulatory effect of kisspeptin is 
completely inhibited  [12] . In light of such results, the his-
torical understanding of the feedback mechanism that 
regulates the hypothalamic-pituitary-gonadal axis was 
revised: kisspeptin acts upstream of the GnRH neurons to 
drive the subsequent hormonal cascade, whereby the an-
terior pituitary becomes stimulated to release luteinising 
hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH), 
which then act on the gonads to release sex steroids 
( fig. 1 ). Kisspeptin, GnRH and LH/FSH are all secreted in 
a pulsatile manner. In a study in midpubertal female rhe-
sus monkeys, it was found that a kisspeptin pulse was re-
leased approximately every 60 min, and almost 75% of 
such pulses correlated with a pulse in GnRH secretion 
 [13] , and in mice, the genomic control of GnRH pulse 
generation in hypothalamic neurones is reviewed in this 
issue  [14] . There appear to be two populations of kiss-
peptin neurons in the human brain, one which also co-

expresses neurokinin B and dynorphin (so-called KNDy 
neurons) and resides in the infundibular (also termed ar-
cuate) nucleus of the hypothalamus, and one which is 
present in the pre-optic area; both populations project to 
GnRH neurons in the mediobasal hypothalamus ( fig. 1 ) 
 [15–17]  . The exact circuitry is unknown, and there is age 
and sexual dimorphism as well as significant species vari-
ation, but recent evidence from immunolocalisation 
studies in post-mortem specimens suggest there are axo-
somatic, axo-dendritic and axo-axonal contacts between 
kisspeptin and GnRH neurons  [17–20]  .

  Whilst infusion of kisspeptin to humans and animals 
acutely stimulates gonadotropin release, chronic, high-
dose administration of kisspeptin can lead to desensitisa-
tion (tachyphylaxis) with rapid suppression of the hypo-
thalamic-pituitary-gonadal axis and inhibition of gonad-
otropin secretion. This desensitisation appears to occur 
at the level of the kisspeptin receptor rather than the 
GnRH neurons or pituitary  [8, 21] .

  Potential Clinical Uses of Kisspeptin 

 Can Kisspeptin Stimulate GnRH Release to Trigger 
Puberty? 
 It was known for many years that a number of envi-

ronmental cues, which include energy status and overall 
health as well as predisposing genetic factors, influence 
the timing of pubertal onset. Puberty is the final event of 
a transition, whereby having been quiescent in childhood 
after fetal and neonatal development, the amplitude and 
frequency of GnRH pulses sufficiently increases in re-
sponse to reduced inhibitory and increased stimulatory 
tone on the hypothalamic GnRH neurons. The subse-
quent release of gonadotropins from the anterior pitu-
itary, and the resultant secretion of sex steroids from the 
gonads drive pubertal development. However, it is only 
since 2003 that the finer detail of this pathway, and the 
crucial role of kisspeptin, has been elucidated as a result 
of improved molecular techniques and the study of pa-
tients and families with idiopathic hypogonadotropic hy-
pogonadism (IHH).

  Two original articles, published in short succession by 
independent groups, described pathological mutations of 
the gene encoding the kisspeptin receptor in individuals 
with IHH who failed to enter puberty spontaneously but 
did so normally when administered GnRH agonists. The 
first publication, a seminal report by de Roux et al.  [22] , 
used genome-mapping techniques to demonstrate a large 
deletion in the kisspeptin receptor gene on chromosome 

Arcuate nucleus

Mediobasal hypothalamus

Anterior pituitary

Gonads

LH

FSH

Kisspeptin

GnRH

E2

Testo

  Fig. 1.  Summary of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis in-
cluding the anatomical position. E2 = Estradiol; Testo = testoster-
one. 
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Figura 2. Formas estructurales de kisspeptinas humanas [7]. 

No solo se expresan en células tumorales, también se ha encontrado alta 

expresión de kisspeptinas en placenta, en neuronas y en regiones cerebrales que 

son importantes en la regulación de la secreción de GnRH como en el núcleo 

arcuato (Arc), núcleo periventricular (PV), núcleo anteroventral periventricular 

(AVPV), área preóptica anterodorsal y en el núcleo de la estría terminal. La 

expresión de neuronas kisspeptinas en el núcleo AVPV es sexualmente dimórfica y 

es mayor en mujeres, quizás porque esta área es de mayor volumen y contiene más 

neuronas. En el año 2001 se da a conocer su receptor GPR54 perteneciente a los 

receptores acoplados a proteína G, que media su acción a través de varios de varios 

mecanismos, por ejemplo: aumenta el calcio intracelular vía fosfatidilinositol y 

activación MAP-quinasa como los típicos procesos mediados por proteínas Gq. Este 

receptor se expresa en varios tejidos periféricos como placenta, páncreas, riñón, 

testículo e hipófisis, así como en distintas áreas del sistema nervioso central como 

hipotálamo, área preóptica, cerebro medio, hipocampo amígdala y médula. Las 

kisspeptinas estimulan la secreción de gonadotrofinas por activación de su receptor 

en neuronas GnRH hipotalámicas, y aunque no hay pruebas inequívocas que 

demuestren contacto sináptico directo entre sus neuronas, el bloqueo con acyline 

(antagonista GnRH) en ratas, ratones y primates impide el aumento de LH y FSH 

asociado con la administración central o periférica de kisspeptinas [20]. 
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Kisspeptina como biomarcador diagnóstico 

Se ha correlacionado el contenido de kisspeptina en fluido sanguíneo con el 

hipogonadismo en hombres y ciclo menstrual en las mujeres [22], preclamsia [23], 

resistencia a la insulina [24], mieloma múltiple [25] y en orina durante el embarazo 

[26]. Así como con tumores cancerígenos en los ovarios [27]. 

Es importante acotar, que en todos estos estudios realizados para determinar 

la expresión de kisspeptina como posible biomarcador en el organismo, se utilizaron 

kits comerciales de screening para la cuantificación. No se consideraron métodos 

analíticos confirmatorios de alta resolución, a pesar de la gran envergadura que 

tienen clínicamente. 

Asociaciones entre las Kisspeptinas y los Compuestos Disruptores 

Endocrinos (EDCs) 

La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) define un 

EDC como "una sustancia química exógena que altera la estructura o funciones del 

sistema endocrino y que causa efectos adversos en el organismo o poblaciones de 

organismos, basados en principios científicos, datos, peso de la evidencia y el 

principio de precaución”. A pesar de que sigue siendo un tema altamente 

controvertido, la Sociedad Endocrina emitió en 2009 una declaración apoyando la 

hipótesis y concluyendo que los estudios experimentales y epidemiológicos han 

convergido suficientemente con las observaciones clínicas humanas "para implicar 

a los EDCs como una preocupación significativa para la salud pública”.  

Estos compuestos están contenidos en una amplia gama de productos de 

consumo, incluyendo cosméticos y otros artículos de cuidado personal, plaguicidas, 

plásticos, materiales de construcción, recipientes para alimentos, equipos médicos, 

resinas epoxi, productos de papel, muebles, electrónica y como ingredientes 

"inertes" en productos farmacéuticos. También contaminan nuestro aire, el agua, el 

suministro de alimentos y los cuerpos, incluyendo los de los no nacidos. Sin 

embargo, no todos los EDCs son antropogénicos. Numerosos compuestos 
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derivados de plantas, especialmente los fitoestrógenos, también cumplen los 

criterios de definición de un EDC. 

Los disruptores endocrinos ambientales han recibido gran atención en los 

últimos años, en parte debido a su omnipresencia, pero también porque la hipótesis 

de la disrupción endocrina proporciona una explicación plausible para la rápida 

prevalencia de numerosos trastornos neuroendocrinos. La interrupción del sistema 

de kisspeptina es una hipótesis atractiva porque la organización de este sistema 

podría manifestarse como una amplia gama de trastornos aparentemente dispares, 

pero relacionados, incluyendo la alteración de la pubertad, los problemas de 

fertilidad y el trastorno metabólico. Debido a que las vías de señalización de 

kisspeptina probablemente evolucionaron para ayudar a coordinar el estado 

reproductivo con señales ambientales sobresalientes, esto puede ser una 

responsabilidad infeliz de un sistema perfeccionado para optimizar la aptitud 

reproductiva. Por lo tanto, la comprensión de cómo las vías de señalización del 

kisspeptina están perturbadas por los EDC podría tener un profundo impacto en los 

campos de la ecología evolutiva y la toxicología al demostrar que la disrupción 

dentro de un sistema neuroendocrino se podría reflejar, por ejemplo, en la 

infertilidad, la obesidad y los trastornos neuroendocrinos relacionados [28]. 

La exposición a EDCs y su influencia sobre la expresión de kisspeptina solo 

ha sido evaluada en el suero sanguíneo de animales (mayoritariamente ratas). Entre 

los compuestos que han sido estudiados hasta la fecha se tienen: benzoato de 

estradiol (EB) o estradiol (E2) [29]–[32], bisfenol-A (BFA) [33], 17α-etinil estradiol 

(EE2) [34], [35], zearalenona (ZEA) [36], plaguicidas (epoxiconazol, mancozeb, 

procloraz, tebuconazol y procimidona) [35], genisteína fitoestrogénica (G) [32], lodos 

de depuradoras (cóctel de EDC´s) [37], familia de metabolitos de ftalatos (MMP, 

MEP, MBP, MBzP, MEHP, MEHHP, MEOHP) [38]. Se ha determinado en los 

estudios los cambios en la expresión de kisspeptina, así como de las hormonas 

leutinizante (LH), foliculoestimulante (FSH) o estradiol (E2), encontrado una 

variación significativa en sus concentraciones. Vale recalcar que las mediciones de 

kisspeptina y niveles hormonales realizadas en estos estudios solo incluyen 
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mediciones a través de kits comerciales de ELISA, inmunoensayos por reactividad 

(RIA), inmunoensayos enzimáticos (EIA), reacción en cadena de la polimerasa en 

tiempo real (RT-PCR) o microscopía confocal, dejando a un lado ensayos analíticos 

confirmativos de mayor precisión y exactitud.   

Pueden esperarse nuevos datos sobre el efecto de los EDCs sobre la unión 

de hormonas esteroideas a proteínas selectivas de transporte de plasma, como la 

transcortina (transportadora de las hormonas cortisol, aldosterona y progesterona) 

y la globulina fijadora de hormonas sexuales (transportadora de testosterona y 

estradiol) y la globulina fijadora de tiroxina (transportadora de las hormonas T3 y 

T4) [39]. Existe poca información disponible sobre los efectos de los EDCs en los 

principales ejes hipotálamo-hipófisis-adrenales/gonadales, de los cuales el sistema 

kisspeptina/GPR54 es de particular importancia (Figura 3).  

 

Figura 3. Interacción de factores hipotalámicos y señales periféricas en el inicio de la pubertad. 
Sensores de energía, hormonas, procesos epigenéticos y disruptores endocrinos participan en el 

proceso [40]. 
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Existen muchos avances en el análisis de los EDCs, especialmente aquellos 

que persisten en el medio ambiente, en diversos fluidos corporales (plasma, orina, 

líquido seminal y fluido folicular). Sin embargo, se dispone de información 

relativamente escasa sobre la determinación simultánea de EDCs y esteroides en 

el mismo material biológico [39]. 

En función de lo antes expuesto, se planteó como interés para esta 

investigación el sistema kisspeptidérgico y la influencia de compuestos disruptores 

endocrinos en el mismo. Particularmente en el establecimiento de estrategias 

analíticas para la determinación simultánea de kisspeptina, hormonas sexuales y el 

compuesto disruptor endocrino, triclosán, en muestras biológicas. 

2.3 Descripción de compuestos de interés 

2.3.1 Kisspeptina-10 (Kiss-10) 

Las kisspeptinas son un grupo de familia de compuestos con altos pesos 

moleculares, provenientes de una macroproteína y que a través de procesos 

biológicos ocurren rupturas peptídicas originando sus distintas formas de expresión, 

kisspeptina-54, -14, -13, -10.  

 

Figura 4. Estructura molecular kisspeptina-10 (humano) [41] 
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Como ya se mencionó anteriormente, el decapéptido terminal Kiss-10 (Figura 

4) es el responsable de la actividad biológica asociada al sistema endocrino, es por 

ello qué fue seleccionada como interés para esta investigación.  

Propiedades (Physical property data is provided to ChemIDplus by SRC, Inc.) 

❖ Fórmula molecular: C63H83N17O14 

❖ Secuencia: YNWNSFGLRF 

❖ Representación IUPAC: Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Phe-NH2 

❖ Peso Molecular: 1302,45 g mol-1 

❖ Masa Monoisotópica: 1301,631 g mol-1 

❖ Solubilidad: 1 mg mL-1 en agua 

Determinación de kisspeptina  

Aunque los métodos ELISA, EIA y RIA son métodos sensibles para la 

determinación de kisspeptina (la concentración detectada puede ser tan baja como 

1 fmol mL-1), sólo miden las kisspeptinas inmunorreactivas, que podrían incluir 

metabolitos o productos de degradación. Los métodos de inmunoensayo son muy 

sensibles y a veces son la única técnica que puede proporcionar los límites 

requeridos de cuantificación para moléculas muy grandes. Sin embargo, los 

inmunoensayos, al estar clasificados como técnicas de screening pueden demostrar 

a veces una pobre selectividad (particularmente para péptidos y proteínas más 

pequeñas), donde los anticuerpos pueden carecer de una especificidad adecuada, 

lo que resulta en interferencias de otras proteínas y péptidos presentes en la 

muestra, generando como resultados falsos positivos. De forma similar, un 

inmunoensayo es a veces incapaz de distinguir entre péptidos o proteínas 

estructural y químicamente similares (por ejemplo, progenitor y metabolitos), los 

cuales pueden diferir solamente por una modificación química muy pequeña fuera 

de la región reconocida por el anticuerpo. Los inmunoensayos a menudo sólo 

proporcionan rangos dinámicos lineales limitados para la cuantificación, y el 

aumento de anticuerpos puede llevar mucho tiempo y ser costoso, lo que no es 
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adecuado para el desarrollo temprano de alto rendimiento y el trabajo de cribado, 

especialmente si se espera que el número de péptidos en desarrollo aumente. En 

la tabla 1 se muestran concentraciones encontradas de kisspeptina en distintas 

matrices e individuos, las cuales son necesarias tomar en cuenta al momento de 

proponer el desarrollo de una metodología analítica. 

Tabla 1. Concentraciones de kisspeptina por diferentes metodologías y condiciones clínicas. Los 
resultados de Kisspeptin fueron convertido a ng/mL para fines de comparación [51]. 
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Tabla 2. Resumen de métodos utilizados para la determinación de expresiones de kisspeptina, incluyendo matriz y cifras de mérito.

Método 
de 

análisis 
Matriz Analito LOD 

Rango de 
calibración 

% Re  CV inter (%) CV intra (%) Más información 

EIA 
 [22], [42], 

[43] 

Plasma 
humano 

metastin-10-LI 0,1 pmol 
0,1 - 32,5 
pmol/mL 

95 ± 4 

13,4 (0,1 
pmol/mL)                                   
8,6 (32,5 
pmol/L) 

15,0 (0,1 
pmol/mL)                   
8,8 (32,5 
pmol/L) 

N/R 

Plasma 
humano 

kisspeptina-10-LI 0,52 fmol/mL N/R N/R < 10 N/R N/R 

Plasma 
bovino 

kisspeptina-10-LI 0,1 ng/mL 
0,1 - 200 

ng/mL 
Presenta 

EM 
6,4 ± 0,4 6,9 ± 0,4 Sensibilidad: 8 ng/mL 

RIA 
[44]–[48] 

Plasma 
humano 

kisspeptina-IR 2 pmol/L N/R N/R 8,3 (20 pmol/L) 
10,2 (20 
pmol/L) 

N/R 

Plasma 
humano 

kisspeptina-IR 2 pmol/L N/R N/R < 9 < 11 N/R 

Plasma 
humano 

kisspeptina-54-IR 2 pmol/L N/R N/R 8,3 10,2 N/R 

Tejido 
ratones 

kisspeptina-10-IR 
1,21 

fmol/tube 
1 - 100 

fmol/tuve 
78 – 96 6,8 ± 1,7 8,2 ± 0,7 

Sensibilidad: 0,81 ± 
0,12 fmol/tube 

Plasma, 
saliva y 
orina 

humana 

kisspeptina-IR N/R N/R 82 10,9 14,9 N/R 

ELISA 
[23] 

Plasma 
humano 

kisspeptina N/R N/R N/R 6 8,9 
Sensibilidad (kiss):                 

47 pmol/L (endógeno)                     
62 pmol/L (sintético) 

LC-MS/MS 
[49], [50] 

Plasma 
rata 

kisspeptina-10 0,1 ng/mL 
0,1 - 1000 

ng/mL 
89 ± 12 7 ± 1 N/R N/R 

Plasma 
humano 

kisspeptina-10 NR 
0,5 - 1000 

ng/mL 
N/R 

16,5 (0,5 ng/mL)    
4,2 (500 ng/mL) 

N/R N/R 
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La determinación de kisspeptina se realiza por lo general a través de 

inmunoensayos como: EIA [22], [42], [43]; RIA [44]–[48] y ELISA [23]. Después de 

una exhaustiva búsqueda bibliográfica, se encontraron muy pocos métodos 

analíticos basados en cromatografía y espectrometría de masas (LC-MS/MS) para 

cuantificar kisspeptina en plasma [49], [50]. En ellos investigaron la estabilidad y la 

farmacocinética de este péptido. Además, se identificó un nuevo metabolito en 

plasma de rata y se monitorizó su perfil de concentración-tiempo. Estos 

investigadores intentaron realizar un pretratamiento del suero sanguíneo que incluía 

extracción en fase sólida (SPE), sin embargo, encontraron un efecto matriz muy 

elevado, así como bajos porcentajes de recuperación. Es por ello, que el método 

solo cuenta con un pretratamiento mediante la precipitación de proteínas antes de 

la inyección en el sistema LC-MS/MS. En la tabla 2 se resumen los trabajos 

mencionados en la determinación de kisspeptina, incluyendo matriz de estudio y 

cifras de mérito.  

El bioanálisis de péptidos y proteínas por LC-MS puede ofrecer varias 

ventajas sobre el inmunoensayo, incluyendo precisión y exactitud mejoradas y 

mayor rendimiento. Sin embargo, la mayor ventaja de LC-MS es el poder de 

resolución ortogonal de la separación cromatográfica seguida por la detección del 

MS, permitiendo distinguir entre sí péptidos y proteínas estructural o químicamente 

similares. Desarrollar y validar métodos de LC-MS para proteínas y péptidos puede 

ser un desafío, y presenta diferencias adicionales sobre los métodos 

convencionales para el tratamiento de pequeñas moléculas. Para la preparación de 

muestras (separación/limpieza), varios autores informan el uso de la purificación 

utilizando técnicas como la precipitación de proteínas y la SPE [52]. 

2.3.2 Hormonas Sexuales 

Como ya se mencionó anteriormente, todo el proceso que regula la 

kisspeptina involucra la segregación de las hormonas sexuales por parte de las 

gónadas. El proceso de segregación se resume a continuación: Las hormonas 

esteroides se sintetizan principalmente en las gónadas, glándulas suprarrenales y 

la unidad feto-placentaria. Colesterol, que es el precursor común de todas las 
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hormonas esteroides, es el primero convertido en pregnenolona, y la vía 

esteroidogénica luego diverge hacia la formación de hormonas sexuales, 

glucocorticoides, o mineralocorticoides. En la vía de la hormona sexual, la 

pregnenolona se convierte primero en progesterona, que sirve como intermediario 

para la síntesis de andrógenos y estrógenos (Figura 5). Los estrógenos se sintetizan 

a partir de andrógenos por la formación de un anillo A aromático, y esta reacción se 

cataliza por la enzima aromatasa. Las hormonas esteroides sexuales actúan a 

través de sus receptores: estrógeno a través del receptor de estrógeno (ERα o Erβ), 

progesterona a través del receptor de progesterona (PR-A o PR-B) y los andrógenos 

a través del receptor de andrógenos (AR) [53]. 

 

Figura 5. Descripción de la vía de biosíntesis de la hormonas esteroideas sexuales y receptores 
nucleares asociados [53]. 

De las hormonas sexuales dependen aspectos como la fecundidad, el 

embarazo, el deseo sexual o el desarrollo de nuestro cuerpo. Las hormonas 

sexuales residen en nuestro cuerpo desde la infancia, pero no es hasta la pubertad 

cuando éstas alcanzan su mayor producción. Dependiendo del sexo, las hormonas 

reciben un nombre y función diferente: en la mujer, los estrógenos (representados 

principalmente por el estradiol y la estrona) y los progestágenos (progesterona) son 
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secretados por los ovarios y la placenta. En el hombre, se habla de andrógenos 

(siendo testosterona la principal representante), producidos por los testículos [54]. 

En vista de la fuerte interrelación que existe entre las hormonas sexuales y 

la kisspeptina, fueron seleccionadas tres de ellas como de interés para esta 

investigación: 17β-estradiol, testosterona y progesterona (una representante de 

cada grupo de estrógenos, andrógenos y progestágenos, respectivamente). En la 

tabla 3 se mencionan algunas propiedades fisicoquímicas de ellas de relevancia 

para desarrollar el trabajo.  

Tabla 3. Propiedades fisicoquímicas de hormonas sexuales en estudio (Physical property data is 
provided to ChemIDplus by SRC, Inc.) 

Hormona 17β-estradiol Progesterona Testosterona 

Estructura 

molecular 

   

Fórmula 

molecular 
C18H24O2 C21H30O2 C19H28O2 

Peso 

molecular 

(g/mol) 

272,3856 314,4660 288,4282 

Masa 

monoisotópica         

(g mol-1) 

272,1780 314,2250 288,2090 

Constante de 

acidez (pKa) 
10,1 N/A N/A 

Hidrofobicidad 

(log Ko/w) 
4,01 3,87 3,32 

Constante de 

Henry (atm-

m3/mol) 25°C 

3.64E-11 6,49E-08 3,53E-09 

Solubilidad 

(agua, mg L-1) 
3,60 8,81 23,4 
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Concentraciones de Hormonas Sexuales 

 Debido a la importancia que tienen las hormonas sexuales en el desarrollo 

y regulación de todo el sistema reproductor y algunas otras propiedades, se han 

establecido clínicamente las concentraciones normales que se deben encontrar en 

suero sanguíneo. Esto es utilizado por muchos laboratorios como valores de 

referencia al momento de establecer alguna patología o disfunción del sistema 

endocrino. En la tabla 42 se resumen los valores definidos para las hormonas de 

interés en sangre para esta investigación y los cuales son determinados 

normalmente mediante inmunoensayos. Además, en la Figura 6 se muestran los 

niveles relativos de kisspeptina y hormonas sexuales durante el ciclo menstrual. 

Tabla 4. Valores normales de hormonas sexuales en suero sanguíneo [55]. 

 

 

Figura 6. Niveles de Kisspeptina y hormonas sexuales durante el ciclo menstrual [51]. 
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 En cuanto a la concentración de estas hormonas en orina, no existen 

valores de referencia reportados. Sin embargo, en la tabla 5 se resumen algunos 

valores encontrados en otros trabajos.  

Tabla 5. Concentraciones de hormonas sexuales en orina en ng/mL 

Testosterona Estradiol Progesterona 
Referencias 

Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer 

21,5 - 109,6 4,1 - 10,3 0,7 - 2,9 0,4 - 5,4 --- --- [56] 

--- 13 3,2 [57] 

--- --- --- --- --- 2,54* [58] 

      *embarazada 

Determinación de Hormonas Sexuales  

 Los métodos basados en CG cuentan con una etapa previa de 

derivatización del extracto a inyectar en el cromatógrafo debido a la baja volatilidad 

y estabilidad térmica de las hormonas, además se ha encontrado que dependiendo 

del tipo de hormona sexual (estrógeno, progestágeno o andrógeno) se utilizan 

métodos de derivatización diferentes. La razón principal de esta variabilidad es la 

naturaleza química entre ellas a pesar de poseer una estructura química similar. La 

reacción tradicional de sililación para la derivatización es una reacción con los 

grupos –OH fenólicos, a los cuales pueden ser inertes en ausencia de catalizador 

los grupos –OH alcohólicos, o simplemente no reaccionar ante compuestos que solo 

poseen grupos carbonilos. Para el caso de los estrógenos se suele usar la 

derivatización del hidroxilo fenólico catalizado por piridina, mientras que para 

andrógenos y progestágenos se utiliza la derivatización del grupo carbonilo. En la 

tabla 6, se resumen los trabajos enfocados principalmente a la determinación de los 

analitos de interés, donde se observa que solo en uno de los casos se determinan 

simultáneamente las tres hormonas de interés para nuestra investigación 

(progesterona, 17β-estradiol y testosterona) [59]. En cuanto a los trabajos mediante 

LC (tabla 7) algunos autores reportan reacciones de derivatización debido a la 

ineficiente ionización de estrógenos en fuentes ESI y APCI. Para los sistemas 

MS/MS la cuantificación resulta sin pasos previos de derivatización. 
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Tabla 6. Determinación de hormonas sexuales basadas en métodos de GC con detección MS o MS/MS. 

Técnica Muestra 
Volumen 
muestra 

(mL) 

Derivatización Tiempo de 
Extracción 

(min) 

Tiempo 
cromatográ-

fico (min) 

LOD (ng L-1) 
Exactitud 

(%Re) 
Precisión 
(%RSD) 

Referencias 
Agente 

Volumen 
(µL) 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
(min) 

Test Prog E2 

MNPs-
SPE-GC-
MS/MS 

agua 
potable, 
de río, 

de pozo 
y 

efluente 

10 

MSTFA/TMIS
/DTE 

(1000:2:5, 
v/w/v) 

100 25 5 45 17 --- 4 --- 
94,6 - 
109,7 

< 9  [60] 

SPE-GC-
MS 

plasma 0,3 - 0,5 
BSTFA 

(10%TMS) / 
ACN 

50/50 56 25 15 24 --- 46 161 
83,4 - 
97,3 

8 – 14 [61] 

SPE-GC-
MS/MS 

orina 1 

MSTFA/NH4I/
BTE 

(1000:2:6, 
v/w/v) 

50 60 20 15 22 100 --- 80 82 - 95 8 - 16  [56] 

LLE-SPE-
GC-

MS/MS 

suero 
humano 

0,25 

pyr:AcOET 
(1:99)/PFB-Cl 

500/50 60 30 

27 30 

30 --- 1 
79,5 - 
99,0 

< 7 [62] 
PFB-NH2 en 
pyr (1mg/ml) 

100 60 30 --- 50 --- 

MSPD-
GC-MS 

manteca 0,5 g 
HFBA:ACN 

(1:5) 
360 60 65 25 15 --- 500 300 

84,5 - 
111,2 

1,9 - 8,9  [63] 

SPE-GC-
MS 

Agua 
residual 

nr 
NH2OH.HCl/H

MDS/TFA 
125/225/

25 
70 30 15 25 18,8 1,88 --- 79 - 106 1,5 - 5,8  [64] 

GC-MS solvente 0,1 

MSTFA/TMIS
/DTE 

(1000:2:5, 
v/w/v) 

100 25 5 N/A 33 --- 1000 10 nr nr [65] 

SPE-GC-
MS/MS 

suero 
bovino 

> 1 

MSTFA:TMIS
:DTE 

(1000:2:50, 
v,v,v) 

50 60 60 15 25 360 360 160 78 - 120 1 – 8 [59] 
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Tabla 7. Determinación de hormonas sexuales basadas en métodos de LC con detección DAD, MS o MS/MS 

Técnica Muestras 
Volumen de 

muestra (mL) 
Derivatización 

Tiempo de 

Extracción 

(min) 

Tiempo 

cromatográfico 

(min) 

LOD (ng L-1) 
Exactitud 

(%Re) 

Precisión 

(%RSD) 
Referencias 

T P E2 

SPE-LC-

MS/MS 

plasma y 

suero 

humano 

2 

50µLNaHCO3/ 

50µLCloruro de dansilo a 

60°C x 3 min (para E2) 

75 27 1000 1000 1000 nr < 14  [66] 

SPE-UPLC-

MS/MS 

plasma / 

cerebro 
0,5 

50ul QAO: 

950ulMetanol/H2O (7:3) 

50/950 a 25°C x 60 min 

15 8 1 5 --- 
85,3 - 

107,9 
5,2 - 20,5  [67] 

SBSE-HPLC-

DAD 
orina 20 No 

60 (a 600 

rpm) 
13 180 120 --- 21,2 - 81,8 4,2 - 10, 0 [58] 

SBSE-LD-

HPLC-DAD 

aguas 

ambientales 

/ orina 

30 No 
240 (a 750 

rpm) 
40 --- 300 1000 

11,1 - 

100,2  
2,1 - 17,1  [57] 

Precipitación 

Proteínas-

UHPLC-ESI-

MS/MS 

suero 

caballo 
0,4 No 30 11 20 200 20 85,6 - 99,4 7 – 18 [68] 

SPE-LC-

MS/MS 
sedimentos 5 g No 510 18 60 70 220 78 -108  0,7 - 14,0  [69] 

LLE-LC-

MS/MS 
suero 0,2 No 90 8 10 --- 2,5 93 – 110 < 15  [70] 

SPE-kit-

HPLC-MS/MS 
suero 0,5 No 300 12 10 – 32000 68,2 - 99,2  5,2 - 14,8  [71] 

SPE-LC-

MS/MS (APCI) 

suero o 

plasma 
0,1 No 15 15 100 100 100 80 - 114  < 8,25  [72] 

SPE-LC-MS 

(Qtrap) 
Suero 0,1 No 15 4 20 30 40 80 - 114  < 15  [73] 

LC-MS/MS 

APPI 
Suero 0,2 No Nr nr 1,5 – 10 90 - 110  3,5 - 12.2  [74] 
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2.3.3 Triclosán 

Definición, estructura y propiedades 

Además de los compuestos mencionados anteriormente, y en función a 

las posibles afecciones que ocasionan en el sistema endocrino algunos 

contaminantes, se ha seleccionado el triclosán, como analito de interés para esta 

investigación. Se ha comprobado que este compuesto tiene efectos negativos en 

el sistema endocrino, por ejemplo en el sistema hormonal tiroideo [5], lo cual lo 

categoriza como compuesto disruptor endocrino (EDC).   

El triclosán [5‐cloro‐2‐(2,4‐diclorofenoxi)fenol], TCS, es un fenoxifenol 

triclorado que presenta propiedades antibacterianas. Es un polvo blanquecino 

escasamente soluble en agua, hidrolíticamente estable y poco volátil, con una 

elevada hidrofobicidad. La tabla 8 resume algunas propiedades relevantes del 

TCS para el desarrollo de metodologías analíticas.  

Tabla 8. Propiedades fisicoquímicas del triclosán (Physical property data is provided to 
ChemIDplus by SRC, Inc.) 

Compuesto  Triclosán 

Estructura molecular 

 

Fórmula molecular C12H7Cl3O2 

Peso molecular (g mol-1) 289,536 

Masa monoisotópica (g mol-1) 287,951 

Acidez (pKa) 7,9 

Polaridad (log Kow) 4,76 

Constante de Henry (atm-m3 

/mol a 25ºC) 
4,99E-09 

Solubilidad (agua, mg L-1) 10 
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El triclosán está presente en múltiples productos relacionados con la 

desinfección en un rango que va desde 0,1 a 0,3 % (1000‐3000 μg/g), como 

jabones, desodorantes, limpiadores, champús y cosméticos. Además, es 

adecuado para su introducción en polímeros y fibras, en almohadillas de colchón, 

tableros de corte, zapatos y ropa deportiva. Para los polímeros y tejidos, 

contenidos de triclosán (Microban®) de 300 μg/g ofrecen protección contra las 

bacterias Gram+, 750‐1000 μg/g frente a bacterias Gram + y ‐, 300‐5000 μg/g 

protección adicional al desarrollo de hongos; con 4000 μg/g es posible mantener 

las propiedades antibacterianas en aquellos productos que son lavados con 

frecuencia. Su uso más conocido es como aditivo en dentífricos, ya que se 

considera un agente activo contra la gingivitis, ejerciendo esta acción a 

concentraciones superiores a 0,05‐0,06 mM (14‐17 μg g-1) [75].  

Distribución en matrices ambientales y biológicas 

En la bibliografía existente, se ha puesto de manifiesto la presencia de 

triclosán en distintas matrices medioambientales, tales como aguas residuales y 

superficiales, sedimentos, lodos, e incluso muestras de material biológico 

(músculo y grasa de pescado, leche materna, plasma y orina). En el caso de 

muestras acuosas, las concentraciones varían enormemente entre aguas 

residuales y aguas superficiales, pero también en distintas zonas del planeta. 

Salvo alguna excepción, el nivel medio de triclosán en el agua residual sin 

tratamiento es del orden de 2 ng mL-1, mientras que en el agua residual tratada, 

los niveles son inferiores a 0,1 ng mL-1 [76]. 

Las concentraciones de TCS documentadas en diferentes matrices 

biológicas humanas se presentan en la Tabla 9. La presencia de TCS en aguas 

residuales, leche humana y plasma demuestra sistémica distribución en 

humanos, pero absorción local por aplicación dérmica de cosméticos y uso de 

ropa interior que lo contienen.  Una correlación ha sido reportada entre los niveles 

de TCS en plasma y leche y el uso de productos de cuidado personal tales como 

pasta de dientes, jabón y desodorantes axilares que contienen TCS. La detección 

de TCS en la leche materna plantea nuevas preguntas sobre los posibles efectos 
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adversos en una etapa sensible de la vida y tiene implicaciones para el riesgo de 

lactantes por ingestión oral. Se ha informado que TCS causa disrupción 

endocrina y es citotóxico, tiene propiedades estrogénicas débiles (agonista) y 

posee actividad antagonista de estrógenos a mayor concentración. Una revisión 

reciente sobre estudios de humanos con respecto a las exposiciones a triclosán 

y el riesgo de cáncer concluyeron que los estudios carecen de número y alcance. 

Fue particularmente notado que se necesitan estudios epidemiológicos de riesgo 

asociados con la exposición al triclosán. 

Tabla 9. Niveles de Triclosán en diferentes matrices biológicas de todo el mundo [77]. 

Matriz Concentración País Años de muestreo 

Orina 19,9 µg g-1 USA 2007 – 2008 

Orina 13,0 ng mL-1 USA 2003 – 2004 

Suero 14,9 ng mL-1 USA 1998 – 2003 

Suero 19,0 ng g-1 Australia 2002 – 2003 

Suero 8,5 ng mL-1 Hong Kong N/A 

Suero 1,71 ng mL-1 Bélgica N/A 

Plasma 16,0 ng mL-1 Suecia 2003 – 2004 

Leche 0,54 ng mL-1 Suecia 2003 – 2004 

Leche 9,3 ng mL-1 USA N/A 

 

2.4 Técnicas de interés para la investigación 

2.4.1 Cromatografía de gases / Espectrometría de masas (GC-MS) [78]. 

La cromatografía de gases es una técnica separativa que tiene la 

cualidad de conseguir la separación de mezclas muy complejas. Pero una vez 

separados, detectados, e incluso cuantificados todos los componentes 

individuales de una muestra problema, el único dato de que disponemos para la 

identificación de cada uno de ellos es el tiempo de retención de los 

correspondientes picos cromatográficos. Este dato no es suficiente para una 

identificación inequívoca, sobre todo cuando analizamos muestras con un 

número elevado de componentes, como es frecuente en cromatografía de gases 
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capilar. Por otra parte, la espectrometría de masas puede identificar de manera 

casi inequívoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de 

identificar los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente 

sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por 

superposición de los espectros particulares de cada componente.   

En el caso de mezclas complejas, el cromatograma obtenido puede 

presentar muchos picos, algunos de ellos muy próximos, resultando difícil la 

identificación rápida y fiable de algún compuesto de interés. Cuando se desea 

explícitamente localizar la presencia de uno o varios compuestos determinados, 

de espectro conocido, con la mayor rapidez o con la máxima sensibilidad posible 

se recurre a la técnica de detección SIM (“selected ion monitoring”). En esta 

modalidad de trabajo se detectan solamente algunas masas de interés, en lugar 

de trabajar con el total de los iones (TIC). De esta forma, se aumenta la 

selectividad del método, reduciéndose las interferencias. Sin embargo, esta 

técnica analítica está fuertemente limitada a la volatilidad y polaridad de los 

analitos. En algunos casos, es posible disminuir la polaridad y aumentar la 

volatilidad de los compuestos mediante protocolos de derivatización previos a la 

inyección cromatográfica. En la figura 7 se muestra la reacción típica de 

derivatización (sililación) de grupos hidroxilos usando como reactivo N-metil-N-

(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), y que por lo general se hace en 

presencia de un catalizador para promover la reacción.  

 

Figura 7. Reacción de derivatización con MSTFA 

2.4.2 Cromatografía de Líquidos / Espectrometría de Masas (LC-MS) [79]. 

La cromatografía de líquidos es la técnica de separación más 

comúnmente utilizada para llevar a cabo la separación de compuestos polares (y 
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no polares) y su determinación en distintas matrices. La fase móvil es un líquido 

(o mezcla de varios), su uso es más universal y no está limitado por las 

propiedades de los compuestos ya que, a diferencia de la cromatografía de gases 

y en la mayoría de los casos, no se requiere una etapa de derivatización previa a 

la inyección cromatográfica.  

Si se combina la cromatografía de líquidos con la espectrometría de 

masas el resultado es una técnica analítica de elevada selectividad y sensibilidad. 

Los primeros trabajos que utilizaron métodos LC-MS emplearon fuentes de 

ionización por termopulverización. Posteriormente y siguiendo la evolución de las 

técnicas de ionización en espectrometría de masas acoplada la cromatografía de 

líquidos, el TSP fue desplazado por las técnicas de ionización a presión 

atmosférica (API), que incluyen la electropulverización o electrospray (ESI) y la 

ionización química a presión atmosférica (APCI). En la fuente ESI la muestra 

líquida se introduce a través de un capilar al que se aplica un elevado potencial 

(± 3-5 kV), lo que permite producir un espray de microgotas cargadas, las cuales 

debido a repulsiones electrostáticas se dividen hasta provocar la desolvatación y 

evaporación de los iones. En las fuentes de APCI la fase móvil se introduce a 

través de una cámara de vaporización cilíndrica que se encuentra a elevada 

temperatura, lo que provoca la evaporación del efluente cromatográfico. La 

ionización química a presión atmosférica es una técnica de ionización suave, sin 

embargo, en algunos casos además de los iones correspondientes a la molécula 

protonada o desprotonada pueden aparecer fragmentos en el espectro.  

Los iones generados en la interfase son acelerados hacia el analizador y 

separados en función de su relación masa/carga (m/z) mediante la aplicación de 

campos eléctricos (trampa de iones, IT), magnéticos (cuadropolo, Q o triple 

cuadrupolo, QqQ) o simplemente determinando el tiempo de llegada a un detector 

(tiempo de vuelo, ToF). Los iones que llegan al detector producen una señal 

eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a un ordenador para finalmente 

generar el espectro de masas. En la Figura 8 se observa de forma general que 
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tipo de compuestos, de acuerdo a su polaridad y masa molecular, pueden ser 

analizados por las técnicas mencionadas anteriormente.  

 

Figura 8. Distribución de compuestos de acuerdo a su polaridad y masa molar para su medición 
por cromatografía / espectrometría de masas. 

2.4.3 Inmunoensayos 

Un inmunoensayo es una prueba que usa complejos de anticuerpo (Ab) 

y antígeno (Ag) como medio para generar un resultado perceptible. Un complejo 

anticuerpo:antígeno también es conocido como inmuno-complejo. “Inmuno” se 

refiere a una respuesta inmunológica que hace que el cuerpo genere anticuerpos, 

y “ensayo” se refiere a una prueba. Entonces, un inmunoensayo es una prueba 

que utiliza inmunocomplejos cuando se unen los anticuerpos y los antígenos.  

 

Figura 9. Representación de un inmunoensayo 
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La técnica se basa en la gran especificidad y afinidad de los anticuerpos por 

sus antígenos específicos. Los anticuerpos pueden ser monoclonales (obtenidos en 

el laboratorio) o de sueros policlonales (obtenidos de animales), siendo más 

específicos los monoclonales. Su gran sensibilidad y especificidad permite la 

cuantificación de compuestos presentes en distintas matrices en concentración 

reducida, del orden ng/mL o hasta de pg/mL. 

Las técnicas de inmunoensayo pueden ser clasificadas de acuerdo a 

diferentes criterios: por la técnica de medición (competitivo y no competitivo), por el 

medio donde se realiza la medición (homogéneo y heterogéneo) o por el tipo de 

marcador (RIA, EIA, FPIA, entre otros). Se considera que los inmunoensayos con 

formato homogéneo no competitivo son los más sensibles y específicos. 

Desventajas en el uso de inmunoensayos 

Los métodos basados en inmunoensayos presentan algunas dificultades, 

en los que se puede mencionar de manera general lo siguiente: 

❖ Pobre selectividad para péptidos pequeños.  

❖ La especificidad disminuye al usar anticuerpos policlonales.  

❖ Respuesta cruzada con algunos analitos estructural y químicamente similares 

al de interés. 

❖ Poseen rangos dinámicos lineales sólo en el rango de cuantificación. 

❖ Requieren de anticuerpos y antígenos los cuales son de muy costosa obtención 

y en algunos casos no se encuentran comercialmente disponibles.  

Limitaciones en la determinación de hormonas sexuales mediante 

inmunoensayos [80] 

Los inmunoensayos rápidos para hormonas sexuales a menudo 

concuerdan pobremente, especialmente a concentraciones normales y bajas. Estos 

problemas son el resultado de una baja especificidad del ensayo, una 

estandarización inadecuada y una pobre optimización de los métodos en un amplio 

rango de concentraciones observadas clínicamente. Estos sistemas a menudo no 
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son aptos para aplicaciones clínicas que requieren un límite de detección bajo, como 

los siguientes:  

❖ Mediciones de estradiol en hombres (<30 pg/mL)] o niños (<5 pg/mL a 45 

pg/mL). 

❖ Determinaciones de progesterona durante la estimulación ovárica, con valores 

<1 ng/mL el día de la administración de gonadotropina coriónica humana 

predictiva del embarazo en FIV-ET;  

❖ Ensayos de testosterona para niños (<0.1 ng/mL a 1.5 ng/mL) y mujeres (0.7 

ng/mL).  

Se han comparado distintos límites de detección de kits comerciales de 

inmunoensayos para la determinación de estradiol y progesterona en plasma, 

encontrando para el estrógeno LODs entre 3 - 37 pg/mL y, para el progestágeno, 

entre 0,06 - 0,17 ng/mL. 

Inmunoensayos y Espectrometría de Masas [81] 

En esta combinación se quiere aprovechar lo mejor de cada tecnología, es 

decir, de los inmunoensayos la selectividad por cada péptido o proteína a través de 

su afinidad con los anticuerpos (inmunoafinidad) y, de la espectrometría de masas, 

la identificación inequívoca que permite resolver la reactividad cruzada que 

experimentan algunos compuestos. Si además se añade un sistema LC que permite 

separar los componentes de la muestra previamente a la detección, se disminuye 

considerablemente los problemas propios del efecto matriz con respecto a métodos 

que miden directamente la muestra.  

La inmunoafinidad reduce significativamente la complejidad del extracto 

final de la muestra y, por lo tanto, se facilita la detección del analito por masas. Un 

factor crítico para la realización exitosa de ensayos es la disponibilidad de 

anticuerpos de la calidad apropiada. Anticuerpos monoclonales (mAb) o policlonales 

(pAb) de diferentes especies (ratón, conejo, cabra, etc.) se han utilizado con 

frecuencia para estos fines, aunque las estrategias de extracción basadas en 

receptores también se han usado. Mientras que los anticuerpos monoclonales 
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(diseñados contra uno epítopo definido) actúan como anticuerpos predecibles, los 

policlonales actúan sobre diversos epítopes y, por lo tanto, también pueden unirse 

a análogos estructurales, metabolitos o productos de degradación del analito 

primario. Por lo tanto, la elección del Abs necesita consideración cuidadosa a la luz 

del objetivo analítico deseado.  

La inmovilización de los anticuerpos se realiza utilizando diferentes 

estrategias como el acoplamiento a perlas magnéticas, proteína A/G o estrategias 

similares, por ejemplo, la incubación de la matriz biológica en los pocillos ELISA 

comercialmente disponibles se describen con mucha frecuencia. Después de lavar 

el conjugado anticuerpo-antígeno inmovilizado, el péptido se eluye con eluyentes 

compatibles con MS (ácidos orgánicos, bases, etc.). En principio, dos opciones 

diferentes se establecen aquí: (a) una opción de captura directa con anticuerpos 

primario directamente inmovilizados en la superficie o (b) un efecto indirecto de 

captura con anticuerpos primarios que se unen a anticuerpos inmovilizados 

secundarios (por ejemplo, proteína A/G o estreptavidina) antes de capturar el 

péptido diana. Las estrategias son válidas para péptidos, así como para proteínas. 

Mientras que con la opción (a), la muestra de elución contiene el péptido/proteína 

objetivo solo, en la opción (b), eluye el péptido/proteína diana junto con el anticuerpo 

primario. La coelución del anticuerpo primario se evita potencialmente al entrecruzar 

la química de los compuestos, que es posible para ambos casos. Esto se resume 

en la Figura 10.  

2.4.4 Métodos de microextracción  

Por otro lado, para la extracción de muchos compuestos desde su matriz 

original, se han utilizado varias técnicas analíticas, que se caracterizan por contribuir 

con los principios de la química verde, usando pequeñas cantidades de disolventes 

orgánicos en etapas de acondicionamiento, extracción y limpieza, las técnicas más 

utilizadas microextracción en fase sólida (SPME), extracción por sorción en barra 

de agitación (SBSE), extracción por sorción en disco rotatorio (RSDE), 

microextracción en fase sólida (µSPE) o microextracción por sorbente empaquetado 

(MEPS), dispersión de matriz en fase sólida (MSPD), extracción en fase líquida 
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dispersiva (DLLE), entre muchas otras. En cuanto al interés en nuestra 

investigación, solo se describirán dos de ellas, RDSE y MSPD. 

 

Figura 10. Esquema de las opciones de realización de ensayos por inmunoafinidad de captura directa 
o indirecta seguida de análisis por espectrometría de masas [81]. 

Extracción por sorción en disco rotatorio (RDSE) 

En nuestro grupo de investigación, basándose en la tecnología de bio-

reactores rotatorios, se desarrolló la técnica de extracción por sorción en disco 

rotatorio (RDSE), con la finalidad de mejorar desventajas preexistentes en otras 

metodologías similares como SPME y SBSE (por ejemplo, poca versatilidad de 

fases sorbentes y deterioro de los dispositivos de extracción). 

La RDSE consiste en un disco de teflón con una mini barra magnética en 

su interior, inicialmente recubierto con una fase sorbente de PDMS, inmovilizada en 
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una de sus superficies [82]. El disco tiene una fase con una alta razón 

superficie/volumen, y el disco puede rotar a muy altas velocidades (hasta 3000 rpm) 

superior a la barra de agitación utilizada en SBSE, sin que ésta se dañe, ya que, la 

fase sorbente sólo está en contacto con la muestra y no con el fondo del vial. PDMS 

es una fase sorbente que ha demostrado funcionar para compuestos químicos de 

baja polaridad, sin embargo, existen otras fases que extraen eficientemente 

compuestos con características más polares, como Oasis® HLB y St-DVB que han 

sido utilizadas. El dispositivo de extracción de RDSE fue modificado para poder 

inmovilizar este tipo de fases sorbentes, adaptándose mediante una cavidad central 

en la cual se introduce una fase sorbente en forma de polvo y se cubre con una 

lámina circular de fibra de vidrio, que es soportada por un anillo de teflón. RDSE es 

una técnica versátil, de fácil automatización, cumple con varios principios de la 

química verde [83], además de ser una técnica rápida y económica, resultando 

adecuada en el desarrollo de metodologías analíticas de diversos contaminantes 

medio ambientales como: antiinflamatorios no esteroidales [84], antibióticos [85], 

surfactantes [82], antisépticos [86], colorantes [87], PAHs [88], estrógenos [89], 

ftalatos [90], parabenos [91] y simultáneamente distintos contaminantes emergentes 

[92] y pesticidas [93]. La mayoría de estos estudios han sido en agua potable, de 

ríos y residuales, sin embargo existe muy poco en la literatura de la aplicación de 

esta técnica de extracción a fluidos biológicos [85], [94], [95]. En la Figura 11 se 

observa la conformación de disco rotatorio con cavidad (donde se añade la fase 

sorbente), el cual fue de interés en esta investigación.  

 

Figura 11. Representación del disco rotatorio con cavidad [93]. 
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Dispersión de matriz en fase sólida (MSPD) 

En esta técnica la muestra se mezcla con un sorbente para obtener una 

mezcla homogénea. La mezcla resultante se transfiere y se empaqueta en una 

columna de extracción. Luego se pasa el solvente a través de la columna para llevar 

a cabo el paso de lavado y elución para la extracción y aislamiento de analitos de la 

matriz. En algunos casos, se podría cargar un sorbente adicional en la parte inferior 

de la columna para limpiar aún más el eluyente. En general, el extracto final se 

puede analizar directamente por técnicas cromatográficas. En comparación con el 

método clásico de extracción con solvente, MSPD elimina los pasos de 

centrifugación repetida y/o filtración, y procedimientos de re-extracción [96]. Esta 

técnica se aplica principalmente a muestras de alimentos, matrices ambientales y 

tejidos biológicos.  

En detalle, la muestra sólida, líquida o semisólida se mezcla junto con un 

soporte sólido, usando un mortero de vidrio y una mano de mortero, para obtener la 

interrupción completa y la dispersión de la muestra en el soporte sólido. La mezcla 

se tritura con una mano de mortero. Durante esta operación, la fase unida y su 

soporte cumplen varias funciones, incluyendo: a) proceso abrasivo que promueve 

la interrupción mecánica de la estructura de la muestra, b) ayuda a la interrupción 

de la muestra y la lisis de las membranas celulares similares a un solvente, y c) 

adsorción de los analitos u otros compuestos de interés de la muestra. La muestra 

se empaqueta en una columna vacía o encima de un sorbente de extracción en fase 

sólida. Sin embargo, la principal diferencia entre MSPD y SPE es que la muestra se 

dispersa por toda la columna y no se retiene solo en los primeros milímetros de la 

columna. La elución se puede realizar de dos maneras. En el primer método, los 

analitos objetivo se retienen en la columna y los compuestos interferentes se eluyen 

en la etapa de lavado, mientras que los analitos objetivo se eluyen posteriormente 

con un disolvente diferente. En el segundo método, los componentes de la matriz 

interferente se retienen selectivamente en la columna y los analitos diana se eluyen 

directamente [97]. La figura 12 resumen el método de preparación de muestra. Los 

valores típicos de muestra que se utilizan son 0,1 - 0,5 g o mL. La cantidad de fase 
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sólida añadida depende de la cantidad de muestra, y típicamente se usa un exceso 

de 4 a 6 veces mayor que la muestra [98].  

 

Figura 12. Esquema de preparación de muestra por MSPD [98]. 

Finalmente, la extracción de los analitos de la matriz está influenciada tanto 

por las propiedades del analito como por el sorbente. El sorbente ideal debe 

caracterizarse por una selectividad satisfactoria, buena estabilidad y cinética de 

adsorción y alta capacidad de adsorción, características que dependen del tamaño 

y distribución de poro, la superficie específica y la química superficial del sorbente. 

Debido a la naturaleza compleja de las biomuestras y la muy baja concentración de 

los analitos a determinar, la preparación selectiva de muestras se hace necesaria 

para superar las dificultades impuestas por estas dos limitaciones. Durante la última 

década se han desarrollado y optimizado nuevos enfoques de síntesis química, 

tales como sol-gel y tecnologías de impresión molecular, permitiendo la preparación 

de nuevos materiales para la preparación de muestras incluyendo grafeno y 

derivados, materiales magnéticos, líquidos iónicos, polímeros con impresión 

molecular, ecofases, y muchos más [99]. 

2.5 Matrices de interés para la investigación 

2.5.1 Muestras de aguas 

En el caso de la presente investigación, el primer objetivo se enfoca en el 

análisis de distintos tipos de muestras de aguas mediante la técnica RDSE para la 

evaluación simultánea multiclase de contaminantes emergente. Los contaminantes 

emergentes (CEs) son un conjunto de compuestos que se encuentran regularmente 
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en los sistemas acuáticos debido a su continua introducción a través de las aguas 

servidas. Los CEs se encuentran en las aguas porque los procesos aplicados para 

tratar aguas urbanas no son lo suficientemente efectivos para su eliminación [100]. 

Tienen un origen natural o antropogénico, que incluye componentes de productos 

de cuidado personal (PCPs), medicamentos, pesticidas, hormonas, industria 

química, entre muchos otros [101]. Se aplicará la metodología optimizada para 

evaluar los niveles de estos contaminantes en los sistemas de aguas en la Región 

Metropolitana de Chile, incluyendo efluente y afluente de la planta de tratamiento 

“El Trebal”, ríos, pozos y agua potable de la región de San Antonio.   

2.5.2 Orina humana 

La orina es un fluido biológico de fácil acceso del cual se puede extraer 

información valiosa, como por ejemplo la metabolización de las hormonas sexuales. 

Está compuesta principalmente por agua (>90%) y el resto son compuestos 

orgánicos como urea, creatinina, ácido úrico, enzimas, carbohidratos, hormonas, 

ácidos grasos, pigmentos e iones inorgánicos [102]. Su recolección no invasiva y 

fácil acceso a grandes volúmenes de muestra se convierte en una matriz ideal para 

el desarrollo de métodos analíticos. La principal limitante de la orina es su elevado 

efecto matriz que se ha demostrado afecta, por ejemplo, en la extracción de 

estrógenos. Previamente se ha reportado que la urobilina, producto de degradación 

de la bilirrubina, que afecta por ejemplo la estimación total de proteínas [103], su 

alto contenido en la orina de 0,1 a 2,5 mg dL-1 [104] la convierte en un gran candidato 

a interferente de matriz. Es por ello por lo que se hará un estudio exhaustivo de 

clean-up para esta matriz y así mejorar las cifras de mérito asociadas al método, 

basado principalmente en la eliminación de la coloración amarilla intensa que 

permanece en los extractos de muestra luego de la extracción.  

2.5.3 Suero de ratas  

Las ratas y ratones son los animales más estudiados para investigaciones 

biomédicas ya que son los modelos idóneos para estudiar la evolución y tratamiento 

de numerosas enfermedades. A través de ellas se puede mostrar cómo reacciona 

el organismo de un mamífero frente a una agresión, una infección o una intoxicación 
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experimental. El hecho de que prácticamente todos los genes implicados en las 

enfermedades que padecen los seres humanos también estén presentes en ella, la 

convierten un modelo ideal para la investigación médica. Actualmente, la rata es el 

modelo animal preferido para estudiar patologías como diabetes, hipertensión, 

obesidad, trastornos renales y desórdenes del comportamiento. La principal 

desventaja del uso de ratas para ensayos bioquímicos es la poca accesibilidad a 

sus fluidos biológicos, orina y saliva son prácticamente inaccesibles y al suero o 

plasma (comúnmente usado) solo se pueden acceder entre 1-1,5 mL. Su ciclo estral 

es tan solo de 4 días y está compuesto por 4 etapas: proestro, estro, metaestro, 

diestro. En la Figura 13, se muestra el ciclo regular de una rata hembra junto a los 

niveles hormonales durante el ciclo y su ciclo circadiano.  

 

Figura 13. Cambios hormonales, ováricos y del epitelio vaginal durante el ciclo estral, y su control 
circadiano en el eje hipotálamo-hipófisis-ovario [105] 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1. Hipótesis  

Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquímicas, características 

estructurales de los analitos y las matrices de interés se contrastará la siguiente 

hipótesis general: 

Hipótesis principal: 

“El diseño e implementación de estrategias analíticas que contemplan 

RDSE, MSPD e inmunoafinidad para la determinación de biomarcadores 

(kisspeptina-10, hormonas sexuales y triclosán) en matrices biológicas mediante 

cromatografía y espectrometría de masas, permitirán la obtención de resultados con 

mejores cifras de mérito comparados con los obtenidos con metodologías basadas 

en SPE, LLE y medición directa vía screening”. 

Hipótesis derivadas: 

“El acoplamiento entre microextracción-cromatografía-espectrometría de masas, 

permitirá establecer metodologías de multideterminación de distintos EDCs junto 

con la factibilidad de conocer el efecto conjunto en el sistema endocrino del 

organismo”.  

“La exposición a EDCs afectaría el sistema endocrino de ratas de laboratorio 

particularmente el proceso de acción de la kisspeptina y las hormonas asociados al 

sistema sexual del organismo”.  
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3.2. Objetivo General  

Desarrollar estrategias analíticas que permitan extraer y cuantificar el péptido 

kisspeptina-10, así como las hormonas sexuales 17β-estradiol, testosterona y 

progesterona, y el compuesto disruptor endocrino triclosán, desde fluidos 

biológicos, utilizando las técnicas de microextracción, inmunoafinidad y 

cromatografía acoplada a espectrometría de masas.  

3.3. Objetivos específicos 

❖ Desarrollar y optimizar una metodología para la determinación simultánea de 

contaminantes emergente en muestras de aguas empleando RDSE/ 

Derivatización/GC-MS. 

❖ Desarrollar y optimizar una metodología para la identificación, separación y 

cuantificación de hormonas sexuales y triclosán en muestras de orina 

empleando RDSE/Derivatización/GC-MS. 

❖ Desarrollar y optimizar una metodología para la identificación, separación y 

cuantificación de kisspeptina-10, hormonas sexuales y triclosán en muestras de 

suero empleando MSPD/Derivatización/UHPLC-ToF/MS.  

❖ Determinar el contenido de kisspeptina-10, hormonas sexuales y triclosán en 

fluidos biológicos.    

❖ Evaluar la posible correlación existente entre la exposición a ratas de laboratorio 

de Triclosán y el comportamiento del sistema kisspeptidérgico (kisspeptina-

10/hormonas sexuales). 
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4.  MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS 

Estándares 

❖ Metil Parabeno, Butil Parabeno, Etil Parabeno, Propil Parabeno, Estrona, 

Estriol, 17α-Etinilestradiol, 17β-Estradiol, Naproxeno, Triclosán, Bisfenol A, 

Testosterona, Progesterona, PCB 77, Triclosan-2,3,5-D3 (Dr. Ehrenstorfer 

Gmbh). 

❖ Ácido Salicílico, Ácido Mefenámico, Diclofenaco, Ketoprofeno, Ibuprofeno, 

Testosterona-2,3,4-13C3, Anticuerpo IgG Anti-ratón (Sigma-Aldrich). 

❖ Kisspeptina-10, Kisspeptina-10-biotina, Anticuerpo-Kisspeptina-10, Kit 

comercial inmunoensayo enzimático (Phoenix Pharmaceuticals). 

Reactivos 

❖ N-Metil-N-trimetil-trifluoroacetamida (MSTFA), bicarbonato de sodio, piridina, 

cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato ácido de sodio, fosfato di ácido de 

potasio, agua MilliQ, ácido acético, acetato de sodio (Merck). 

❖ Trimetiliodosilano, ditioeritritol, cloruro de 1,2-dimetil-1H-imidazole-5-sulfonilo, 

Tween® 20 (Sigma-Aldrich). 

Solventes y gases 

❖ Metanol, acetonitrilo, acetato de etilo, diclorometano, agua, grado HPLC y grado 

LC-MS (Merck). 

❖ Nitrógeno, N2 99,995%. (Linde), Helio, He 99,9999% (Indura). 

Materiales 

❖ Fases sorbentes: Oasis® HLB, Oasis® HLB PRiME (Waters corp). Sílice 

enlazada a grupos octadecilo (C18) y estireno-divinilbenceno St-DVB (Merck).   

❖ Discos rotatorios de Teflón con cavidad y soporte con anillo. Filtros de fibra de 

vidrio. Tubos eppendorf de 1,5 mL. 

❖ Viales de vidrio de extracción de 10, 25, 40 y 60 mL.  

❖ Viales cromatográficos y de derivatización de 2 mL.  
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Equipos principales 

❖ Cromatógrafo de Gases (Trace 1300) con detector selectivo de masas (ISQ). 

Thermo Scientific. Columna capilar Restek RTX-5MS (30m×0.25mm; 0.25μm), 

5% phenyl - 95% methylpolysiloxane. 

 

Figura 14. Cromatógrafo de Gases-Espectrómetro de masas ISQ. Thermo Scientific 

❖ Cromatógrafo de Líquidos de Ultra Resolución con detector de masas por 

tiempo de vuelo (ToF). PerkinElmer Inc. Columna PerkinElmer SPP-C18 (2.1 

mm×75 mm, 2.7µm). Sistema de bomba binario, depurador al vacío, inyector 

automático de enfriamiento y compartimento de columna termostatizado. 

 

Figura 15. Cromatógrafo de Líquidos (UHPLC)-Espectrómetro de Masas ToF. Perkin Elmer. 
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❖ Espectrómetro infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) Nicolet iS5, 

Thermo Scientific. Acoplado a un accesorio de muestreo inteligente de 

reflectancia total atenuada (ATR) iTX-iD7 con cristal de diamante.   

 

Figura 16. Espectrómetro ATR-FT-IR. Thermo Scientific. 

 

❖ Equipos auxiliares: pH-metro, agitador magnético (hasta 3000 rpm), vórtex, 

evaporador con corriente de nitrógeno y temperatura controlada, placa 

calefactora para derivatización, destilador de agua desionizada. Medidor de 

placas para inmunoensayos.  
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN POR OBJETIVOS 

5.1. Objetivo 1: Determinación simultánea multiresiduo y multiclase de 

contaminantes emergentes en muestras de aguas empleando RDSE/ 

Derivatización/GC-MS. 

5.1.1 Parte Experimental 

5.1.1.1 Condiciones GC-MS 

En la Tabla 10, se resumen las condiciones cromatográficas y de 

espectrómetro de masas 

Tabla 10. Condiciones cromatográficas/masas del método optimizado la multiclase de Ces en aguas. 

Cromatógrafo de Gases Espectrómetro de Masas 

Volumen de inyección: 2 µL 

Modo Inyección: Splitless 

Temperatura del inyector: 250ºC 

Rampas de calentamiento: 

Co= 75ºC x 1 min 

C1= 150 °C a 20 °C min-1 x 5min 

C2= 300 ºC at 10 ºC min-1 x 5min 

Gas de Arrastre: Helio (He) 

Flujo: 1 ml min-1 

Tiempo de análisis: 27 min 

Solvent delay: 7 min 

Tipo de Fuente: Ionización 

Electrónica (EI) 

Analizador: Cuadrupolo 

Simple (ISQ)  

Temperatura línea de 

transferencia: 250ºC 

Temperatura de la fuente: 

300ºC 

Dwell time: 0,1 s x cada m/z. 

 

En la tabla 11 se muestran los tiempos de retención a los que eluye cada 

analito, así como sus respectivos iones cuantificadores y calificadores usados para 

la detección.  

 

 



51 
 

Tabla 11. Tiempos de retención (min) y iones (m/z) usados para la detección de contaminantes 
emergentes en aguas.  

Analito Tiempo de 

retención (min) 

Ión cuantificador 

(m/z) 

Ión calificador 

(m/z) 

Metil parabeno (MP) 9,61 209 224 

Ácido Acetilsalicílico (AsA) 10,05 267 268 

Etil parabeno (EP) 11,19 238 223 

Ibuprofeno (Ibu) 12,31 234 278 

Propil parebeno (PP) 13,06 210 195 

Butil parabeno (BP) 14,66 195 210 

Naproxeno (Nap) 18,48 302 287 

Triclosán (TCS) 19,02 200 345 

Bisfenol A (BPA) 19,63 357 358 

Ácido Mefenámico (MAc) 19,70 298 313 

Ketoprofeno (Ket) 19,70 311 282 

Diclofenaco (Dic) 20,59 214 242 

Estrona (E1) 23,44 257 342 

Estradiol (E2) 23,67 285 416 

Etinilestradiol (EE2) 24,53 425 440 

Estriol (E3) 25,17 345 504 

 

5.1.1.2 Protocolo de Derivatización  

Se estudió el protocolo de derivatización de un estándar múltiple de 250 μg 

L-1. Se añaden 100 μL del multiestándar a un vial de 2 mL y se evapora bajo una 

corriente de N2. Se añaden 70 μL de volumen de agente de derivación (MSTFA) y 

50 μl de piridina y se agita en un vórtex para homogeneizar la solución. La reacción 

de derivatización se lleva a cabo en una placa de calentamiento a 80 °C y 35 min. 

Después de enfriar, se analiza en GC-MS. Los tres parámetros para la 

derivatización: el volumen de MSTFA, la temperatura y el tiempo de reacción se 

optimizaron mediante un diseño de experimentos. La repetibilidad del método final 

seleccionado para derivatizar se evaluó a partir de seis muestras replicadas 
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preparadas. La estabilidad de las muestras derivatizadas se evaluó inyectando la 

misma muestra repetidamente durante un período de 48 h. 

5.1.1.3 Protocolo de Extracción 

El disco rotatorio tiene una cavidad de 0,44 cm3 en una de sus superficies, 

en la cual se cargaron 40 mg de Oasis® HLB. La cavidad se cubrió con un filtro de 

fibra de vidrio (1,4 cm de diámetro, 3 mm de tamaño de poro medio) y se selló con 

un anillo de teflón. Antes de la extracción, el disco que contenía la fase sorbente se 

acondicionó con acetato de etilo, metanol y agua desionizada durante 5 minutos 

cada uno a 2000 rpm. 

Este procedimiento ha sido descrito por diferentes autores y se modificó de 

la siguiente manera: se añadió una alícuota de 20 mL de una muestra estándar o 

de agua en un vial y se ajustó a un pH 6 con tampón de acetato. El disco rotatorio 

que contenía la fase Oasis® HLB se colocó dentro del vial, y el disco se hizo rotar 

a 3000 rpm durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después de la extracción, 

el disco se colocó en un vial de 10 ml que contenía 10 ml de metanol como 

disolvente de desorción y se agitó durante 10 min a 2000 rpm. El extracto de metanol 

que contenía el analito fue concentrado y se evaporó a sequedad bajo una corriente 

de N2. El extracto se derivatizó mediante el método de derivación previamente 

optimizado y se analizó mediante cromatografía de gases-espectrometría de masas 

en modo SIR. La fase sorbente empleada y el tiempo de extracción óptimo de 

equilibrio fueron examinados mediante ensayos univariados.  

5.1.1.4 Validación del método 

Los resultados de linealidad, límite de detección (LOD), límite de 

cuantificación (LOQ), repetibilidad (%RSD), efecto de matriz (%ME) y la 

recuperación (%Re) se consideraron los parámetros esenciales para garantizar la 

validación del método analítico. La curva de calibrado fue realizada con muestras 

de aguas (matriz) dopadas a 6 niveles de concentración (0,1 - 20 μg L−1) y la 

linealidad fue expresada en función de los valores de los coeficientes de correlación 

(r2). Los límites de detección (LOD) y de cuantificación (LOQ) fueron determinados 
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en base a 3 y 10 veces la desviación estándar relativa de una curva a baja 

concentración (0,1 – 1 μg L−1) y la pendiente del calibrado para cada analito. La 

repetibilidad del método final fue evaluada en 6 réplicas de muestras preparadas a 

4 μg L−1 en cada matriz. La recuperación y la tasa de efecto de la matriz se 

calcularon en base a las siguientes ecuaciones: 

Re (%) =
AS4 − AS3

AS2
       eq. 1         ME (%) =

AS2 − AS3

AS1
        eq. 2 

Donde cada término corresponde al área o área relativa de: 

S1: multiestándar a 5 μg L−1 of each analyte. S2: extracto de muestra real obtenido 

usando RDSE y que fue enriquecido a 5 μg L−1 antes de la inyección. S3: extracto 

obtenido directamente desde una muestra real (blanco). S4: extracto obtenido de 

una muestra real dopada a 5 μg L−1 desde el inicio de la extracción por RDSE. Vale 

acotar, que usando estas ecuaciones, las recuperaciones obtenidas están libres de 

efecto matriz y viceversa.  

El factor de enriquecimiento (%EF) fue calculado en base a la relación entre 

el factor de preconcentración teórico y las recuperaciones absolutas de cada analito.  

5.1.1.5 Muestras reales 

Las muestras de agua naturales: río, pozo y potables fueron recolectadas 

en las cercanías de la ciudad de San Antonio, Chile. Los efluentes y afluentes fueron 

obtenidos desde una planta de tratamiento de aguas de la ciudad Santiago, Chile. 

Para su preservación, se filtraron para eliminar posibles impurezas y se congelaron 

a -18 °C antes del análisis. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.  
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5.1.2 Resultados y Discusión 

De acuerdo con la importancia expuesta en el marco teórico respecto a los 

contaminantes emergentes (CEs) inicialmente se planteó la necesidad de 

desarrollar una metodología para determinar algunos de ellos simultáneamente en 

muestras de aguas. Existe escasa información de métodos de mutideterminación 

de distintas familias de compuestos, esto se debe principalmente a que sus 

estructuras químicas y sus propiedades fisicoquímicas afectan directamente a los 

pasos intermedios del análisis (por ejemplo, extracción y derivatización), lo cual 

repercute finalmente en metodologías más complejas y con la necesidad de ser 

optimizadas. En este caso, los compuestos de interés corresponden a una familia 

de parabenos (metil, etil, propil y butil) usados como preservantes, hormonas 

estrogénicas (estrona, estradiol, estriol y etinilestradiol) de origen natural y sintético, 

fármacos antiinflamatorios no esteroidales (ácido acetilsalicílico, ibuprofeno, 

ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco y naproxeno), triclosán (bactericida o 

fungicida) y bisfenol A (plastificante).  

5.1.2.1 Cromatografía de Gases - Espectrometría de Masas 

Se hicieron múltiples ensayos para lograr la separación del total de 

compuestos realizando variaciones en las rampas de temperaturas del horno 

cromatográfico. Inicialmente se hicieron ensayos modo Full Scan para identificar los 

iones cuantificadores y calificadores que serán usados subsiguientemente en el 

modo de trabajo SIM. Debido a la cantidad de analitos, se realizaron ventanas de 

tiempo en las cuales sólo se monitorean un conjunto de masas, esto permite 

principalmente aumentar la sensibilidad en la detección, la cual es necesaria al 

trabajar en los niveles tan bajo que se encuentran estos contaminantes en aguas 

(en el orden de los µg L-1 y ng L-1).  

En la Figura 17, se ilustra el cromatograma de elución del total de analitos 

en modo SIM. El cromatograma (a) representa el total de compuestos (TIC), y los 

siguientes se separan por familias de compuestos, es decir, en el (b) se observa la 

familia de parabenos, en la (c) la familia de hormonas, en la (d) la familia de 

antiinflamatorios y, en la (e) el triclosán y el bisfenol A.  
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Figura 17. Cromatograma de elución del método multiclase de contaminantes emergentes (a) TIC 
(b) parabenos (c) hormonas estrogénicas (d) antiinflamatorios no esteroidales y (e) triclosán y 

bisfenol A. 

Se hicieron varios intentos para separar los compuestos que coeluyen a 

19,63 - 19,70 min (AcM, Ket y BFA), sin embargo, no se obtuvieron resultados 

positivos ni modificando el flujo del gas de arrastre ni variando la temperatura en el 

horno. Es por lo que se decidió trabajar bajo esta condición tomando en cuenta que 

ninguno de los iones seleccionados interfiere con alguno de los iones de los otros 

dos analitos. En Figura 18 se pueden observar los espectros de masas para los tres 

compuestos donde se corrobora lo anteriormente mencionado.  

 5.1.2.2 Estudio de reacción de derivatización  

En vista de las diferencias estructurales y fisicoquímicas de los compuestos 

en estudio, se decidió estudiar a profundidad la reacción de derivatización previa a 

la inyección en el GC-MS. Como ya se mencionó previamente, una de las 

reacciones de derivatización más utilizada es la sililación de grupos –OH usando 

reactivos como la N-metil-N-trimetil-trifluoroacetamida (MSTFA). Para favorecer la 

reacción de derivatización de compuestos impedidos como la hormona EE2, se 

utiliza piridina en exceso como catalizador de la reacción. 
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Figura 18. Espectros de masas (EI) para (a) Ket, (b) BFA y (c) AcM 

Se ha reportado que estas reacciones se rigen por variables como volumen 

de agente derivatizante (K1), temperatura (K2) y tiempo de reacción (K3). El uso de 

herramientas quimiométricas como el Diseño de Experimentos (DoE) permite un 

estudio simultáneo de estos factores que controlan la reacción. En primera instancia 

se hizo un estudio de tipo screening para determinar qué factores son significativos 

en la reacción. Seguidamente, se procedió con una optimización tipo Doehlert con 

los factores significativos en la sililación, para finalmente utilizar la función 

Deseabilidad de Derringer para encontrar la condición óptima de trabajo.  

Estudio tipo Screening 

Este involucra un total de 2K experimentos, donde K es el número de 

factores en estudio. En este caso, para K=3, un total de 8 experimentos más 2 

centros fueron ejecutados. En la tabla 12 se resumen los valores codificados y 

reales de los experimentos ejecutados.  
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Tabla 12. Matriz screening para estudio de derivatización de contaminantes emergentes.  

Experimento 

Valores codificados  Valores reales 

A B C 
 Temperatura 

(ºC) 

Tiempo 

(min) 

Volumen de 

MSTFA (µL) 

1 -1 -1 -1  40 20 30 

2 1 -1 -1  80 20 30 

3 -1 1 -1  40 60 30 

4 1 1 -1  80 60 30 

5 -1 -1 1  40 20 70 

6 1 -1 1  80 20 70 

7 -1 1 1  40 60 70 

8 1 1 1  80 60 70 

9 0 0 0  60 40 50 

10 0 0 0  60 40 50 

 

La influencia de cada factor se determinó a partir de la estimación de la 

varianza experimental con una prueba t y se mostró en un gráfico de interacciones 

de factores en un intervalo de confianza del 95%. 

Los resultados reflejaron lo siguiente: 

❖ Comportamiento similar entre los compuestos de la misma familia, lo cual era 

de esperarse considerando que las variaciones estructurales intrafamilias son 

muy pocas. 

❖ Comportamientos interfamilias muy distintos, lo cual también corresponde a lo 

reportado en la literatura donde, por ejemplo, la familia de hormonas se ven 

afectadas positivamente por el aumento de temperatura, mientras que para los 

parabenos ocurre lo contrario. 

❖ En cuanto a la significancia (al 95%), se encontró que para algunos compuestos 

(como el estradiol), ninguno de los factores estudiados tiene relevancia en la 

derivatización, mientras que, para otros como el naproxeno, todos los factores 
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son significativos en la reacción. En la figura 19 se observan los diagramas de 

pareto para algunos compuestos, donde se observan dichas diferencias.  

 

Figura 19. Gráfico de Pareto de los efectos principales y las interacciones cruzadas. La línea 
punteada vertical indica el intervalo de confianza del 95% para E2, BP, TCS y Nap. 

En vista de este resultado, y considerando la importancia que implica un 

método de derivatización que favorezca la mayor cantidad de analitos posible, se 

decidió considerar los tres factores (volumen de derivatizante, tiempo y temperatura 

de reacción) para el estudio de optimización y superficie multirespuesta.  

Estudio de Optimización  

Existen distintos métodos de optimización los cuales se basan 

principalmente en el aumento del número de experimentos intermedios con 

respecto al screening, de manera de poder hacer un estudio más amplio y ajustado 

a la realidad de la variación de los factores. El método utilizado en este caso es 

conocido como Doehlert [106], este se rige por la expresión K2 + K + 1 para 

determinar el número de experimentos, si K=3 entonces el número de experimentos 

es 13. La ventaja que ofrece este diseño con respecto a otras matrices de 

optimización es que se pueden variar los factores en distintas proporciones, para el 

caso de 3 factores las opciones de variación son tres, cinco y siete. De esta manera 



59 
 

se le puede asignar al factor más significativa la mayor variación y, por el contrario, 

la menos influyente sólo se varía tres veces. Al evaluar los resultados del screening 

se encontró que la temperatura de reacción fue el factor más significativo, mientras 

que el volumen de derivatizante el que menos influye para el total de analitos. En la 

tabla 13 se muestra la matriz para este estudio, donde se observan los valores 

codificados, así como los valores reales de cada experimento. Se añadieron dos 

centros a la matriz y fueron ejecutadas en orden aleatorio.  

Tabla 13. Matriz del diseño tipo Doehlert para optimizar el método de derivatización de CEs. 

Experimento 

Valores codificados  Valores reales 

X1 X2 X3  
Temperatura 

(ºC) 
Tiempo (min) 

Volumen de 

MSTFA (µL) 

1 0 0 0  60 75 60 

2 1 0 0  100 75 60 

3 0,5 0,866 0  80 120 60 

4 -0,5 0,866 0  40 120 60 

5 -1 0 0  20 75 60 

6 -0,5 -0,866 0  40 30 60 

7 0,5 -0,866 0  80 30 60 

8 -0,5 -0,289 -0,816  40 60 40 

9 0 0,577 -0,816  60 105 40 

10 0,5 -0,289 -0,816  80 60 40 

11 -0,5 0,289 0,816  40 90 80 

12 0 -0,577 0,816  60 45 80 

13 0,5 0,289 0,816  80 90 80 

14 0 0 0  60 75 60 

15 0 0 0  60 75 60 

 

La importancia del modelo general y de cada coeficiente de regresión se 

evaluó mediante análisis de varianza. La Tabla 14 muestra el poder de predicción 

del modelo basado en la importancia de los modelos de regresión (ρ-value, 

regresión/error residual), carencia de ajuste (ρ-value, carencia de ajuste/error puro) 

y el coeficiente de determinación ajustado (R2). El ρ-value para regresión/error 
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residual <0,05 para todos los compuestos demuestra la viabilidad del modelo. Por 

otro lado, valores >0,05 en la carencia de ajuste/error puro indican la idoneidad de 

los modelos cuadráticos debido a la variación del error analítico [107]. Finalmente, 

el R2 ajustado se refiere al ajuste del modelo con respecto a una ecuación 

polinomial, en este caso, los antiinflamatorios tienen un mayor ajuste (mayor del 

70%), mientras que los demás compuestos tienen valores entre 33 y 55%, sin 

embargo, estos resultados se consideran aceptables considerando el gran número 

de analitos bajo estudio con propiedades tan bien diferenciadas. 

Tabla 14. Análisis de varianza para el modelo Doehlert de tercer orden para la derivatización de CEs 

Compuesto ρ-Value REG/RE ρ-Value LOF/PE R2 ajustado (%) 

Metil parabeno 0,01 0,07 74,12 

Etil parabeno < 0,01 0,06 85,21 

Propil parabeno 0,02 0,05 37,63 

Butil parabeno 0,01 0,06 52,19 

Estrona 0,02 0,25 55,06 

Estradiol 0,03 0,08 45,55 

Estriol 0,04 0,32 33,14 

Etinilestradiol 0,04 0,60 39,75 

Ibuprofeno 0,02 0,06 34,79 

Naproxeno < 0,01 0,40 80,72 

Ácido Mefenámico 0,04 0,23 72,95 

Diclofenaco 0,01 0,36 74,59 

Ketoprofeno < 0,01 0,69 85,68 

Ácido Acetilsalicílico < 0,01 0,76 78,70 

Triclosán < 0,01 0,67 77,68 

BPA 0,01 0,69 74,70 

REG: regression, RE: residual error, LOF: lack of fit, PE: pure error. 

Después de la evaluación de las superficies de respuesta para cada analito, 

se empleó la optimización de superficie de respuesta multicriterio basada en la 

función de deseabilidad de Derringer. La función deseabilidad de cada analito se 

combinaron usando la media geométrica (dando la misma importancia para cada 
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uno de ellos), para obtener la deseabilidad general D. La deseabilidad general para 

todos los analitos fue 0.93415. La figura 20 muestra la superficie respuesta global 

(volumen de MSTFA vs. tiempo de reacción) en el punto más alto de temperatura 

(condición óptima). Los valores óptimos extraídos de esta superficie de respuesta 

global fueron: 35 min, 80°C y 70 µL para tiempo, temperatura de reacción y volumen 

de MSTFA, respectivamente.  

 

Figura 20. Gráfico de contorno de superficie de respuesta para la derivatización simultánea de 
contaminantes emergentes. 

El método de derivatización optimizado fue lineal (R2> 0.99) en el rango de 

concentración de 0,1 - 100 μg L-1 para todos los compuestos. Los resultados de 

repetibilidad (n = 6) de la derivatización muestran RSD<6% para el total de los 

analitos, valores muy aceptables considerando que el paso previo a la derivatización 

es la extracción, el cual genera mayor imprecisión en la metodología (detallado en 

la sección de validación del método). La Figura 21 muestra los estudios de 

estabilidad, en los que se midió la misma muestra derivatizada en un período de 30 

horas (0, 4, 8, 16, 24 y 30 horas). Para algunos compuestos como el ácido 

acetilsalicílico, el bisfenol A y la familia parabenos (metilo, etilo, propilo y butilo) se 

observa una disminución del 30% en su área cromatográfica después de 8 horas. 

Este resultado es información valiosa para asegurar la calidad de los resultados 

cuando la metodología se aplica a un alto número de muestras. En vista de ello, 
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todas las muestras sometidas a la metodología se derivatizaron y se midieron por 

GC-MS en un período no mayor a 4 horas.  

 

Figura 21. Respuesta cromatográfica relativa de los analitos obtenidos después de la inyección del producto 

de derivatización en diferentes tiempos (de 0 a 30 h). 

5.1.2.3 Estudio de la extracción simultánea multiclase de contaminantes 

emergentes mediante RDSE en matrices acuosas 

Debido al número de analitos en este trabajo y que previamente no habían 

sido estudiados simultáneamente por la estrategia analítica RDSE, se estudiaron 

variables clave para la extracción como la fase sorbente y el tiempo de extracción. 

Otros, como la velocidad de extracción y el volumen de muestra, fueron tomados de 

trabajos previos [86],[89],[108], considerando que la premisa que a mayor velocidad 

de extracción (> 2000 rpm) se favorece la transferencia de masa de la solución a la 

fase sorbente. Con volúmenes intermedios de muestras (20 a 30 mL), se necesitan 

tiempos de extracción más bajos y, al mismo tiempo, se alcanzan grandes factores 

de preconcentración, en este caso 167 veces. Las variables se estudiaron en agua 

desionizada y muestras reales dopadas con concentraciones conocidas de los 

analitos. 
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Estudio de fase sorbente 

Considerando la variedad de analitos en estudio, se realizó un estudio de 

diferentes fases de sorbente como Oasis® HLB, estireno-divinilbenceno (St-DVB) y 

C18. Se utilizó un tiempo de extracción de 60 min para el estudio comparativo. 

Como se puede ver en la Figura 22, Oasis® HLB mostró las mejores recuperaciones 

para todos los compuestos, y esto se debe al hecho de que esta fase tiene un 

equilibrio hidrofílico-lipofílico, lo que la hace capaz de interactuar con las grupos 

polares y apolares de los diferentes analitos [108], produciendo una extracción más 

eficiente que aquellos obtenidos con C18 y St-DVB. A pesar de esto, St-DVB podría 

ser considerada como una fase alternativa donde se obtienen áreas similares 

(menos para los compuestos polares como MP y AsA), por la buena afinidad de esta 

fase con compuestos semipolares y apolares a través de interacciones del tipo π-

π. De todas maneras, Oasis® HLB fue seleccionada como fase sorbente para la 

extracción de los 16 contaminantes emergentes.  

 

Figura 22. Estudio comparativo de fases sorbentes para la extracción de CEs aplicado a RDSE en 
muestras acuosas. 
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Estudio de tiempos de extracción 

Se probaron tiempos de extracción entre 30 y 120 minutos usando la fase 

sorbente Oasis® HLB. La Figura 23 muestra los perfiles de extracción para algunos 

compuestos que representan a cada familia en estudio, metil parabeno, estrona, 

ácido acetilsalicílico y bisfenol A, donde se muestra que a los 60 min se alcanza el 

equilibrio de extracción para todos los analitos. Este tiempo de extracción, es el 

mismo encontrado en trabajos previos con menor número de analitos. Por ende, se 

puede inferir que el tiempo de extracción no es una variable que dependa 

directamente del número de compuestos extraídos. Por lo tanto, se seleccionó 60 

minutos como tiempo de extracción en la metodología. 

 

Figura 23. Perfiles de extracción para MP, E1, AAS, TCS y BPA en RDSE de muestras acuosas 

5.1.2.4 Validación del método 

Para garantizar la correcta cuantificación de los contaminantes emergentes 

en estudio, se evaluaron los parámetros de calidad de la metodología analítica 

propuesta: sensibilidad (curva de calibrado), linealidad (R2), precisión (%RSD) 

límites de detección y cuantificación (LOD y LOQ), recuperación (%Re) y efecto 

matriz (%EM), los cuales se resumen en la tabla 15. Los análisis por GC-MS se 

realizaron en modo SIM para mejorar la sensibilidad y selectividad de la 

determinación.  
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La precisión intradiaria (n=6) e interdiaria (n=3) expresada como desviación 

estándar relativa (%RSD) fue medida a una concentración de 4 µg L-1 de cada 

analito en agua, encontrando valores menores a 13 y 20%, respectivamente. Los 

LOD y LOQ encontrados para el método tienen valores que varían de 0,02 a 0,15 y 

de 0,06 a 0,44 μg L-1, respectivamente, los cuales fueron calculados considerados 

los factores de enriquecimientos implícitos en la RDSE. Se encontraron buenas 

recuperaciones (> 74%) para la mayoría de los analitos en estudio, particularmente 

para la familia de parabenos (MP, EP, PP, BP), hormonas menos polares (E1, E2 y 

EE2), algunos antiinflamatorios (Ibu y Ket) y el BFA. Se obtuvieron bajas 

recuperaciones para compuestos tales como AsA, E3, Nap, AcM, Dic y TCS (11-

44%). Es importante señalar que la RDSE es una tecnología de extracción basada 

en el equilibrio de partición (no exhaustiva), de manera similar a otros como SPME 

y SBSE, esto significa que después del equilibrio de extracción parte de los analitos 

pueden permanecer en la muestra de agua. Teniendo esto en cuenta, las 

recuperaciones absolutas inferiores al 50% son comunes en este tipo de técnicas, 

para ello se usa lo que se conoce como curva de calibrado en matrix (matrix-

matched calibration) para la correcta cuantificación de los analitos. 

En este contexto, para compensar el efecto de la matriz, las curvas de 

calibrado se obtuvieron dopando muestras de aguas a seis niveles de concentración 

(entre 0,1-20 µg L-1, estas concentraciones no consideran el factor de 

concentración). El efecto matriz (%ME) fue calculado en aguas de ríos, valores 

cercanos al 100% indican un efecto de matriz bajo, mientras que cercanos a 0% 

reflejan un efecto de matriz alto. Para la mayoría de los compuestos se encontró 

bajo efecto matriz, excepto para Dic (33%), Ket (38%), EE2 (45%) y E2 (48%). 

5.1.2.5 Análisis de muestras reales 

Se seleccionaron diferentes aguas del sector de San Antonio, Chile: 

potable, pozo, y río para evaluar la aplicabilidad de la metodología (Figura 24). 

Además, el afluente e influente estudiados provienen de plantas de tratamiento de 

aguas de la ciudad de Santiago.  
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Tabla 15. Cifras de mérito de la metodología analítica para la determinación simultánea de CEs 

Analitos 
Sensibilidad 

(L µg-1) 

Linealidad 

(R2) 

LOD 

(µg L-1) 

LOQ 

(µg L-1) 
%Re 

% RSD (n=6) y (n=3) 
%EM %EF 

Intradiario Interdiario 

MP 11039 0,9904 0,08 0,23 75 10 13 90 125 

EP 5697,3 0,9960 0,07 0,20 74 11 12 83 124 

PP 5450,7 0,9943 0,11 0,33 81 11 12 77 135 

BP 9915,2 0,9949 0,04 0,11 97 12 16 74 162 

E3 452,64 0,9968 0,07 0,21 38 9 16 51 63 

E1 4642,4 0,9982 0,04 0,11 75 10 14 65 125 

EE2 3066,7 0,9935 0,07 0,21 79 6 16 45 132 

E2 4068,7 0,9929 0,04 0,11 80 13 15 48 134 

AsA 17547 0,9994 0,03 0,10 11 7 16 61 18 

Ket 340,95 0,9911 0,15 0,44 82 8 17 38 137 

Nap 3150,1 0,9996 0,07 0,20 31 11 15 58 52 

Ibu 2499,4 0,9966 0,03 0,08 75 10 15 74 125 

MeA 1312,7 0,9965 0,09 0,27 30 11 14 74 50 

Dic 1413,9 0,9898 0,04 0,12 33 11 20 33 55 

TCS 4757,9 0,9971 0,07 0,21 44 10 16 54 73 

BPA 6118,6 0,9989 0,02 0,06 94 10 18 61 157 

 

 

Figura 24. Mapa de la zona de procedencia de las muestras de aguas naturales 
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En la Tabla 16 se resumen las concentraciones encontradas en las aguas 

estudiadas. En el agua potable, ninguno de los analitos en estudio fue detectado. 

En el pozo 1, se detectó la presencia de EP y AsA, pero las concentraciones fueron 

no cuantificables (<LOQ). En el pozo 2 y en las aguas del río, fue posible cuantificar 

estos dos analitos, con concentraciones no superiores a 0,38 y 0,28 μg L−1, 

respectivamente. Esta es la primera vez que las concentraciones de estos 

compuestos han sido reportadas en estas matrices específicamente. En las 

muestras de efluentes y afluentes, se cuantificaron los mismos analitos, además de 

triclosán y naproxeno en ambos tipos de aguas, e ibuprofeno se cuantificó solo en 

el afluente. En estas aguas las concentraciones máximas de CEs encontradas 

fueron 3.1 y 4.2 μg L−1, respectivamente. 

Se han encontrado concentraciones similares de AsA, Nap, Ibu y TCS en 

países de América del Norte, Europa y África [109]–[112]. Se debería destacar 

según estos resultados, que las concentraciones de CEs encontradas en aguas 

naturales en la región de San Antonio son más bajas que las concentraciones 

encontradas en el efluente de aguas residuales de la ciudad de Santiago, quizás 

debido a los efectos de dilución y degradación de la compuestos o absorción en 

sedimentos, lodos, plantas, peces u otros organismos vivos durante su transporte 

natural. 

Tabla 16. Concentraciones de analitos encontrados en diferentes muestras de aguas en µg L-1. 

 Ces Potable Noria Pozo Río Efluente Afluente 

EP nd < LOQ 0,24 ± 0,05 0,38 ± 0,03 0,43 ± 0,03 0,62 ± 0,03 

PP nd < LOD < LOD < LOQ < LOQ < LOQ 

AsA nd < LOQ 0,15 ± 0,05 0,28 ± 0,04 3,1 ± 1,1 3,4 ± 0,9 

Nap nd < LOD < LOQ < LOQ 0,5 ± 0,2 4,16 ± 0,07 

Ibu nd nd nd nd nd 1,13 ± 0,09 

TCS nd nd nd nd 0,9 ± 0,2 1,02 ± 0,04 

nd: no detectado  
< LOD: menor al límite de detección  
< LOQ: menor al límite de cuantificación 

 

Se hizo un cuadro comparativo con otras metodologías ya reportadas. Para 

más detalle consultar la publicación resultante de este objetivo [92]. 
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5.1.3 Conclusión 

Se ha propuesto un método eficiente para la determinación multiclase de 

CEs en muestras de agua utilizando la estrategia analítica optimizada de 

derivatización-RDSE-GC/MS. Este estudio confirmó que la fase sorbente Oasis® 

HLB, normalmente usado en extracción en fase sólida, también puede ser utilizada 

en RDSE con un buen rendimiento de extracción para los compuestos de diferentes 

polaridades. En general, los compuestos con bajas polaridades y solubilidades en 

agua presentan mayores porcentajes de recuperación debido a su buena afinidad 

por la fase sorbente. La metodología optimizada de derivatización con MSTFA 

mostró mejoras claras con respecto a otras alternativas desde la perspectiva de 

costo, tiempo y ecoeficiencia [92]. 

La aplicación del método propuesto nos permitió informar, por primera vez, 

la presencia de algunos de estos compuestos (<0,38 μg L−1) en aguas de pozos y 

ríos chilenos, lo que nos lleva a considerar los riesgos potenciales del consumo de 

estas aguas, sabiendo que compuestos como los parabenos han sido categorizados 

como compuestos disruptores endocrinos. Estos resultados sugieren que se deben 

realizar más estudios detallados con un plan de muestreo en todo el río Maipo, en 

el cual se descargan los efluentes de las principales plantas de tratamiento de aguas 

residuales. 

La publicación resultante de este objetivo se muestra al final del escrito.  

 

 

 

 

 



69 
 

5.2. Objetivo 2: Extracción por sorción en disco rotatorio (RDSE) para la 

determinación de hormonas sexuales y triclosán en muestras de orina 

mediante GC-MS. Pasos de clean-up integrados y derivatización optimizada. 

5.2.1 Parte Experimental 

5.2.1.1 Condiciones GC-MS 

En la tabla 17, se resumen las condiciones cromatográficas, así como las 

del espectrómetro de masas optimizadas. En la tabla 18, se muestran los tiempos 

de retención a los que eluye cada analito, así como sus respectivos iones 

cuantificadores y calificadores. 

Tabla 17. Condiciones GC-MS para el método hormonas sexuales y TCS. 

Cromatógrafo de Gases Espectrómetro de Masas 

Volumen de inyección: 2 µL 

modo de inyección: Splitless 

Temperatura del inyector: 250ºC 

Rampas de calentamiento: 

Co= 75ºC x 1 min, C1= 250 °C a 35 °C 

min-1, C2= 300 ºC at 5 ºC min-1 x 2min 

Gas y Flujo: Helio (He) / 1 ml min-1 

Tiempo de análisis: 15 min 

Fuente: Ionización Electrónica (EI) 

Analizador: Cuadrupolo Simple 

(ISQ)  

Temperatura línea de 

transferencia: 250ºC 

Temperatura de la fuente: 200ºC 

Dwell time: 0,1 s x cada m/z 

 

 

Tabla 18. Tiempos de retención (min) e iones (m/z) para los analitos en estudio 

Analito Tiempo de 

retención (min) 

Ión cuantificador 

(m/z) 

Ión calificador 

(m/z) 

TCS 7,94 345 347,360 

TCS-D3 7,94 350 365 

E2 11,66 416 285 

Test 11,69 432 433 

Test-13C3 11,69 435 436 

Prog 13,52-13,64 458 443 
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5.2.1.2 Protocolo de Extracción 

A 2 mL de muestra de orina se le añaden 18 mL de H2O MIlliQ (factor de 

dilución 10x) y se ajusta el pH a 6 con una solución tampón de acetato de 

sodio/ácido acético. El disco rotatorio que contenía 50 mg de la fase Oasis® HLB 

se colocó dentro del vial que contiene la muestra (previamente acondicionado según 

procedimiento en 5.1.1.3), y se hizo rotar a 2000 rpm durante 60 minutos a 

temperatura ambiente. Después de la extracción, el disco es sometido a una etapa 

de limpieza con una solución de MeOH al 10% y se agita durante 5 min a 2000 rpm. 

Finalmente, se hace la desorción de los compuestos con 10 mL de AcOEt durante 

20 min a 2000rpm.  Este extracto se evapora a sequedad bajo una corriente de N2, 

se derivatiza mediante el método de derivatización previamente optimizado y se 

analiza mediante GC-MS en modo SIM. Las condiciones de fase sorbente, pH, 

dilución de muestra de orina, limpieza con MeOH, variables hidrodinámicas y 

solvente de desorción fueron estudiadas a través de ensayos univariados.  

5.2.1.3 Protocolo de Derivatización  

Se añaden 100 μL del multiestándar o extracto de muestra (después de 

RDSE) a un vial de 2 mL y se evapora bajo una corriente de N2. Se añaden 50 μL 

de la mezcla de derivatización MSTFA/DTE/TMIS (1000/5/2, v/p/v) y 50 μL de AcOEt 

y se agita en un vórtex por 5 min para completar la reacción. El extracto derivatizado 

se traspasa a un vial con inserto y se analiza por GC-MS. Inicialmente se hizo un 

estudio tipo screening para evaluar la significancia de los parámetros, luego se 

estudiaron diferentes solventes orgánicos como parte de la reacción de 

derivatización para reducir el gasto volumen de la mezcla de derivatización, y 

finalmente, se evaluó la relación de volumen de solvente seleccionado y mezcla de 

derivatización para encontrar la condición óptima de trabajo.  

5.2.1.4 Validación del método 

Igual al empleado en el punto 5.1.1.4 

5.2.1.5 Aplicación de la metodología a muestras reales de orina. Estudio de 

hidrólisis enzimática.  
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Se recogieron muestras de orina en envases estériles y se almacenaron a 

-20 °C. Las muestras se diferenciaron según sexo, edad y una mujer embarazada 

(5 meses) y se recolectaron de la primera orina del día. Antes del análisis, las 

muestras de orina se centrifuga a 3500 rpm durante 10 minutos, de esta manera se 

decantan todos los cristales y sólidos presentes. Las muestras se analizaron por 

triplicado. 

Las mismas muestras reales también fueron analizadas considerando un 

paso previo de la hidrólisis enzimática descrita por otros autores [113]. A los 2 mL 

de muestra de orina en el vial de extracción, se le agregan 2 mL de tampón de 

acetato de sodio/ácido acético a 1 mol L-1 ajustado a pH 5.2. La solución se 

homogeniza en vórtex durante 10 segundos y luego se añaden 20 µL (2000 U) de 

la enzima β-glucuronidasa y se homogenizan manualmente durante unos segundos 

y se dejan en una incubadora a 37ºC durante 24 horas. Después de este tiempo, se 

aplicó la metodología RDSE optimizada. Las muestras reales se cuantificaron 

utilizando orina de niño (5 años) mediante curva de calibración en matriz para 

ambos casos. Se estudiaron en total la orina de 5 voluntarios sano, fueron 

previamente informados acerca del procedimiento y la naturaleza del estudio 

analítico. Todos los individuos firmaron un formulario de consentimiento antes de 

realizar cualquier acción.  

5.2.2 Resultados y Discusión 

5.2.2.1 Ensayos preliminares de derivatización de hormonas sexuales y TCS 

en orina.  

Considerando el trabajo previo de multideterminación de contaminantes 

emergentes, se planteó inicialmente la misma metodología para derivatizar un 

multiestándar (250 µg L-1) de E2, Test, Prog y TCS, esto es 70µL de MSTFA + 50µL 

de piridina por 35 min a 80ºC. Se encontraron resultados interesantes que se 

resumen a continuación: 

(a) E2 y TCS se derivatizan de manera exitosa bajo estas condiciones, esto es 

concordante con lo encontrado previamente.  
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(b) Luego de la derivatización de Test y Prog, se observaron varias señales 

cromatográficas para cada compuesto, esto indica distintos productos de 

reacción en distintos grupos de las moléculas. La principal desventaja de este 

hecho es la disminución en la sensibilidad en la detección, sin contar que existe 

una alta dispersión en las proporciones de los productos para distintas réplicas, 

por ende, se hizo necesario proceder con alguna técnica de derivatización 

alternativa. 

5.2.2.2 Estudio de la reacción de derivatización de hormonas sexuales y TCS 

usando la mezcla MSTFA/DTE/TMIS. 

Luego de una exhaustiva revisión bibliográfica, se encontró que las 

hormonas sexuales suelen determinase por familias, es decir, estrógenos, 

andrógenos y progestágenos por separado. Esto se debe a que los estrógenos 

(como la hormona E2) sufren fácilmente reacciones de derivatización de los grupos 

hidroxilos (–OH), mientras que los progestágenos y andrógenos suelen 

derivatizarse fácilmente a en el grupo cetona (C=O). Son pocos los trabajos 

reportados donde determinen simultáneamente distintos tipos de hormonas 

sexuales, a través de un mismo protocolo de derivatización.  

Se ha reportado que, para poder realizar esta determinación simultánea de 

compuestos, es necesaria una modificación previa de los grupos derivatizables, es 

decir, o se convierten los grupos hidroxilos a grupos cetona a través de una 

oxidación, o por el contrario se hace una reducción de los grupos cetona a hidroxilo, 

para luego derivatizarlos con un mismo reactivo. Según un estudio de disponibilidad 

de reactivos, costos, tiempo y factibilidad de trabajo, se propuso seguir la vía de 

reducción de cetonas hasta grupos hidroxilos para luego derivatizar con MSTFA.  

Uno de los reactivos ampliamente conocidos como agente reductor es el 

Dithioerythritol (DTE). Este es un azúcar derivado del monosacárido eritrosa de 4 

carbonos, de fórmula molecular C4H10O2S2. Además, para completar la reacción de 

derivatización no basta con la reducción de los grupos cetonas, sino también es 

necesario el uso de un catalizador para promover la sililación con MSTFA. En este 
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caso, y de acuerdo a la compatibilidad de los reactivos, se usa el trimetiliodosilano 

(TMIS) como catalizador.  

Existen algunos trabajos donde se ha usado la mezcla MSTFA/DTE/TMIS 

(v/p/v) como agente derivatizante para hormonas sexuales en solventes, aguas y 

suero bovino (ver Tabla 6), pero no se había utilizado en orina previamente. En ellos 

se optimizaron las cantidades de los reactivos, encontrando para cada reactivo 1000 

µL, 5 mg y 2µL, respectivamente [65]. En vista de que las cantidades optimizadas 

son mínimamente aceptables, se decidió utilizar esta condición experimental para 

las subsiguientes optimizaciones. 

El primer paso consistió en probar esta mezcla de reacción con cada analito 

individualmente. Este ensayo se hizo a temperatura ambiente y agitación asistida 

por vórtex por 1 min. En primera instancia se inyectaron en modo Full Scan para 

identificar el patrón de fragmentación de cada analito derivatizado (Figura 25). Los 

resultados encontrados se resumen a continuación: 

(a) E2 y TCS eluyen como una única señal, exactamente igual a lo encontrado en 

la derivatización con MSTFA/pyr. Esto es concordante con el hecho que ninguno 

de estos compuestos sufre algún cambio con el nuevo procedimiento de 

derivatización.  

(b) Test eluye como un único compuesto, muy cercano a la E2 derivatizada. Esto 

indica que efectivamente la reacción de derivatización tuvo éxito obteniendo un 

sólo producto en 100%.  

(c) Prog eluye en dos señales cromatográficas muy cercanas (isómeros que se 

forman luego de la reducción). Al repetir el experimento varias veces, la 

proporción de los productos fue exactamente igual en todos los casos, lo que 

indica que es posible cuantificar el analito mediante la sumatoria de todas las 

áreas. Esto es concordante con lo encontrado en trabajos previos. 

En base a estos resultados esperados, se decidió hacer un estudio a 

profundidad de las variables involucradas en la derivatización, en primer lugar, de 

tipo screening, para después hacer estudios de optimización.  
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Figura 25. Espectros de masas por impacto electrónico de a) TCS b) E2 c) Test y d) Prog 

Estudio tipo Screening 

Se ha encontrado en la revisión bibliográfica que las reacciones de sililación 

de estrógenos se realizan a temperaturas por encima de los 70ºC por al menos 30 

min. Por ello se decidió evaluar la significancia de las condiciones experimentales 

involucradas, es decir, volumen de agente derivatizante (K1), temperatura (K2) y 

tiempo de reacción (K3), a través de un diseño experimental del tipo 2K 

experimentos, donde K es el número de factores en estudio. En este caso, para 

K=3, un total de 8 experimentos más 2 centros fueron ejecutados. En la tabla 19 se 

resumen los valores codificados y reales de los experimentos.  
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Tabla 19. Matriz screening para el estudio de derivatización con MSTFA/DTE/TMIS 

Experimento 

Valores codificados  Valores reales 

A B C 
 Temperatura 

(ºC) 

Tiempo 

(min) 

Volumen de 

MSTFA (µL)* 

1 -1 -1 -1  40 5 5 

2 1 -1 -1  80 5 5 

3 -1 1 -1  40 55 5 

4 1 1 -1  80 55 5 

5 -1 -1 1  40 5 100 

6 1 -1 1  80 5 100 

7 -1 1 1  40 55 100 

8 1 1 1  80 55 100 

9 0 0 0  60 30 52,5 

10 0 0 0  60 30 52,5 

*El volumen extra de agente derivatizante es completado con acetato de etilo, es decir, para los 

experimentos con 5µL de MSTFA/DTE/TMIS se completa hasta 100µL con el solvente mencionado.  

La influencia de cada factor se determinó a partir de la estimación de la 

varianza experimental con una prueba t y se mostró en un gráfico de interacciones 

de factores en un intervalo de confianza del 95%. Los resultados representados en 

los diagramas de pareto de la figura 26 muestran que para el total de analitos la 

temperatura y el tiempo de reacción no son factores significativos en la sililación. El 

volumen del agente derivatizante fue significativo para todos los compuestos. En 

función a este resultado, se decidió hacer estudios univariados de variables 

relacionadas al volumen de derivatizante, esto es, el solvente con el cuál se 

completa el volumen mínimo necesario para la inyección (100µL) y la relación 

existente entre la mezcla de derivatización y éste solvente para obtener la mejor 

respuesta cromatográfica.  
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Figura 26. Gráfico de Pareto de los efectos principales e interacciones cruzadas. La línea punteada 
vertical indica el intervalo de confianza del 95% para TCS, T, P y E2. 

Estudio Univariado de Volumen de Derivatizante MSTFA/DTE/TMIS 

Teniendo en cuenta variables como costo y ecoeficiencia, el gasto excesivo 

de derivatizante es innecesario, por lo tanto, se decidió estudiar la disminución en 

el volumen de derivatización utilizando una mezcla con diferentes solventes 

orgánicos en diferentes proporciones. La figura 27 muestra los resultados. 

Inicialmente, se tomaron 50 μL de la mezcla derivatizante y 50 μL de diferentes 

solventes orgánicos como DCM, AcOEt, MeOH y ACN. En general, se encontró que 

no había una diferencia significativa entre agregar el 100% de la mezcla de 

derivación o el 50% de solventes como AcOEt, ACN y DCM. MeOH tiene resultados 

indeseables porque reaccionan con la mezcla derivatizante. Considerando la buena 

compatibilidad entre los sistemas de GC y el AcOEt, se seleccionó para completar 

el volumen final del extracto antes de la inyección cromatográfica (el ACN se usa 

más comúnmente como disolvente en LC y DCM mostró mucha dispersión en los 

resultados). Por otro lado, las pruebas se llevaron a cabo en diferentes proporciones 

de la mezcla de derivatización y AcOEt, comenzando con 10:90 a 100: 0 (Véase en 

la parte superior de la Figura 26). 50 μL de la mezcla derivatizante y 50 μL de AcOEt 
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representan la mejor relación entre las respuestas cromatográficas más altas y el 

volumen más bajo de la mezcla derivatizante. 

 

Figura 27. Efecto de la presencia y volumen de solvente orgánico en la derivatización de TCS, E2, 
Test y Prog con MSTFA/DTE/TMIS 

En resumen, se seleccionaron 50 μL de MSTFA/DTE/TMIS y 50 μL de 

AcOEt a 25 °C durante 5 min en vórtex como condición de derivatización. La 

reacción de derivatización se evaluó en un rango entre 1-500 ng mL-1 obteniendo 

una relación lineal con R2> 0.995. El %RSD (n = 6) fue inferior al 5% para el total de 

analitos en estudio. Nuestro método propuesto representa una mejora significativa 

con otros trabajos en la literatura al reducir el consumo de la misma mezcla de 

derivatización utilizada en un 50% [60], [65], y en el tiempo y la temperatura donde 

otros autores usan 60 min y 60 °C [59]. 
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5.2.2.3 Separación e identificación de TCS, E2, Test y Prog mediante GC-MS 

El análisis cromatográfico muestra una separación en solo 15 minutos de 

los analitos en estudio. La Figura 28 muestra el cromatograma de elución de los 

compuestos que atribuyen los siguientes productos en orden de elución: TCS-

mono-TMS, E2-di-TMS, Test-di-TMS y Prog-di-TMS. Las especies de O-TMS en la 

figura resaltada en rojo provienen de un grupo hidroxilo, mientras que las marcadas 

en azul originalmente del grupo cetona. Del mismo modo, debido a los posibles 

dobles enlaces que se forman después de la enolización del grupo cetona en la 

Prog, se forman posibles isómeros realizando derivatización con MSTFA como se 

ha observado previamente [65]. Dado que no es posible favorecer un isómero con 

respecto a otro, bajo el mismo protocolo de derivación se logra la misma relación de 

los compuestos derivatizados (entre 1-500 ng mL-1), por lo tanto, para la 

cuantificación se consideró la suma de las áreas de todos los compuestos. Los 

estándares surrogates TCS-D3 y Test-13C3 eluyen los mismos tiempos de retención 

que sus pares, TCS y Test. 

 

Figura 28. Cromatogramas de elución por GC-MS: a) TIC b) Triclosán (m/z: 345) c) Estradiol (m/z: 
416) d) Testosterona (m/z: 432) y e) Progesterona (m/z: 458) 
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5.2.2.4 Estudio RDSE de hormonas sexuales y triclosán en muestras de orina 

Existen muy pocos trabajos reportados en los cuales se haya usado le 

técnica RDSE para la extracción de compuestos en matrices biológicas [85],[94], 

[95], siendo esta investigación la primera vez que se utiliza para determinar 

hormonas sexuales y triclosán en orina. Entre las principales limitaciones que tiene 

el análisis de muestras biológicas se puede mencionar la complejidad de la matriz, 

la disponibilidad de altas cantidades para la optimización de la metodología y, por 

lo general, requieren pretratamiento, lo que implica aumento de costos y tiempos.  

Una de las matrices de interés para esta investigación es la orina. La orina 

puede servir para determinar la presencia de algunas enfermedades y entre sus 

principales funciones se puede mencionar: 

❖ Eliminación de sustancias tóxicas producidas por el metabolismo celular como 

la urea. 

❖ Eliminación de sustancias tóxicas como la ingesta de drogas y alcohol. 

❖ Control electrolítico, al regular la excreción sobre todo de Na y K. 

❖ Control de la presión arterial, a través de la regulación hídrica. 

❖ Control del equilibrio ácido-base del organismo.  

La orina normal contiene un 95% de agua, un 2% de sales minerales y 3% 

de urea y ácido úrico, y aproximadamente 20 g de urea por litro. Cerca de la mitad 

de los sólidos son urea, el principal producto de degradación del metabolismo de 

las proteínas. El resto incluye nitrógeno, cloruros, cetoesteroides, fósforo, amonio, 

creatinina y ácido úrico.  

La principal ventaja que ofrece el estudio de biomarcadores en orina es que 

la recolección de la muestra no representa un método invasivo y, además se puede 

obtener fácilmente en grandes cantidades, en contraposición a lo que ocurre con 

otros fluidos como plasma y saliva.   

  

  



80 
 

Estudio de Fase Sorbente y pH 

La técnica RDSE se considera una técnica versátil si se considera la gran 

variedad de analitos que han sido estudiados (parabenos, ftalatos, surfactantes, 

antiinflamatorios no esteroidales, estrógenos, antibactericidas, antibióticos, 

pesticidas, colorantes, metales, entre muchos otros), esto debido a sus posibles 

configuraciones que permiten la colocación de fases sorbentes con diferentes 

polaridades. Recientemente, ha surgido la fase sorbente Oasis® HLB PRiME dentro 

de los cartuchos SPE, que según el fabricante tiene la ventaja de la ausencia de 

etapas de acondicionamiento, así como la mejora de las extracciones a través de la 

disminución del efecto de matriz. En base a esto, se compararon las fases sorbentes 

Oasis® HLB y HLB PRiME para la extracción de E2, Test, Prog y TCS en muestras 

de orina, considerando también la presencia y ausencia de etapas de 

acondicionamiento. Los resultados se muestran en la figura 29.  

 

Figura 29. Estudio de fase sorbente y efecto pH de la extracción de E2, TCS, Test, Prog desde 
orina mediante RDSE 
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A pesar de lo esperado, la fase Oasis® HLB presentó mejores resultados 

para el conjunto de analitos e independientemente de la fase sorbente utilizada, es 

necesaria la etapa de acondicionamiento. Además, se hizo un estudio de pH (para 

esta fase) encontrando que en el rango de pH de 5 a 8, se encontraron las mejores 

respuestas de los analitos (parte superior Figura 29). De esta manera se seleccionó 

la fase sorbente Oasis® HLB y el pH ajustado a 6 con buffer fosfato para la 

extracción de hormonas sexuales y TCS en urina mediante RDSE.   

Dilución de muestra de orina 

Este método de extracción se ha utilizado principalmente en muestras de 

agua, sin embargo, las matrices más complejas, como la orina, requieren un estudio 

detallado de todas las condiciones experimentales. En base a eso, fue necesario un 

estudio completo de todos los pasos de preparación de muestras, extracción, 

limpieza y desorción. Primero, en términos de preparación de la muestra, varios 

autores han sugerido diluir la muestra de orina en al menos 20 veces para mejorar 

el rendimiento en diferentes técnicas de extracción [95],[114],[115]. Por ello, se 

estudiaron diferentes diluciones comenzando con una muestra sin diluir hasta 20 

veces diluida. Los resultados se muestran en la Figura 30, se observa un efecto 

positivo en las respuestas de los compuestos con una dilución creciente de la 

muestra de orina. El efecto ya no es significativo cuando se aumenta de 10 a 20 

veces la dilución. La dilución 10x se consideró para favorecer un factor de 

preconcentración más alto. 

 

Figura 30. Efecto sobre la respuesta relativa de los analitos por dilución inicial de la muestra orina. 
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Etapa de limpieza o clean-up 

A pesar de considerar la dilución de la muestra de orina, se seguían 

encontrando bajas recuperaciones y alto efecto matriz (aprox. 20% y 70%, 

respectivamente), principalmente debido a las interferencias de color amarillo 

intensa persistente en el extracto final. En consecuencia, se evaluó la aplicación de 

una etapa de limpieza post-extracción para eliminar la interferencia de los pigmentos 

presentes en la orina, como la urobilina, que la fase Oasis®HLB coextrae junto con 

los analitos en la RDSE. Urobilina muestra un comportamiento similar a los analitos 

en estudio; su masa molecular no excede los 600 g mol-1, lo que le permite cruzar 

fácilmente la capa estancada de agua en RDSE, y su alta polaridad (log Ko/w 1,36) 

permite una fácil sorción sobre la parte hidrofílica de la fase sorbente. 

Anteriormente, para analizar estrógenos en muestras de orina se utilizaron 

soluciones de MeOH entre el 20 y el 40% para limpiar los extractos luego de las 

extracciones [116],[117], por lo que en este estudio se decidió considerar una etapa 

que incluye un lavado del disco con MeOH entre 5 y 40%. Para esto, el disco 

rotatorio con los analitos e interferencias sorbidas se colocó en un vial y se 

añadieron 10 mL de las soluciones de lavado, el disco se agita durante 5 minutos a 

2000 rpm. En la Figura 31 se puede ver que el uso de MeOH al 5 y 10% mejora la 

respuesta asociada con cada analito con respecto a la extracción sin limpieza. 

Además, considerando esta etapa el extracto final se vuelve casi incoloro. Con 

concentraciones de MeOH más altas que 20%, las señales comienzan a decaer 

debido a un proceso de desorción concomitante de los analitos. Se seleccionó el 

lavado con MeOH al 10% durante 5 minutos a 2000 rpm como etapa de limpieza 

post-extracción.  

Etapa de desorción o elución de los analitos desde la fase sorbente 

Después de la limpieza con MeOH al 10%, parte de los pigmentos 

permanecieron sorbidos en el disco junto con los analitos; en consecuencia, para 

obtener extractos limpios, el sorbente de desorción seleccionado debía eliminar solo 

los analitos sin eluir los pigmentos restantes en el disco. La desorción de los analitos 

se estudió utilizando diferentes solventes: DCM, MeOH, ACN y AcOEt. Usando 
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AcOEt como disolvente de desorción, se obtuvo una respuesta más alta de todos 

los analitos (Figura 32). Además, se observó que después de esto, un intenso color 

amarillo permaneció en el filtro sobre el disco, y el extracto final se volvió incoloro. 

AcOEt tiene la polaridad más baja de los solventes probados (constante dieléctrica 

(ε) 6,2), por lo cual fue capaz de desorber más selectivamente los analitos 

intermediamente polares y apolares sin interactuar con las interferencias polares 

restantes en la fase. 

 

Figura 31. Efecto de la concentración de MeOH utilizada en la etapa de limpieza (después de la 
extracción por RDSE y antes de la elución) sobre la respuesta relativa de los analitos. 

 

Figura 32. Efecto de los solventes de desorción en la elución de analitos desde la fase sorbente. 
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Para evaluar el efecto de las etapas incluidas y optimizadas en la 

metodología en la Figura 33-A (izquierda) se muestran los resultados comparativos 

para la recuperación absoluta y los efectos de matriz con respecto a los tres pasos 

optimizados: dilución de muestra, lavado con metanol diluido y disolvente de 

elución. La primera sección (C0) refleja los resultados obtenidos al aplicar la técnica 

RDSE sin considerar la limpieza de la muestra o la dilución de la muestra y el uso 

de MeOH como disolvente de desorción, como es típico en otras aplicaciones RDSE 

[90],[92],[118]. En estas condiciones, solo es posible extraer un máximo del 8% de 

los analitos, además hay un efecto de matriz altamente negativo de 

aproximadamente el 90%. Al incluir las diferentes etapas estudiadas (C1, C2 y C3, 

detalladas en la leyenda de la Figura 33), se puede observar que, al mismo tiempo 

que las recuperaciones aumentan, los efectos de matriz de cada analito disminuyen. 

En el último paso (C3), las recuperaciones absolutas se encuentran entre 46-57% y 

los efectos de matriz negativos están entre 15-22%. En la parte superior de la Figura 

33-A, se puede observar cómo la intensidad del color en el extracto final disminuye 

a medida que se aplican las diferentes etapas de limpieza, comenzando con un 

naranja intenso a un amarillo claro, casi incoloro. Se ha reportado previamente que 

los extractos sucios de matrices complejas pueden suprimir la ionización de los 

analitos [119] o afectar el proceso de inyección de la muestra [120] en GC-MS. 

Los pasos C2 y C3 solo varían en el solvente utilizado para la elución. Una 

comparación entre el uso de MeOH (C2) y AcOEt (C3) fue seguida por la obtención 

del espectro infrarrojo (IR) de la superficie del disco (Figura 33-B o lado derecho). 

En la superficie del disco eluído con AcOEt (espectro IR en rojo), se observan 

señales dobles a aproximadamente 1634 y 1584 cm-1, atribuidas al estiramiento 

C=O y C=N, además de una señal ancha a aproximadamente 3273 cm-1 que es 

particular del estiramiento O-H. Estas señales coinciden con las esperadas para la 

urobilina. La ausencia de estas señales en la superficie del disco eluído con MeOH 

(espectro IR azul) se debe a que la urobilina se eluyó junto con los analitos, 

transfiriendo el color amarillo al extracto final. 
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Figura 33. A. Efecto de las etapas de limpieza en las recuperaciones y efecto matriz. [C0: sin 
dilución y sin limpieza; C1: con dilución de orina (10×) y sin limpieza; C2: con dilución de orina 

(10×) + MeOH (10%) para limpieza; y C3: con dilución de orina (10×) + MeOH (10%) para limpieza 
+ elución con AcOEt. Nota: C0, C1 y C2 se eluyeron con MeOH] B. Espectros infrarrojos de la 

superficie del disco giratorio después de la etapa de desorción con MeOH (azul) y AcOEt (rojo). 

Variables hidrodinámicas en RDSE 

Después de optimizar todos los pasos de clean-up, fue necesario un estudio 

de las variables hidrodinámicas asociadas con RDSE para encontrar las 

condiciones óptimas de extracción. Mediante un diseño experimental basado en una 

matriz Doehlert [106], se construyó el diseño con valores codificados y reales (Tabla 

20) para evaluar los efectos de tres factores simultáneamente: volumen de muestra 

diluida, velocidad de rotación del disco y tiempo de extracción.  

La Figura 34 muestra el diagrama de superficie de respuesta, que indica las 

siguientes condiciones óptimas: 2000 rpm, 60 min y 20 ml de muestra diluida (2 ml 

de orina y 18 ml de agua) para la velocidad de rotación, el tiempo de extracción y el 

volumen de muestra, respectivamente. La función de deseabilidad general para el 

número total de analitos fue de 0,8965. 
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Tabla 20. Matriz experimental Doehlert para evaluar variables hidrodinámicas de RDSE en orina. 

Experimento 

Valores codificados Valores reales 

X1 X2 X3 
Tiempo 

(min) 

Velocidad 

(rpm) 

Volumen 

(mL) 

1 0 0 0 60 1100 40 

2 1 0 0 120 1100 40 

3 0,5 0,866 0 90 2000 40 

4 -0,5 0,866 0 30 2000 40 

5 -1 0 0 0 1100 40 

6 -0,5 -0,866 0 30 100 40 

7 0,5 -0,866 0 90 100 40 

8 -0,5 -0,289 -0,816 30 700 20 

9 0 0,577 -0,816 60 1700 20 

10 0,5 -0,289 -0,816 90 700 20 

11 -0,5 0,289 0,816 30 1400 60 

12 0 -0,577 0,816 60 400 60 

13 0,5 0,289 0,816 90 1400 60 

14 0 0 0 60 1100 40 

15 0 0 0 60 1100 40 

 

 

Figura 34. Superficie de respuesta estimada de las variables hidrodinámicas para RDSE en orina. 
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5.2.2.5 Cifras de mérito de la metodología desarrollada 

La Tabla 3 muestra las cifras de mérito del método. La precisión se expresa 

en función de la recuperación relativa (basada en TCS-D3 y Test-13C3) y la precisión 

de acuerdo con la desviación estándar relativa (%RSD). RDSE se basa en un 

equilibrio de partición; por lo tanto, se usaron estándares surrogates para mostrar la 

eficiencia del método, obteniendo recuperaciones relativas entre 89-111%. La 

ecuación lineal para cada analito se construyó en la matriz de orina, y la linealidad 

(R2) fue mayor que 0.959, lo que se considera satisfactorio de acuerdo con la matriz 

en estudio. Excepto para Prog, los límites de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) 

mostraron resultados consistentes, considerando que estos analitos generalmente 

están presentes en concentraciones superiores a estos valores límite. El efecto 

negativo de la matriz entre -14 y -22% indica que hay poca supresión de la respuesta 

de cada analito, y se podría asegurar que este remanente encontrado se deba más 

posiblemente a la inhibición de la capacidad de ionización de los analitos en la fase 

gaseosa y no debido a un posible bloqueo ocurrido en el puerto de inyección por la 

muestra. 

Tabla 21. Cifras de mérito asociadas a la metodología RDSE en muestras de orina 

Analito 
Sensibilidad  

(mL ng-1) 

Linealidad 

(R2) 

LOD      

(ng mL-1) 

LOQ     

(ng mL-1) 

%Re 

(relative) 

% RSD 

(n=6) 

% EM 

TCS 0,0152 0.993 0,04 0,14 111 9 -21 

E2 0,0383 0,969 0,01 0,04 96 7 -15 

Test 0,0456 0,979 0,004 0,01 99 11 -14 

Prog 0,0044 0,959 0,54 1,77 89 14 -22 

 

En comparación con métodos previamente reportados por SBSE aplicados 

a las hormonas sexuales en muestras de orina, se encontró que el método 

propuesto es más rápido con un tiempo de extracción de 60 min en comparación 

con las 2-4 horas para alcanzar el equilibrio en SBSE [57], el cual se obtuvo 

principalmente a que la agitación de la barra no superaba las 750 rpm. Con respecto 

a los límites de detección, los límites más bajos reportados fueron 0,03 [121], 0,18 
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y 0,12 ng mL-1 [58] para E2, Test y Prog, respectivamente, los cuales son más altos 

que los reportados en este trabajo (excepto para Prog). Las recuperaciones 

encontradas previamente por SBSE fueron 11,1 [57], 21,2 y 49,5% [58] para E2, 

Test y Prog, respectivamente, éstas fueron considerablemente más bajas que las 

reportadas en este método. Las menores recuperaciones reportadas en estos 

estudios se deben a que solo se consideró la dilución de la muestra para disminuir 

la complejidad de la matriz.  

En el caso de la extracción de TCS desde la orina por SBSE, el tiempo de 

extracción informado fue de 90 minutos [122] superior al reportado en este estudio. 

El límite de detección más bajo reportado previamente fue 0,05 ng mL-1, que es 

ligeramente más alto que el reportado en este estudio. En este mismo trabajo, así 

como en el presente estudio, se encontró una alta proporción de conjugación para 

metabolitos de TCS en muestras de orina, de 86,8 a 96,4% [123]. 

5.2.2.6 Análisis de muestras reales 

Para evaluar la aplicación de la metodología, se analizaron muestras de 

orina de personas saludables de diferentes edades y sexos, incluida una mujer 

embaraza. Además, la hidrólisis enzimática se aplicó para cuantificar las 

concentraciones libres y totales de los analitos. Sin hidrólisis enzimática, solo fue 

posible cuantificar TCS en el hombre >50 años, E2 en las muestras de mujeres, 

Test en las muestras de hombres y en mujer <35 años, y la Prog en la mujer 

embarazada. El uso de hidrólisis enzimática aumentó considerablemente la 

concentración de los analitos en la orina, lo que es consistente con el hecho de que 

estos compuestos generalmente se excretan en la orina en forma de sus 

metabolitos más polares. Este resultado esperado para las hormonas sexuales 

también se encontró para TCS (metabolito O-glucurónido), que fue similar al 

encontrado previamente para metilparabeno usando la misma ruta de 

desconjugación enzimática [113]. Para el hombre >50 años, la proporción del 

conjugado de TCS en muestras de orina humana fue del 90%. Se encontró que E2 

y Test estaban aproximadamente entre 5 y 40 veces más concentrados en su forma 

total, respectivamente. Normalmente, los niveles de Prog aumentan hasta 100 
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veces en mujeres durante el embarazo, por ello pudo ser cuantificada sin problema 

en esta muestra, lo cual no se pudo hacer en las demás muestras debido a la menor 

sensibilidad encontrada para esta hormona en la metodología propuesta (Tabla 22). 

Tabla 22. Concentraciones (± SD) en ng mL-1 de analitos en las diferentes muestras de orina 
estudiadas en presencia o ausencia de hidrólisis enzimática. 

Analito Hombre <35 Mujer <35 Hombre >50 Mujer >50 
Mujer 

embarazada  

Sin hidrólisis enzimática 

TCS < LOD < LOD 0,23 ± 0.09 < LOD < LOD 

E2 < LOD 0,74 ± 0,18 < LOD 0,11 ± 0,01 0,43 ± 0,11 

Test 0,57 ± 0,14 0,20 ± 0,07 0,45 ± 0,28 < LOD < LOD 

Prog < LOD < LOD < LOD < LOD 4,82 ± 1,48 

Con hidrólisis enzimática 

TCS < LOQ 0,44 ± 0,15 2,32 ± 0,20 0,63 ± 0,03 < LOD 

E2 2,77 ± 0,64 8,89 ± 1,02 1,34 ± 0,72 2,10 ± 0,07 10,45 ± 2,07 

Test 21,23 ± 3,54 2,62 ± 1,32 17,67 ± 1,83 0,44 ± 0,16 2,70 ± 0,43 

Prog < LOD < LOD < LOD < LOD 11,92 ± 2,03 

 SD (desviación estándar): se calculó considerando un triplicado de cada muestra 

5.2.3 Conclusión 

La metodología propuesta permite la determinación de hormonas sexuales 

y TCS en muestras de orina usando RDSE, con etapas de clean-up integradas, 

derivatización y cuantificación por GC-MS. Con respecto a la derivatización, las 

condiciones experimentales fueron mejoradas al reducir el consumo de la mezcla 

de derivatización en un 50%, además de evitar los sistemas de calentamiento 

controlados por temporizador, logrando un método más ecoeficiente y acorde a las 

premisas de la química verde. La estrategia de limpieza integrada con RDSE incluyó 

la dilución de la muestra (10 veces), el lavado del disco con solución metanólica al 

10% después de la extracción y la desorción de los analitos con acetato de etilo. 

Este método mejorado reduce considerablemente los efectos de la matriz ejercidos 

por la presencia de pigmentos como la urobilina en la orina.  
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El TCS total se cuantificó con éxito en casi todas las muestras de orina en 

el rango de 0,23-2,32 ng mL-1, lo que continúa siendo una señal de advertencia para 

la comunidad científica chilena considerando que este compuesto tiene 

características comprobadas como un compuesto disruptor endocrino. Además, se 

ha demostrado la capacidad de este compuesto para secretarse en la orina como 

metabolito, por lo tanto, muchas de las concentraciones de contaminantes en fluidos 

biológicos ya reportadas podrían ser mucho más altas. E2 y Test se cuantificaron 

con alta sensibilidad utilizando la técnica propuesta con concentraciones entre 0,11-

10,45 y 0,23-21,23 ng mL-1, respectivamente. Sin embargo, la determinación de la 

progesterona por esta ruta no fue satisfactoria debido a la baja sensibilidad obtenida 

por GC-MS. Prog solo se pudo cuantificar en la mujer embarazada (4,82 y 11,92 ng 

mL-1 en forma libre y total, respectivamente). 

Se recomienda aplicar este método para estudiar los efectos de la 

exposición a triclosán en los niveles de concentración relativa de hormonas 

sexuales.  

La publicación resultante de este objetivo se muestra al final del escrito.  
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5.3. Objetivo 3: Determinación de kisspeptina-10, hormonas sexuales y 

triclosán en muestras de suero de ratas empleando VA-MSPD/UHPLC-ToF/MS. 

5.3.1 Parte Experimental 

5.3.1.1 Condiciones UHPLC-MS (ESI/TOF) 

En la tabla 23, se resumen las condiciones de cromatografía líquida y 

espectrometría de masas de alta resolución optimizadas. En la tabla 24, se 

muestran los tiempos de retención a los que eluye cada analito, el ión utilizado para 

la cuantificación y la atribución correspondiente a cada compuesto.  

Tabla 23. Condiciones UHPLC y ESI-TOF/MS para el método Kiss10, Test, Prog, E2 y TCS. 

Cromatógrafo de Líquidos (UHPLC) Espectrómetro de Masas  

Volumen y modo de inyección: 10 µL / 

Splitless 

Columna: Brownlee SPP C18 2,7 µm 

Temperatura columna: 20ºC 

Solventes: (A) Agua/HCOOH (0,1%) (B) ACN 

Gradiente de elución: 

Go= 0-1 min, 0-60% B, G1= 1-2 min, 60-80% 

B; G2= 2-3 min, 80% B; G3= 3-4 min, 80-90% 

B; G4= 4-5 min, 90-100% B. 

Flujo de fase móvil: 0,3 ml min-1 

Tiempo de análisis: 5 min 

Tipo de Fuente: Ultra-Electrospray 

(ESI) 

Analizador: Tiempo de vuelo (ToF)  

Voltaje capilar: 6000V  

Salida del capilar: -125 V 

Flujo de gas N2: 10 L min-1 

Temperatura del gas: 300°C 

Presión de nebulización: 80 psi 

Rango de masas: 100-1500 m/z 

Modo trampa (trap): 25-45 µs 

 

Tabla 24. Tiempos de retención y los iones para el total de analitos  

Analito Tiempo de retención (min) Iones (m/z) Atribución 

Kiss10 0,629 651,8180 M+2H2+ 

Test 1,364 289,2167 M+H+ 

E2* 1,978 431,9770 M-DMIS+H+ 

Prog 2,940 315,2154 M+H+ 

TCS* 3,496 446,9770 M-DMIS+H+ 

      *Derivatizados con DMIS 
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5.3.1.2 Protocolo de Derivatización  

Se estudió el protocolo de derivatización de un estándar múltiple de 250 μg 

L-1. Se añaden 100 μL del multiestándar o extracto de muestra a un vial de 2 mL y 

se evapora a sequedad bajo corriente de N2. Se añaden 100 μL del agente de 

derivatización DMIS (1mg mL-1 en MeOH) y 100 μL de NaHCO3 60mM, se agita en 

vórtex por 5 min a temperatura ambiente. El extracto derivatizado (solo se derivatiza 

E2 y TCS), se analiza por UHPLC-TOF/MS en modo EIC.  

5.3.1.3 Protocolo de Extracción 

El protocolo de extracción seleccionado se trata de dispersión de matriz en 

fase sólida (MSPD). Para ello, en un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL (conocido 

normalmente como eppendorf) se pesan 20 mg de la fase dispersiva C18 y se 

añaden 150 µL de suero de ratas y se agita a la potencia máxima del vórtex por 5 

min (aprox. 3000 rpm). En este paso, la matriz líquida se integra completamente en 

la fase dispersiva sólida, resultando un sólido de similar textura al C18, pero con 

una coloración amarillenta propia del suero. En el mismo eppendorf se añaden 1000 

µL de la mezcla ACN y se agita nuevamente en vórtex por 10 min, luego se coloca 

en una microcentrífuga a 7000 rpm por 10 min. Una vez lograda la separación de 

las fases en este último paso, se toma la solución orgánica (que contiene los 

analitos) y se pasa por un filtro de PTFE 0,22µm, finalmente se añade el extracto 

filtrado a un vial de 2 mL donde será posteriormente derivatizado y analizado por 

UHPLC-ToF/MS. 

5.3.1.4 Validación del método 

Igual al empleado en el punto 5.1.1.4  

5.3.1.5 Muestras reales 

Para el desarrollo del método se utilizó suero de ratas que habían sido 

previamente sacrificadas para otros estudios.  
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5.3.2 Resultados y Discusión 

5.3.2.1 Consideraciones generales 

Uno de los objetivos principales de esta investigación, es el estudio de la 

familia de kisspeptinas en distintos sistemas biológicos, particularmente de la 

Kisspeptina-10. Tal como se ha mencionado, su importancia radica en el rol clave 

que ejerce como sustancia reguladora del sistema endocrino, siendo muchas veces 

propuesta como biomarcador de distintas enfermedades.  

Debido a su alto peso molecular y su alta polaridad y solubilidad en agua, 

es imposible analizar este péptido a través de técnicas como GC-MS. Como 

complemento al trabajo anterior, se añade al conjunto de analitos ya estudiados 

(progesterona, testosterona, estradiol y triclosán) la kisspeptina-10, utilizando como 

técnica de análisis LC-MS.  

El equipo disponible para realizar los análisis es un UHPLC-ESI-ToF/MS, 

éste es un sistema con muchas ventajas, entre las que se pueden mencionar: 

(i) El sistema ultra cromatográfico de alta resolución (UHPLC), permite análisis 

muchos más rápidos que los sistemas convencionales HPLC, teniendo así 

separaciones cromatográficas en tan sólo 5 min. La principal diferencia entre 

ambos sistemas radica en el tamaño de columnas, y a su vez en el tamaño de 

las partículas que las componen.  

(ii) La fuente de ionización es electrospray (ESI), en este caso se utiliza un 

nanospray que se produce al pasar la muestra desde el sistema cromatográfico 

al masas. A través de un gas de alta pureza (N2), las pequeñas gotas se ionizan 

y pasan directamente al endplate, capilar y posteriormente al analizador.  

(iii) El sistema ToF (tiempo de vuelo) es el analizador del masas, se conoce como 

un tipo de analizador de alta resolución, con una gran precisión en la detección 

de las masas (hasta cuatro cifras decimales), esto permite una identificación 

inequívoca de los analitos, además de otras ventajas como la determinación de 

fórmulas moleculares de manera exacta.   
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5.3.2.2 Estudios de infusión directa de la muestra en el espectrómetro de 

masas (ESI-TOF/MS) 

Para este caso, antes de trabajar con el sistema cromatográfico, es de suma 

importancia optimizar las condiciones del espectrómetro de masas en las cuales se 

pueden detectar los analitos, para ello es necesario tanto estudiar los parámetros 

que controlan la ionización de las moléculas en la fuente (ESI), como los que 

permiten la separación de los analitos en el tiempo de vuelo (ToF).  

El equipo disponible permite realizar mediciones directas en el sistema ESI-

TOF/MS a través de un sistema de inyección automático, en el cual la muestra 

soportada en una jeringa es impulsada por una bomba hacia la fuente de ionización. 

A diferencia del método previo optimizado por GC-MS, en este caso es posible 

realizar determinaciones tanto en modo positivo como en modo negativo, es decir, 

el equipo está en la capacidad de medir las moléculas cargadas tanto positivamente, 

como negativamente (pero no de manera simultánea). Debido a que la ionización 

que ocurre en el ESI es “suave”, es imperativo el uso de ciertos aditivos para 

cualquiera de los modos previamente mencionados.  

Modo negativo 

Por lo general, este modo es usado para compuestos con grupos -OH 

presentes en la molécula, y que además ese hidrógeno presente cierta labilidad, es 

decir, este modo se favorece en aquellas moléculas que puedan ser cargadas 

fácilmente de forma negativa. A pesar de que muchos compuestos poseen estos 

grupos -OH ácidos, por ejemplo, ácidos carboxílicos o fenólicos, es necesario el uso 

de aditivos que permitan o favorezcan la ionización en la fuente ESI. Después de 

hacer una revisión en la literatura, se seleccionaron algunos compuestos como 

posibles aditivos: NH4Cl, (NH4)2C2O4, NH4H2PO4, (NH4)2SO4, NH4NO3, 

CH3COONH4, citrato de amonio y tartrato de amonio. Se hicieron experimentos en 

presencia (al 0,1%) y ausencia de estos aditivos en la solución (ACN:H2O) donde 

fueron disueltos los analitos (10 mg L-1) e inyectados directamente en el ESI-ToF. 
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La hormona E2 fue la única observada en el modo negativo, pero con una 

sensibilidad muy baja. Esto es congruente con lo encontrado en la literatura, ya que 

es bien conocida la ineficiente ionización de estrógenos en sistemas ESI [124]. Kiss-

10, Test, Prog y TCS no fueron detectados bajo este modo de ionización.  

Modo positivo 

Este modo de ionización es típico de compuestos que presentan grupos 

protonables como carbonilos (C=O) y aminos (N-H), estos son detectados a través 

de la carga positiva que se genera. Al igual que el caso anterior, es necesario el uso 

de aditivos para favorecer la ionización de la molécula. Idealmente se usa ácido 

fórmico (HCOOH) debido a su alta volatilidad y bajo peso molecular. Para ello cada 

analito fue disuelto en la mezcla ACN:H2O (a 10 mg L-1) con ausencia y presencia 

de HCOOH al 0,1% y fueron inyectadas en el modo de infusión directa del ESI-

ToF/MS. De los resultados encontrados se pudo concluir: 

(i) Prog y Test fueron detectados exitosamente con una alta sensibilidad bajo la 

forma [M+H]+, lo cual concuerda con el hecho que los progestágenos y 

andrógenos son analizados por este modo debido a la fácil protonación del 

oxígeno de los grupos carbonilos (C=O) presentes (Figura 35).  

 

(ii) Kiss-10 fue detectada exitosamente de tres formas posibles que se atribuyen a 

las estructuras [M+H]+, [M+2H]2+ y [M+3H]3+, esto es corroborado por la 

diferencia encontrada en la distribución isotópica de 1; 0,5 y 0,33 uma para cada 

uno, respectivamente. Esto es concordante con el comportamiento típico de 

péptidos y proteínas, las cuales poseen una gran variedad de grupos 

funcionales donde puede ocurrir la protonación, lo que permite la presencia de 

estas especies multicargas. En la Figura 36 se muestra el espectro de masa 

donde se observa la kisspeptina dos y tres veces cargada, la masa intacta 

protonada es prácticamente imperceptible.  
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Figura 35. Espectros de masas Prog (superior) y Test (inferior) en modo positivo 
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 Figura 36. Espectro de masas Kisspeptina-10 en modo positivo 

 

(iii) E2 fue detectada con muy baja sensibilidad, debido a la ausencia de posibles 

grupos funcionales protonables. La hormona fue encontrada perdiendo una 

molécula de agua, esto es [M-H2O+H]+. El TCS tampoco fue detectado bajo 

este modo de ionización.  

En la tabla 25 se resumen los resultados encontrados para el experimento 

de infusión directa en modo positivo, donde es de destacar la mayor sensibilidad 

encontrada para la Prog y Test, seguido por la Kiss-10 (en su especie dos veces 

protonada) y finalmente una baja sensibilidad para E2 y nula para TCS.  
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Tabla 25. Resultados encontrados por infusión directa de los analitos en el ESI-ToF (modo positivo) 

Compuesto m/z Atribución Amplitud 

Kiss-10 

1302,6452 M+H+ 801 

651,8309 M+2H2+ 67450 

447,8835 M+3H3+ 7333 

Test 289,2167 M+H+ 170635 

Prog 315,2315 M+H+ 323870 

E2 255,1945 M-H2O+H+ 14805 

TCS n.d. N/A N/A 

 

5.3.2.3 Estudio de reactivo para el medio ácido 

Como se ha mencionado previamente, la presencia de medio ácido es 

imprescindible para la detección de los analitos en modo positivo. El ácido fórmico 

ha sido utilizado por excelencia en muchos trabajos reportados, sin embargo, se 

propuso probar con dos ácidos adicionales, para evaluar alguna mejora en la 

respuesta de la detección final.  

Se hizo un estudio comparativo de tres ácidos a una concentración de 0,1%: 

ácido fórmico (HCOOH), ácido acético (HAc) y ácido heptaflurobutírico (HFBA). 

También se evaluó la ausencia de medio ácido. Los valores de pH para estas tres 

soluciones son 2,9; 3,1 y 3,3; respectivamente. En la figura 37 se muestran los 

resultados del estudio. Se observa que el medio ácido es imprescindible para la 

ionización de los compuestos. Además, en el medio de ácido fórmico hay mayor 

sensibilidad en la detección, y considerando los valores de pH, este resultado indica 

que a valores más bajos (más ácidos) se favorece la ionización de los compuestos 

en la fuente ESI.  
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Figura 37. Estudio de medio ácido en la ionización de compuestos en ESI-ToF/MS 

 

5.3.2.4 Modo trap vs. pulse 

Considerando los resultados anteriores, se siguió trabajando en modo 

positivo para los ensayos, tratando de buscar la forma de mejorar la detección de 

los analitos. En los ensayos previos todos los analitos fueron inyectados por 

separado y en modo pulso (pulse), detectando todas las masas posibles. Se 

observó que la Test y Prog tenían una alta sensibilidad, a diferencia de los demás 

analitos. Para mejorar esto, se recurre a una herramienta del equipo que se conoce 

como modo trampa (trap). En este modo el equipo usa “trampas” para mejorar la 

detección de ciertas masas moleculares con respecto a otras (como una especie de 

filtro), esta se representa en unidades de μs y entre más separado estén los valores, 

es posible determinar masas más altas.  

Se hicieron múltiples ensayos variando la amplitud de la trampa, 

encontrando que se necesitan de al menos 20 unidades de separación para mejorar 

la sensibilidad de masas altas (como la de Kiss-10). En la tabla 26 se resumen los 

resultados encontrados en modo pulse y de las dos mejores trampas encontradas.  

Se muestran dos resultados importantes según la aplicación requerida. En 

los dos modos trap se mejora la sensibilidad de Kiss-10, siendo más significativa 
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para la relación 25/45. Es de notar que en esta relación también mejoran las 

hormonas sexuales, sin embargo, con la relación 28/34 la sensibilidad de éstas es 

mayor. Para empezar con los ensayos, se seleccionó la trampa 25/45, pero de 

acuerdo con la sensibilidad requerida en muestras reales, a futuro se puede cambiar 

fácilmente en el equipo a la otra configuración óptima para las hormonas sexuales. 

Lamentablemente el equipo no puede medir ni distintos modos al mismo tiempo, ni 

tampoco distintas trampas, por ende, en caso de ser requerido, tendría que 

inyectarse la muestra dos veces si es necesaria mejorar la sensibilidad de detección 

de algún analito con respecto a otro.  

Tabla 26. Diferencias de amplitudes para ensayos modo pulso y trampa por ESI-ToF/MS 

Analito m/z Amplitudes 

Pulse trap 25/45 trap 28/34 

Kiss-10 

1302,6452 801 5020 1201 

651,8309 67450 298999 107654 

447,8835 7333 175644 23876 

Test 289,2167 170635 697654 1010657 

Prog 315,2315 323870 945666 1450876 

E2 255,1945 14805 39654 44065 

TCS n.d. N/A N/A N/A 

 

5.3.2.5 Estudio cromatográfico UHPLC 

Luego de evaluar y optimizar las condiciones por infusión directa en el 

espectrómetro de masas, se hicieron ensayos usando el sistema UHPLC para 

mejorar la sensibilidad en la detección y para evidentemente lograr la separación de 

los analitos usando una columna cromatográfica. Se ensayó inicialmente con un 

multiestándar que contenía 1 mg L-1 de Kiss-10, Test, Prog, E2 y TCS. El equipo 

disponible se compone de una bomba binaria para hacer combinaciones de las 

fases orgánica y acuosa que permiten las diferentes movilidades de los analitos por 

la columna. El tipo de columna con tamaños de partículas de 2,7 µm permite flujos 

máximos de 0,3 mL min-1, el cual fue utilizado para realizar todos los ensayos.  



101 
 

Se realizaron tres experimentos con distintos gradientes de elución. 

Siguiendo los resultados obtenidos por inyección directa, la fase orgánica fue 

definida como ACN (B) y la acuosa como H2O/HCOOH al 0,1% (A). Las condiciones 

iniciales ensayadas incluían una fase móvil inicial del 100% B, y se aumentaba 

gradualmente la fase acuosa. Se observó que cuando la fase móvil inicial tenía una 

alta concentración en fase orgánica, los analitos eluían muy rápido por la columna, 

por ende, se decidió ir disminuyendo la concentración inicial en solvente orgánico. 

Al usar 60% de B inicial en la fase orgánica, se encontró una separación 

cromatográfica con buena resolución para los compuestos, considerando la 

necesidad de mejorar a futuro la sensibilidad de la hormona E2 y la detección de 

TCS. En la Tabla 27, se muestra el gradiente de elución seleccionado.  

Tabla 27. Gradiente de elución seleccionado para la separación cromatográfica UHPLC. 

Tiempo (min) % A % B 

0-1 40 60 

1-2 20 80 

2-3 20 80 

3-4 10 90 

4-5 0 100 

 

El péptido Kiss-10 eluye exitosamente con este gradiente a 0,629 min sin 

interferir con los demás analitos, que eluyen a tiempos superiores por su mayor 

afinidad con la columna cromatográfica. En la figura 38 se muestra el cromatograma 

para la elución del multiestándar que contienen kisspeptina-10, testosterona, 

progesterona, estradiol y triclosan a 5 mg L-1. Hasta este momento aún no había 

sido posible detectar el disruptor endocrino TCS y la hormona E2 seguía teniendo 

muy baja sensibilidad.  

De los resultados hasta el momento se puede concluir lo siguiente: 

(i) Se ha conseguido optimizar un método UHPLC-ESI-ToF/MS para la 

identificación, separación y cuantificación de Kiss-10, Test, Prog y E2.  
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(ii) Se debe trabajar en mejorar la sensibilidad de la determinación de la hormona 

E2 el cual es 15 a 20 veces menor que las demás hormonas sexuales.  

(iii) Aún no se ha conseguido identificar el TCS por este método. Se probaron 

distintas concentraciones y distintos modos de análisis sin buenos resultados. 

Se propone a futuro buscar un método de derivatización que permita el estudio 

de este compuesto y a la vez mejorar la sensibilidad de la hormona E2. 

 

Figura 38. Cromatograma inicial de los analitos usando UHPLC-ESI-ToF/MS 

  

5.3.2.6 Estudio de derivatización de la hormona E2 y TCS 

Como propósito final de esta investigación, se pretenden realizar estudios 

del comportamiento del sistema kisspeptidérgico (hormonas sexuales/kisspeptina) 

en presencia del compuesto disruptor endocrino, triclosán. Para ello es necesario 

tener un método que no solo permita identificarlos, sino también cuantificarlos a 

niveles de detección muy bajos. Al evaluar los resultados anteriores, donde E2 se 

observa con baja sensibilidad y el TCS no ha podido siquiera ser detectado, se 

recurrió al estudio de algún método de derivatización para estos compuestos, que 

no involucre modificaciones de los demás analitos.  

Un método comúnmente utilizado para la determinación de estrógenos por 

LC-MS es la derivatización previa a la inyección con cloruro de dansilo en medio 
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básico [124]. Este método ha sido ampliamente estudiado para los estrógenos con 

buenos resultados de aumento sensibilidad. Sin embargo, se ha encontrado que en 

sistemas MS/MS, existe un inconveniente relacionado con la fragmentación por 

colisión del ion dansilo-E2, donde la carga se localiza casi completamente en el 

grupo dansilo. Aunque esto contribuye a una alta intensidad de señal, también evita 

el monitoreo de transiciones de masas adicionales confirmatorias, lo que aumenta 

la susceptibilidad del método a las interferencias de otros compuestos en la muestra 

que reaccionan con el cloruro de dansilo. Es por ello que, para el caso de esta 

investigación, se decidió probar con otro medio derivatizante conocido como 1,2-

dimetilimidazol-5-sulfonil cloruro (DMIS), el cual derivatiza selectivamente la 

hormona E2 en presencia de andrógenos y progestágenos sin modificarlos, 

aumenta notablemente la sensibilidad de los analitos y además evita las posibles 

complicaciones en los sistemas MS/MS mencionados previamente con el cloruro de 

dansilo [125]. En la figura 39 se observa la estructura de este reactivo de 

derivatización, que en presencia de una base como NaHCO3, permite la 

derivatización selectiva de la hormona E2, en el hidroxilo más ácido, es decir, el 

unido al anillo de benceno. 

 

Figura 39. Reacción de derivatización de E2 y Test mediante el uso de DMIS/NaHCO3 [125]. 

Para ensayar esto, se siguieron las condiciones de la referencia: 1 mg del 

reactivo DMIS fue disuelto en 1 mL de MeOH. El NaHCO3 utilizado se empleó a una 

concentración de 50mM. Inicialmente cada analito a 10 mg L-1 fue disuelto en una 

proporción 1:1 de la mezcla DMIS/NaHCO3 e inyectado por infusión directa en el 
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ESI-ToF/MS con los parámetros previamente optimizados. Previo a la inyección, la 

solución fue colocada en un plato de temperatura a 60ºC por 15 min. Se encontraron 

los siguientes resultados: 

(i) Los estándares de Test y Prog no sufrieron modificación alguna en presencia 

del medio derivatizante, esto se evidencia ya que sus tiempos de retención, 

amplitudes y espectros de masas no cambiaron (Figura 40).  

 

 

Figura 40. Cromatograma y Espectro de masas para Test (A) y Prog (B) en presencia de 
DMIS/NaHCO3 

 

(ii) Kiss-10 se ve afectada por la presencia del medio derivatizante, esto se 

corrobora en el cromatograma de la figura 41. Su amplitud disminuye 

considerablemente, prácticamente a la altura de dos señales que son parte del 

ruido. Al observar el espectro de masas se observa que la señal de Kiss-10 es 

solo un poco mayor de posibles interferentes con amplitudes muy bajas. Esto 

puede ser explicado por algún efecto de modificación estructural que pueda 
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estar sufriendo el péptido en presencia de ese medio de reacción o también por 

inhibición de la capacidad de ionización de la Kiss-10 en la fuente ESI por 

presencia de reactivos y sales, lo cual está ampliamente estudiado y 

referenciado previamente [126].    

 

Figura 41. Cromatograma y espectro de masas de Kiss-10 en presencia de DMIS/NaHCO3 

 

(iii) E2 se derivatiza en presencia de la mezcla derivatizante, encontrando un solo 

producto mayoritario con m/z de 431,2027. Este compuesto derivatizado eluye 

a 1,978 min, tiempo mayor que el encontrado para E2 sin derivatizar, esto se 

debe a que el nuevo compuesto derivatizado se vuelve más apolar y se retiene 

más por la columna. En la Figura 42 se observa el cromatograma y espectro 

de masas de la especie E2-DMIS. 

 
Figura 42. Cromatograma y espectro de masas de E2-DMIS en presencia de DMIS/NaHCO3 
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(iv) Además, al estudiar el TCS bajo esta misma condición, se encontró de igual 

manera un producto mayoritario con m/z de 446,9770. En la figura 43 se 

observa el cromatograma de elución del nuevo compuesto a 3,496 min.  

 

Figura 43. Cromatograma y espectro de masas de TCS-DMIS en presencia de DMIS/NaHCO3 

Además, se muestra el espectro de masas donde se observa la 

concordancia en la intensidad de las señales A+1, A+2 y A+3 propias de tener 3 

grupos –Cl sustituyendo la molécula (isotopía), esto es, A+1 y A+3 de igual 

intensidad, A+2 con 1/3 de la intensidad de las dos señales anteriores. Vale destacar 

que este compuesto no había podido ser detectado previamente.  

En la Figura 44, se muestra el cromatograma de elución del total de analitos 

en presencia de DMIS/NaHCO3. Este medio favorece positivamente la detección de 

la hormona E2, además de permitir la detección del TCS, ambos con sensibilidad 

comparable a la encontrada previamente para Test y Prog. Negativamente se puede 

decir que afecta la Kiss-10, ya que se disminuye su sensibilidad notablemente en 

presencia de esta mezcla de reacción.  

Finalmente, en la figura 45, se pueden observar las diferencias en ambos 

cromatogramas con la presencia y ausencia de la derivatización con DMIS/NaHCO3 

donde se observan los dos compuestos adicionales (E2-DMIS y TCS-DMIS) en el 

caso de la muestra derivatizada. En base a las diferencias encontradas, 

principalmente en cómo afecta negativamente la presencia del derivatizante a la 

Kiss-10, a futuro se pretende analizar dos extractos de muestra por separado, uno 

con y otro sin derivatización. 
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Figura 44. Cromatograma de elución del conjunto de analitos en presencia DMIS/NaHCO3 

 

 

Figura 45. Cromatograma de elución de Kiss-10, T, P, E2 y TCS, sin y con derivatización vía 
DMIS/NaHCO3. 

Optimización de la derivatización usando el reactivo DMIS/NaHCO3  

Considerando que en el trabajo de donde fue extraído este método de 

derivatización realizan la reacción a 60°C por 15 min sin estudios relacionados, se 

decidió evaluar el efecto que tienen tres variables en la derivatización, estas son: 

temperatura, tiempo y concentración de la base. Para ello se utilizó una matriz 

experimental del tipo Doehlert para evaluar el efecto de las variables considerando 

las posibles interacciones entre ellas en los distintos experimentos. En la tabla 28 

se muestran los experimentos propuestos con valores codificados y reales.  
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Se determinó que el reactivo de derivatización (DMIS), debe ser preparado 

y utilizado inmediatamente. Cuando se intentó hacer unas pruebas con un reactivo 

preparado días antes, no ocurrió la derivatización exitosa de los analitos (muy bajas 

señales cromatográficas). A través de un estudio de deseabilidad grupal (incluyendo 

también los que no se derivatizan) se obtiene una condición óptima para la 

derivatización. En cuanto al poder de predicción del modelo en todos los casos se 

obtuvieron ρ-value para regresión/error residual <0,05 demostrando la viabilidad del 

modelo. Además, valores >0,05 en la carencia de ajuste/error en todos los casos 

indican la idoneidad de los modelos cuadráticos debido a la variación del error 

analítico. Finalmente, el R2 ajustado con valores entre 79 y 97% indican un 

adecuado ajuste del modelo con respecto a la ecuación polinomial.  

Tabla 28. Matriz Doehlert para el estudio de variables en la derivatización con DMIS/NaHCO3 

 

Exp 

Valores codificados Valor Real 

X1 X2 X3 
X1= Tiempo 

(min) 

X2= Conc. 

NaHCO3 (mM) 

X3= Temp. 

(°C) 

1 0 0 0 30 100 50 

2 1 0 0 55 100 50 

3 0,5 0,866 0 42,5 190 50 

4 -0,5 0,866 0 17,5 190 50 

5 -1 0 0 5 100 50 

6 -0,5 -0,866 0 17,5 10 50 

7 0,5 -0,866 0 42,5 10 50 

8 -0,5 -0,289 -0,816 17,5 70 25 

9 0 0,577 -0,816 30 160 25 

10 0,5 -0,289 -0,816 42,5 70 25 

11 -0,5 0,289 0,816 17,5 130 75 

12 0 -0,577 0,816 30 40 75 

13 0,5 0,289 0,816 42,5 130 75 

14 0 0 0 30 100 50 

15 0 0 0 30 100 50 
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En la figura 46 se observa la superficie de respuesta obtenida para el 

estudio. La deseabilidad total fue de 0,878 y las condiciones óptimas encontradas 

fueron: 5 min, 25°C y 60mM para tiempo, temperatura y concentración de NaHCO3, 

respectivamente. Es de resaltar que nuevamente se mejoran las condiciones de 

derivatización con respecto a la literatura (tanto con DMIS como con cloruro de 

dansilo), evitando el uso de placas calefactoras y tiempos más largos para 

completar la derivatización. El uso de concentración de la base es de manejar con 

cuidado, exceso de sales en la fuente ESI disminuye considerablemente la 

capacidad de ionización, esto pudo ser corroborado con el estudio. Los resultados 

fueron evaluados en un amplio rango de concentraciones de los analitos (10-500 ng 

mL-1) obteniendo linealidades mayores a 0,991. Además, se evaluó la repetibilidad 

(como %RSD) intra e interdiaria, encontrando resultados por debajo de 4 y 7 %, 

respectivamente.  

 

Figura 46. Superficie de respuesta estimada de la derivatización de hormonas sexuales y TCS 
usando DMIS/NaHCO3 
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5.3.2.7 Estudios de extracción de analitos desde  muestras de suero usando 

dispersión de matriz en fase sólida (MSPD) asistida por vórtex (VA) 

Considerando el acceso restringido a grandes volúmenes de muestra (de 

una rata adulta se pueden extraer aproximadamente 1-1,5 mL de sangre en total) 

se consideraron posibles técnicas de extracción. De todas las alternativas, primero 

se ensayó con la extracción líquido-sólido, pero luego se decidió mejorar la 

estrategia analítica a través de la técnica de dispersión de matriz en fase sólida 

(MSPD). Otras técnicas usadas previamente, como RDSE, está condicionada a un 

volumen de muestra mínimo de 15 mL para que el disco rotatorio gire 

adecuadamente, de todas maneras, se hicieron algunos ensayos diluyendo la 

muestra en agua, pero los resultados no fueron satisfactorios (datos no mostrados).  

A diferencia de RSDE, la técnica MSPD es una técnica de extracción 

exhaustiva, en la cual la extracción de los analitos está condicionada por la 

interrupción de la matriz en la fase dispersante y en la posterior afinidad de los 

analitos en el solvente usado para su desorción. En cuanto al procedimiento 

propiamente, se podrían mencionar algunas desventajas del método que 

tradicionalmente se encuentra reportado: 

i) El primer paso se trata de la dispersión de la matriz en una fase sólida, para ello 

se usan morteros con los cuáles se hace la interrupción mecánica de la matriz 

manualmente, es decir, a través de la presión o fuerza que se ejerce en el 

mezclado. El principal problema asociado es la posible pérdida de muestra 

durante este paso, trasvasar el 100% de la muestra al cartucho no se puede 

garantizar. Si además consideramos que en algunas muestras sólo se tienen 

disponibles pequeños volúmenes (entre 100 y 300 µL), aumentaría más aún la 

incertidumbre del proceso. 

 

ii) El siguiente paso es añadir la muestra dispersada en un cartucho de SPE y eluir 

los analitos usando solventes de distinta naturaleza. Este paso es muy 

semejante a SPE, por ello es necesario que el empaquetado en la columna se 

realice correctamente, de no ser así la elución uniforme de los analitos no se 
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puede asegurar, lo que conlleva una inadecuada separación de analitos e 

interferentes. Si además se considera que las muestras biológicas como sangre 

o tejidos contienen alto contenido de proteínas, una precipitación de ellas puede 

ocurrir durante la elución con solventes orgánicos lo que podría interferir en la 

separación y taponar la columna.    

Es importante considerar que esta técnica se ha empleado principalmente 

en muestras sólidas como alimentos y tejidos biológicos, y en otros casos para 

líquidos viscosos como aceites, en nuestro caso se consideraron dos alternativas 

de trabajo, uno de ellos considerando la liofilización de las muestras de suero y en 

otro usando directamente el suero en su forma líquida. En estudios preliminares se 

encontró que el paso de liofilización no es recomendable ya que los analitos se 

perdían durante este proceso, por ende se decidió hacer todos los estudios 

directamente con la muestra líquida en su forma original. Para el correcto desarrollo 

de la metodología se estudiaron las siguientes etapas: selección y cantidad de fase 

dispersiva, selección y volumen de solvente de desorción de los analitos y 

finalmente el volumen de suero de acuerdo con la disponibilidad de muestra.  

En MSPD es común utilizar solventes orgánicos afines con la cromatografía 

líquida como el acetonitrilo y metanol para la elución de analitos. Con el uso de estos 

solventes orgánicos ocurre la precipitación de proteínas y péptidos (por disminución 

de su solubilidad) en las muestras de suero. Esto fue beneficioso para el análisis de 

hormonas sexuales y TCS, pero no fue adecuado para el péptido Kiss-10. Los 

péptidos/proteínas se suelen trabajar usando soluciones acuosas (ácidas o básicas 

según el caso) que permitan su extracción/elución a través de intercambio iónico.  

Consideraciones preliminares 

Se usó como referencia para el desarrollo del método las hormonas Test y 

Prog. Es por ello que, en los siguientes resultados de optimización, sólo se muestran 

resultados asociados a ellas. Además, Kiss-10 tampoco se incluye en el estudio 

porque no fue detectado en el UHPLC-ToF/MS con este método de extracción. Esto 

era de esperarse tomando en cuenta que la fase C18 no es afín a compuestos tan 
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polares como los péptidos y proteínas, además que con el uso de solventes 

orgánicos lo más probable que este analito haya precipitado. Para este analito se 

considerarán otras estrategias analíticas que serán discutidas posteriormente. Más 

adelante se probará la metodología basada en MSPD considerando E2 y TCS (con 

derivatización), con los pasos ya optimizados y se calcularán las figuras de mérito 

asociadas para los 4 analitos. Es de considerar que, por la similitud entre los analitos 

y la afinidad tanto con la fase dispersiva como con el solvente de desorción, se 

infiere que se comportarán similarmente a Test y Prog.  

Para todos los estudios de optimización las muestras de suero se doparon 

con un multiestándar de los analitos a una concentración de 10 ng mL-1. Los tiempos 

de agitación en vórtex de 5 min para la dispersión y 10 min para la elución fueron 

tomados de la literatura para métodos similares.  

Estudio de selección de Fase Dispersiva  

Se evaluó el efecto de las siguientes fases: sílica gel, C18 (sílica modificada 

con grupos octadecil) y PSA (amina secundaria y primaria). Se realizaron los 

experimentos con 10 mg de cada fase dispersiva y 200 µL de suero dopado en tubos 

eppendorf. Además, se comparó el efecto en ausencia de las fases dispersivas. En 

la Tabla 29 se muestran los resultados del estudio. La fase C18 mostró las mejores 

recuperaciones de los analitos y la fase sílica gel por su parte fue la más 

desfavorable para el estudio, disminuyendo la eficiencia de extracción.   

Tabla 29. % Recuperación encontrados con el uso de distintas fases dispersivas para MSPD. 

Analito 
Sin Fase 

dispersiva 
C18 PSA Sílica 

Test 83 ± 10 88 ± 6 77 ± 4 63 ± 5 

Prog 66 ± 7 97 ± 8 90 ± 1 79 ± 1 

Test-3C13 82 ± 9 98 ± 7 83 ± 1 65 ± 3 
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Estudio de cantidad de Fase Dispersiva  

Un parámetro adicional por considerar es la cantidad de fase dispersiva, ya 

que poca cantidad no será suficiente para la completa dispersión de la matriz y, por 

otro lado, un exceso podría ocasionar interferencias al impedir el acercamiento del 

solvente orgánico a los analitos de interés durante la elución. Para ello se realizó el 

estudio añadiendo distintas cantidades de fase dispersiva: 0, 10, 20, 50 y 100 mg. 

Se añadieron 150 µL de suero dopado y la elución se hizo en 1 mL ACN. En la figura 

47 se muestran los resultados, donde se observa que efectivamente la presencia 

de la fase C18 tiene un efecto positivo en la respuesta de los analitos, 

principalmente para la Prog. Además, también es de destacar que un exceso de la 

fase no es conveniente para la dispersión de la matriz (mayor a 50 mg las señales 

empiezan a decaer). De acuerdo con este resultado, 20 mg de C18 es la cantidad 

óptima para la metodología MSPD aplicada a suero de ratas.  

 

Figura 47. Estudio de cantidad de fase dispersiva C18 utilizada en MSPD para determinar Test y 
Prog en muestras de suero 

Es de destacar que a pesar de observar en la Figura 47 que el efecto por la 

presencia de la fase no es muy significativo, al momento de evaluar una muestra 

real (no dopada), sólo con la presencia de la fase dispersiva en el método se pudo 
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diferenciar entre la señal de la Prog y la señal/ruido del cromatograma. En ausencia 

de la fase, es decir, con una tradicional extracción líquido-sólido la Prog no era 

detectada.  

Estudio de solvente para la elución de los analitos  

Se realizaron experimentos para evaluar la elución de los analitos desde el 

suero de ratas previamente dispersados en la fase C18. Se evaluaron los solventes 

orgánicos: ACN, MeOH y AcOEt, incluyendo la mezcla ACN:AcOEt (1:1). En la 

Figura 48 se muestran los resultados del estudio, donde la mayor respuesta 

cromatográfica asociada a los analitos se encuentra con ACN. Esto es concordante 

con el hecho que este solvente orgánico es comúnmente utilizado para la 

precipitación de proteínas en muchos trabajos de la literatura.  

 

Figura 48. Estudio del solvente de elución para la separación de Test y Prog desde muestras de 
suero con fase C18 

Esto fue sustentado al ver los precipitados formados en presencia de los 

distintos solventes orgánicos. Se pudo observar que la apariencia y textura no era 

igual al variar el solvente orgánico (Figura 49).  
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Figura 49. Precipitación de proteínas en distintos solventes orgánicos a) AcOEt, b) MeOH y c) ACN 

Este resultado podría indicar que distintas especies estarían precipitando 

de acuerdo con el solvente utilizado. Por ejemplo, se observa que con MeOH (b) el 

precipitado es blanco mientras que para los demás es rosa tenue. Además, el 

precipitado con ACN (c) es completamente sólido, mientras que con AcOEt (a) el 

precipitado tiene aspecto más coloidal y no se asienta completamente.  

Estudio de volumen de solvente para elución de los analitos 

Una vez encontrado el solvente óptimo de trabajo, se hizo necesario el 

estudio de distintos volúmenes de solvente para garantizar la mayor elución de 

analitos y la completa precipitación de proteínas simultáneamente. Por ello, a 200 

µL de suero se le añadieron distintos volúmenes de ACN: 200, 500, 1000, 3000 y 

5000 µL. Se encontró que a partir de 1000 µL la señal de los analitos se hace 

constante, lo que indica que bajo esta condición se ha extraído la mayor cantidad 

de analitos. Esto además se comprueba cuando se observa un precipitado coloidal 

con 200 y 500 µL de ACN, evidenciando que las proteínas no han precipitado por 

completo, lo que al parecer influye en el proceso de extracción. En la Figura 50 se 

muestran los resultados asociados a este ensayo.  
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Figura 50. Estudio de volumen de ACN para la extracción de Test y Prog desde muestras de suero 

Estudio de volumen de muestra de suero 

Considerando el acceso limitado a grandes volúmenes de muestra, se 

evaluaron distintos volúmenes de suero, partiendo de las demás variables 

optimizadas, es decir, 20 mg de C18 para la dispersión de la muestra, 1000 µL de 

ACN para extraer analitos y precipitar proteínas, separación a través de 

ultracentrifugación a 7000 rpm, y finalmente medición por UHPLC-ToF/MS. Se 

consideraron volúmenes de suero de 150, 300, 450 y 600 µL sin dopar. La Prog fue 

considerada de modelo para este experimento por encontrarse en mayor 

concentración y por ende ser fácilmente detectada con menor cantidad de muestra.  

En la figura 51 se muestran los resultados, donde lo más importante a destacar es 

la pérdida de la extracción lineal de analitos al aumentar de 450 a 600 µL de suero. 

Esto se explica al considerar que la cantidad de ACN empleada es insuficiente para 

garantizar la completa precipitación de proteínas, las cuales interfieren en la 

respuesta de los analitos. Otros autores han sugerido que para garantizar la 

completa precipitación de proteínas, se deben usar alrededor de 3 veces la cantidad 

de solvente orgánico por cada volumen de plasma o suero [127]. Se seleccionó 150 

µL debido al poco volumen de muestras reales a las cuáles se tuvo acceso y porque 
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los experimentos idealmente debían realizarse en tubos eppendorf con capacidad 

máxima de 1,2 mL (buscando la miniaturización del proceso).  

 

Figura 51. Estudio de volumen de suero para MSPD aplicado a muestras reales 

Multi-análisis de muestras de suero 

Entre las mejoras asociadas a la metodología se puede mencionar la 

rapidez del análisis de muestras. Si se considera que para los procesos de 

dispersión, extracción y centrifugación se utilizan dispositivos que permiten el 

tratamiento de 8 muestras al mismo tiempo, y si además consideramos que el 

análisis cromatográfico por UHPLC es de tan sólo 5 min, en promedio el 

procesamiento de ellas se hace un total de 81 min, es decir, 10 minutos aprox. por 

muestra. Esto es una mejora sustancial con respecto a metodologías reportadas del 

mismo tipo, si consideramos que solo para la dispersión de muestra en morteros y 

carga/elución en cartuchos se podría tardar 20 min o más por cada muestra, esto 

sin incluir los demás pasos adicionales.   

Finalmente, a manera de resumen, en la Figura 52 se muestra un esquema 

ilustrado de la metodología propuesta para muestras de suero de ratas basado en 

la dispersión en matriz en fase sólida asistida por vórtex (VA-MSPD), cromatografía 

líquida de ultra eficiencia (UHPLC) y espectrometría de masas de alta resolución a 

través de un analizador de tiempo de vuelo (ToF/MS). 
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Figura 52. Diagrama gráfico de la estrategia analítica propuesta MSPD-UHPLC-ESI-ToF/MS para 
muestras de suero de ratas 

5.3.2.8 Cifras de mérito de la metodología propuesta para muestras de suero 

Una vez establecida la metodología propuesta es necesario determinar las 

cifras de mérito asociadas. En primer lugar, para determinar el efecto matriz se 

realizó una comparación entre las curvas de calibrado en suero y solvente orgánico. 

Además se comparó con una curva obviando el paso de dispersión de la matriz en 

C18 y siguiendo los demás pasos.  En la figura 53 se muestra la comparación de 

las curvas obtenidas para la Prog, es relevante mencionar el aumento de la 

pendiente al usar la fase dispersiva en la metodología (línea azul) con respecto a la 

curva en ausencia de ésta (roja), esto indica la disminución del efecto matriz por la 

dispersión de la muestra. La ganancia en sensibilidad usando la fase dispersiva 

justifica el gasto de la fase C18. De todas maneras la pendiente de la curva en 

solvente (amarilla) sigue siendo mucho mayor, lo cual es de esperarse si se 

considera la ausencia absoluta de la matriz. Una vez evaluado el efecto que tiene 

el uso de la fase dispersiva en el método, se calcularon las figuras de mérito 

asociadas.  
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Figura 53. Curvas de calibración obtenidas para la Prog (1 - 40 ng mL-1) en en presencia y 
ausencia de la matriz suero y de la fase dispersiva. 

Tabla 30. Cifras de mérito asociadas al método propuesto para las muestras de suero 

Analito 
Sensibilidad 

(mL ng-1) 

Linealidad 

(R2) 

LOD      

(ng mL-1) 

LOQ     

(ng mL-1) 
%Re 

 

% RSD 

(n=6) 
%EM 

Prog 5345 0,9993 1,1 3,6 97 8 -42 

Test 3811 0,9986 1,8 5,9 88 6 -53 

 

5.3.3 Conclusión 

Se desarrolló un método basado en UHPLC-ToF/MS para la separación, 

identificación y cuantificación de Test, Pros, E2 y TCS en muestras de suero. Un 

método de extracción basado en la dispersión de matriz en fase sólida (MSPD) 

asistido por vórtex fue utilizado exitosamente para separar hormonas sexuales y 

TCS desde muestras de suero. La fase sorbente C18 fue usada como fase 

dispersiva, por presentar las mejores recuperaciones de los analitos. La Kiss-10 no 

pudo ser cuantificada por este método por dos posibles razones: la precipitación del 

péptido en presencia del solvente de elución (ACN) o por la baja sensibilidad del 

equipo LC-MS al momento de los estudios de optimización. El método será puesto 

en práctica en muestras de suero reales provenientes de ratas que han sido 

expuestas a una sólución de TCS por 28 días (siguiente objetivo).  
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5.4. Objetivo 4: Evaluación de posible correlación existente entre la exposición 

a EDCs y el sistema kisspeptina/hormonas sexuales. Efecto de la 

administración oral de TCS en la función reproductiva en ratas hembras. 

Se realizó un estudio in vivo, utilizando ratas Sprague-Dawley. Este estudio 

fue asistido y realizado en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Químicas y 

Farmacéuticas. Se cuenta con personal calificado de alto nivel (veterinarios y 

bioquímicos) que garantizan la correcta ejecución del trabajo experimental. 

Además, cuenta con el protocolo de uso y cuidados de animales aprobado por la 

Comité Institucional de Uso y Cuidados de animales (CICUA), N° 18143-CYQ-UCH 

de la Universidad de Chile.  

5.4.1 Metodología paso a paso 

1. Se adquierieron un total de 14 ratas hembras mantenidas en jaulas de grupo de 

3 o 4 animales (Figura 54). Se registró su crecimiento a través del control de peso 

y la ciclicidad  estral por 14 días antes del estudio (2-3 ciclos estrales) para 

determinar la funcionalidd ovárica ya que el ciclo estral se relaciona directamente 

con el nivel de secreción de hormonas esteroidales.  

 

Figura 54. Fotos de ratas sometidas al estudio en grupos de 3 o 4 animales por caja con ciclo de luz 
oscuridad controlada (12 h luz, 12 h oscuridad) y con agua y alimento libre de soya ad libitum 

(Animal Care ACWS, USA). 
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Después de los 14 días, una de las ratas no tenía un ciclo estral regular y por ende 

no fue considerada para el estudio, quedando el grupo de ratas tratadas con TCS 

en n=7 y las controles tratadas con el vehículo con n=6. 

2. Se planificó el estudio de exposición a triclosán por un total de 28 días (5 ciclos 

estrales aprox.). Para ello, se administró una solución de TCS de 50mg/kg/día ratas 

diariamente y de la solución vehículo (a las 6 ratas control restantes). Las soluciones 

fueron preparadas de la siguiente manera:  

Vehículo: Aceite de sésamo con 0,5% de DMSO (El DMSO favorece el proceso 

de penetración en la membrana celular y permite la disolución de moléculas 

hidrófobas debido a su naturaleza anfipática). 

TCS (50mg/kg/dia): 

- Si una rata en promedio pesa inicialmente: 0,25 kg 

- Por ende, se le debe suministrar por día: 12,5 mg 

- Volumen por suministrar de solución a cada rata:  200 µL 

- La [TCS] en la solución a preparar es de: 62,5 mg/mL 

- La [DMSO] que debe estar presente: 0,5 % 

- Preparar la solución en aceite de sésamo (se debe agitar unos 10 

min en vórtex para garantizar la completa solubilización del TCS).  

3. Diariamente se les proporcionaba a cada rata 200 µL (o un poco más a medida 

que fueron creciendo) de la solución de TCS y a las ratas control la misma cantidad 

del vehículo. Esto se realizaba aproximadamente entre las 8:00 a 8:30 horas de la 

mañana, garantizando así tenerlas en la misma etapa de su ciclo estral. 

4. Para suministrar la solución fue utilizada una sonda orogástrica para evitar que el 

animal devuelva la solución y de esta forma asegurar que toda la dosis llega al 

estómago. Vale acotar que este paso inicialmente fue muy complicado, ya que se 

debe inmovilizar la rata, abrir la boca, con cuidado introducir la sonda por su 

garganta y cuando se esté al alcance de su estómago depositar la solución. Una 

vez pasados unos días, las ratas se  acostumbran al proceso de administración y 

no generan resistencia. Para estre procedimiento al menos se necesitan de 2 
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personas especializadas para suministrar la dosis. En la figura 55 se muestran 

fotografías donde se aprecia la sonda y el procedimiento.  

 

Figura 55. Fotos del suministro de dosis de TCS y vehículo a las ratas de laboratorio. La posición 
vertical y de la cabeza levemente inclinada hacia atrás es importante para permitir el paso de la 

sonda orgástrica hacia el estomago. 

5. Diariamente se registró el ciclo estral (proestro, estro, metaestro/diestro) en el 

que se encontraba cada rata, a través de una muestra del frotis vaginal observada  

al microscopio óptico. La composición celular del epitelio vaginal cambia según el 

nivel de hormonas  esteroidales secretada por el ovario. En la Figura 56 se muestra 

las células representativas de cada ciclo estral, indicando que las celulas nucleadas 

y redondas (epiteliales) son marcadoras de proestro y las células cornificadas o 

escamosas (se desprenden del epitelio) son del estro. El paso de proestro a estro 

se relaciona con el proceso de ovulación.  Ademas, el peso de las ratas fue 

registrado diariamente para el control del crecimiento.   

6. Una vez transcurrido el tiempo de administración de TCS, las ratas fueron 

sacrificadas a través de decapitación y en el mismo proceso se colectó la sangre 

(entre 1-1,5 mL) para la obtención de suero. Para la obtención del suero, la sangre 
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fue centrifigada  a 3000 rpm por 5 min. El suero extraído se alicuotó en diferentes 

tubos eppendorf y fueron almacenados a -80°C hasta realizar los analisis 

respectivos. Las muestras de suero fueron analizadas dentro de los 30 días 

siguientes de este proceso. 

 

Figura 56. Células caracteristicas de las 4 etapas del ciclo estral. La microfotografía de la izquierda 
representa las células tenidas con hematoxilina-eosina. La fotografia de la derecha representa un 

esquema de la forma de tipos celulares encontradas en el frotis.  Un ciclo estral en las ratas dura 4 
días y los diferentes tipos celulares correlacionan con los cambios en la variación de los niveles 
hormonales secretados por el ovario, indicando de alguna forma la funcionalidad de la gónada. 

7. Las hormonas sexuales fueron determinadas usando el método previamente 

optimizado mediante MSPD-UHPLC-ToF/MS y mediante kit comerciales de EIA-

ELISA para progesterona, testosterona y estradiol (ALPCO, SA). La kisspeptina-10 

será determinada mediante el inmunoensayo comercial marca Phoenix 

Pharmaceutical. Para el análisis estadístico de los datos, se utilizaron los softwares 

profesionales GraphPad Prism 8.4.2 y Statgraphics Centurion XV. 
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5.4.2 Resultados y Discusión 

5.4.2.1 Pesos de las ratas 

Durante todo el estudio se registró el peso de las ratas diariamente para 

determinar posibles alteraciones por la exposición a la solución de TCS con 

respecto a las ratas control. En la figura 57-A se muestran los resultados del registro 

de pesos de cada rata bajo estudio que fue expuesta a la solución vehículo. Por su 

parte, en la figura 57-B, se observa las variaciones de pesos de las ratas a las que 

fue administrada la solución de TCS de 50 mg/kg/día. En los gráficos, se puede 

observar que en las ratas control (expuestas al vehículo) y las tratadas con TCS 

tienen un aumento regular y ascendente de su peso. Sin embargo, es de notar la 

diferencia de pendientes en ambos grupos de ratas, las mayores pendientes en las 

curvas de crecimiento de las ratas control indicarían que tienen mayor ganancia 

diaria de peso que las expuesta a TCS.   

 

Figura 57. Registro diario del peso de cada rata expuesta a: A) solución vehículo y B) solución de 
TCS (50 mg/kg/día) durante los 28 días de tratamiento. 

Para analizar mejor los resultados previos, en la Figura 58 se muestra el 

consolidado de registro de pesos de ambos grupos de ratas. Para ello se 

promediaron los pesos de todas las ratas por día y fueron graficadas considerando 

su respectivo error (± SEM), el cual considera las diferencias de pesos naturales 

entre ellas. Se puede observar que a partir de la mitad del estudio (día 14 aprox.) 

empieza a notarse un aumento de la media de los pesos de las ratas control (en 

verde) y las ratas expuestas a TCS (en azul), la cual sigue aumentando hasta 
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terminar el estudio. Se hizo una prueba estadística test-t no pareada al 95% de 

confianza para comparar los pesos de las ratas TCS vs. control en los últimos 5 días 

del estudio, sin embargo, no se encontró diferencia significativa entre los resultados 

de ninguno de los días testeados (ρ-value>0,05 en todos los casos). Es de resaltar 

que, si el estudio se hubiese extendido el doble del tiempo y considerando la 

tendencia actual de los datos, dado por el cambio de pendiente, se presume que se 

hubiese encontrado diferencia significativa.   
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Figura 58. Registro promedio del peso (gramos) ± SEM de las ratas control y expuestas a TCS. 

Finalmente, en la Figura 59 se muestra una comparación entre la ganancia 

de peso promedio del total de ambos grupos de ratas al finalizar el estudio. Las ratas 

control en promedio aumentaron 44,5 g, mientras que las ratas expuestas a TCS 

ganaron 27,8 g, es decir, las ratas control ganaron aprox. 18 g más de peso que las 

ratas expuestas a TCS. Se utilizó el estadístico test-t no pareada al 95% entre 

ambos grupos de ratas, encontrando diferencia significativa entre las medias de los 

pesos totales (ρ-value<0,05). Esto indica que efectivamente hubo un efecto negativo 

en el crecimiento de las ratas bajo estudio por la exposición a TCS, pero que sólo 

pudo ser comprobado estadísticamente al comparar las ganancias de pesos totales 

promedios de todas las ratas por cada grupo. Se recomienda hacer el estudio de 

exposición a EDCs en al menos el doble de tiempo del evaluado en este estudio, de 
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esta manera se podría verificar con mayor veracidad las alteraciones fisiológicas 

presentes. 

 

Figura 59. Ganancia de peso (g) de las ratas sometidas a dosis de TCS y solución vehículo. La 
barra representa el peso promedio total ganado ± SEM por cada grupo de ratas al término del 

tratamiento. n= 6 en cada condición experimental. (*) indica diferencia significativa, ρ-value<0,05. 

5.4.2.2 Ciclo estral 

Considerando los antecedentes del TCS como disruptor endocrino, se 

determinó el ciclo estral de las ratas durante los 28 días que duró el estudio. En las 

Figuras 60 y 61 se muestran los cambios producidos en las ratas control y las 

expuestas a TCS desde los días previos al estudio (14 días) y durante el tratamiento. 

En color rojo y con línea discontinúa se indica el día de inicio y término del 

tratamiento. Para cada rata las distintas etapas del ciclo estral se denotan como P: 

Proestro; E: Estro; M/D: Metaestro/Diestro, un ciclo completo, contempla la 

secuencia o el paso de P a E, seguido de M/D. Los resultados indican que no hay 

una diferencia significativa en la ciclicidad estral de las ratas producto de la 

exposición a TCS comparada con las ratas vehículos, sin embargo, se observa que 

las ratas 1, 2 y 13 del estudio con TCS no alcanzan en dos oportunidades la fase 

proestro durante el tiempo que dura el tratamiento. Esto solo ocurre en una de las 

ratas control (número 7). Sin embargo, no existe una diferencia clara en el ciclo 

estral por la exposición a TCS. 
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Figura 60. Registro del ciclo estral de las ratas del grupo control 
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Figura 61. Registro del ciclo estral de las ratas del grupo tratado con triclosán. 
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Este último resultado es opuesto a lo encontrado en un estudio previo con 

exposición a TCS a 10 y 100 mg/kg/día en ratones hembras donde hubo 

alteraciones del ciclo estral encontrando permanencia seguida en la fase diestro 

entre 5, 7 y hasta de 12 días [5]. Es importante destacar que este estudio (publicado 

en 2019), fue por 50 días, encontrando las principales alteraciones del ciclo a partir 

del día 25. Esto es congruente con la recomendación del punto anterior, donde se 

sugiere extender la duración de este tipo de estudios en al menos el doble de tiempo 

para poder evidenciar mejor los posibles resultados significativos del estudio.  

Para encontrar un posible efecto por la exposición a TCS, en la figura 62 se 

representan las duraciones de los ciclos en ambos grupos de ratas. No hubo 

diferencia observada en las duraciones de los ciclos. La mayoría de los ciclos 

duraron 4 días, en las ratas tratadas con TCS y vehículos, con poca presencia de 

duración de 3 y 5 días. Por ende, se concluye que no hay alteraciones significativas 

del ciclo estral de las ratas por la exposición a TCS a la dosis de 50 mg/kg/día en 

los 28 días del estudio.  

 

Figura 62. Número de ciclos de las ratas control (A) y ratas expuestas a TCS durante todo el 
estudio (B). 
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5.4.2.3 Niveles de hormonas sexuales y kisspeptina-10 en suero de ratas 

Los sueros de ratas del estudio fueron analizados con la metodología 

diseñada previamente, basada en MSPD-UHPLC-ToF/MS. Para ello, se analizaron 

150 µL de cada suero por duplicado. Además, se tomaron 150 µL de cada suero, 

se unieron en un mismo recipiente, se homogenizaron y desde esta nueva solución 

fueron tomados 150 µL para hacer cada punto de la curva de calibrado en matriz 

(Matrix-matched Calibration) por cada grupo de muestras (control y triclosán). La 

curva fue realizada entre 0,5 - 40 ng mL-1. Es importante acotar que este método 

analítico fue el más idóneo tomando en cuenta la poca cantidad disponible de suero 

para el estudio (sólo 500 µL por cada rata), obviamente sin considerar los 

tradicionales inmunoensayos. Luego de la inyección en LC, la remanente de 

muestra fue analizada por el método GC-MS previamente optimizado. Este paso fue 

realizado debido a que el momento en que se hizo el estudio no se tenía 

disponibilidad del derivatizante DMIS para hacer la medición total de analitos por la 

misma instrumentación analítica.  

Mediante el método por LC-MS, sólo fue posible cuantificar exitosamente 

Prog en el suero de ratas. En la Figura 63 se muestran los resultados por cada rata. 

Es de notar que existe una tendencia clara de concentraciones menores de Prog en 

las ratas expuestas a TCS (barras azules). Se hizo un procedimiento estadístico de 

comparación múltiple para discriminar qué promedios son significativamente 

diferentes de los demás al 95% de confianza conocida como diferencia menos 

significativa (LSD) de Fisher. Se identificaron 3 grupos homogéneos identificados 

como a, b y c, colocados en la parte superior de cada barra de la Figura. Esto indica 

que no hay una diferencia significativa entre las concentraciones intra-grupo (para 

las ratas control, marcadas con b y c, se encuentra una diferencia que puede ser 

explicada por condición natural de la ratas), pero sí existe una diferencia significativa 

inter-grupos control (b,c) y TCS(a). Esto evidencia el efecto adverso que tuvo la 

exposición al contaminante en los niveles de Prog.  
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Figura 63. Representación de concentraciones promedios (en ng mL-1) ± SD de Prog en suero de 
ratas control y en ratas expuestas a TCS a 50 mg/kg/día mediante MSPD-UHPLC-ToF/MS (a, b y c 

se refieren a grupos homogéneos) 

Las concentraciones de Prog promedio ± SEM encontradas fueron: 7,7 ± 

0,3 y 4,8 ± 0,2 ng mL-1 en ratas control y expuestas a TCS, respectivamente. Esto 

indica una disminución aproximada del 38% en la concentración de Prog tras la 

exposición a TCS. Este resultado preliminar permite predecir el efecto anti-

progesténico de este compuesto al nivel de concentración ensayado (50 mg/kg/día). 

Debido al poco volumen de muestra disponible y la baja sensibilidad del equipo en 

el momento del estudio, las concentraciones de Test no pudieron ser cuantificadas 

por el método anterior.  

Por el método por GC-MS pudo ser cuantificada la Test a los niveles de 

concentración a los cuáles se encuentra. Se encontraron concentraciones de Test 

promedio ± SEM de 0,32 ± 0,03 y 0,23 ± 0,02 ng mL-1 para suero de ratas control y 

expuestas a TCS, respectivamente (disminución del 28%). Al hacer el estudio 

estadístico test-t al 95% de confianza se encontró diferencia significativa en ambas 

concentraciones de Test en el suero de ratas. Por lo tanto, un efecto anti-
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androgénico fue encontrado por la exposición a TCS. En cuanto a la E2, esta no 

pudo ser cuantificada por estar en niveles de concentración muchos más bajos a 

los que permite la detección del método.  

5.4.2.4 Comparación de los niveles de hormonas determinados mediante 

inmunoensayos (EIA) 

Para contrastar los resultados de niveles de Prog y Test se usaron 

inmunoensayos enzimáticos (EIA) para la cuantificación. La Prog pudo ser 

cuantificada con éxito, en un rango de concentración similar al encontrado 

previamente por el método por LC-MS. Las concentraciones de Prog promedio ± 

SEM por EIA fueron 8,8 ± 1,4 y 5,3 ± 1,0 ng mL-1 para ratas control y expuestas a 

TCS, respectivamente. Estos resultados son comparados con los encontrados por 

el método analítico previo en la Figura 64.  

Vehículo Triclosán Vehículo Triclosán

0

5

10

15

C
o
n
c
. 
P

ro
g

 (
n
g
/m

L
)

Vehículo

Triclosán

EIA-ELISA MSPD-UHPLC-ToF/MS

*

 

Figura 64. Comparación de Prog sérica en ratas control y TCS medidas por el método EIA y el 
método MSPD-UHPLC-ToF/MS. La barra representa el promedio ± SEM. n=7 para la 

determinación por el método MSPD-UHPLC-ToF/MS y un n=7 para el método de EIA. (*) indica 
diferencia significativa, ρ-value<0,05 
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Del análisis de la Figura 64 se extrae lo siguiente: 

(i) Al hacer el estudio estadístico test-t no pareada al 95% de confianza entre los 

resultados encontrados por EIA para ambos grupos (control y TCS), a diferencia 

de MS, no se encontró diferencia significativa entre los promedios de Prog en 

suero (ρ-value>0,05), a pesar de tener valores promedios bien diferenciados. 

Esto es debido a la gran dispersión en las mediciones.  

(ii) Al hacer la misma prueba estadística anterior para comparar los métodos 

usados, es decir comparando las barras del mismo color de la Figura 64, se 

encontró que en los dos casos no hay diferencia significativa (ρ-value>0,05) 

entre las mediciones promedio de Prog para el mismo grupo de ratas por 

métodos diferentes.  

(iii) A diferencia del EIA, el método optimizado por MSPD-UHPLC-ToF/MS, fue 

capaz de diferenciar el efecto de exposición a TCS, encontrando diferencia 

significativa (a través del test-t) entre los promedios de ratas expuestas al 

vehículo y a la solución de TCS (ρ-value<0,05). Esto se debe principalmente a 

la identificación inequívoca propia del espectrómetro de masas de alta 

resolución. Es bien sabido que los inmunoensayos están condicionados a la 

posible reactividad cruzada o interferencia de antígenos similares, lo cual 

genera mayor incertidumbre en las mediciones. Lo que requiere 

necesariamente aumentar en número de muestras para alcanzar la 

significancia, por lo tanto, más animales para los estudios in vivo. 

 

En otro trabajo previo de exposición a TCS en ratas hembras no 

encontraron diferencias significativas en los niveles de progesterona con respecto 

al de ratas control [128]. Las mediciones fueron realizadas a través de RIA. Así 

como fue observado en nuestro caso, la gran dispersión de las medidas reportadas 

hace que la estadística no encuentre diferencia significativa en los resultados, lo 

cual también revalida la problemática asociada al uso de inmunoensayos. Además, 

en ese trabajo la concentración máxima ensayada de TCS fue 8 mg/kg/día (inferior 

a la de nuestro estudio), lo cual también podría ser causa de la diferencia no 

significativa en los niveles de Prog luego de las dosis de TCS. 
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Por otro lado, las concentraciones de Test también fueron determinadas por 

EIA. Se encontraron concentraciones promedio ± SEM de: 0,13 ± 0,03 ng mL-1 y 

0,10 ± 0,03 ng mL-1 para ratas control y TCS, respectivamente. En la Figura 65, se 

comparan los resultados con los encontrados por el método de espectrometría de 

masas.  
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Figura 65. Comparación de Test sérica en ratas control y TCS medidas por el método EIA y el 
método MSPD-UHPLC-ToF/MS. La barra representa el promedio ± SEM. n=7 para la 

determinación por el método MSPD-UHPLC-ToF/MS y un n=7 para el método de EIA. (*) indica 
diferencia significativa, ρ-value<0,05 

A diferencia del caso de la Prog, en los niveles de Test sérica se encontraron 

concentraciones menores por el método EIA que las encontradas por la técnica GC-

MS (alrededor de 70% menos), lo cual puede ser explicado por la falta de 

especificidad del EIA a bajas concentraciones o la baja resolución del cuadrupolo 

del espectrómetro de masas (ISQ). Nuevamente, por el EIA no se encontró variación 

significativa (ρ-value>0,05) por la exposición a TCS en los niveles de Test, lo cual 

es contrario a lo encontrado por el método basado en espectrometría de masas. 

Finalmente, la hormona E2 tampoco fue cuantificada por EIA, en este caso debido 

a no contar con stock en el laboratorio del kit comercial.  
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5.4.2.5 Niveles de kisspeptina-10 en muestras de suero de ratas 

Para evaluar el efecto de la exposición a TCS en las ratas, los niveles de 

kisspeptina-10 séricos fueron determinados mediante el inmunoensayo enzimático 

comercial. Como ya se ha descrito, la kisspeptina en fluidos sanguíneos ha sido 

asociada a distintas patologías como hipogonadismo, alteraciones de ciclo 

menstrual, preclamsia, cáncer de mamas y ovarios, entre muchas otras. Lo cual 

indica que puede sufrir alteraciones al momento de una disrupción endocrina por 

algún agente exógeno.  

5.4.3 Resumen del estudio de exposición de ratas a TCS 

El estudio del peso de las ratas mostró una tendencia a la baja en el 

crecimiento de las ratas expuestas a TCS en comparación a las expuesta a la 

solución vehículo. Al hacer un estudio de las ganancias total de pesos de las ratas 

por grupos (TCS y vehículo) se encontró diferencia signficativa (ρ-value <0,05) entre 

ambos grupos, encontrando que las ratas expuestas al disruptor endocrino 

aumentaron aproximadamente 18 gramos menos que las ratas control. Esto 

corrobora el efecto adverso del TCS en la función del crecimiento de las ratas 

evaluadas.  

El estudio de ciclicidad estral no llega a ningún resultado concluyente en 

cuanto a alteraciones por la exposición a TCS. Se presume que estudios más largos 

de exposición podrían evidenciar un posible efecto negativo.  

Se encontró una disminución del 38% en las concentraciones de 

progesterona sérica y del 28% en los niveles de testosterona sérica en las ratas 

expuestas a TCS al usar el método optimizado por MSPD-UHPLC-ToF/MS (ρ-value 

<0,05). A pesar de encontrar igualmente una disminución en las concentraciones 

de Prog y Test en el suero de ratas mediante EIA-ELISA desde el punto de vista de 

las medias aritméticas, no se encontró diferencia significativa al hacer el estudio 

estadístico en ambos grupos de muestras por el inmunoensayo (ρ-value > 0,05).  

Se esperan resultados más concluyentes en la esteroidogénesis de las 

ratas al alargar los estudios de exposición a TCS, ya que aún no se encontraron 
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resultados claros en cuanto a alteraciones en la ciclicidad estral. De alguna manera 

el organismo de las ratas contrarresta el efecto por la exposición al disruptor 

endocrino, lo cuál puede ser similar a lo que realiza el cuerpo humano al estar 

expuesto a tantos contaminantes diariamente.  

Se debe mencionar que la concentración de TCS a la cual fueron expuesta 

las ratas de 50 mg/kg/día o 50 ppm/día o 0,005%/día, es muy inferior a la 

concentración a la cual se encuentran normalmente este compuesto en productos 

antibacteriales o de cuidado personal (0,3-0,5%). Esto refuerza la decisión de 

muchos países al erradicar y prohibir el uso de triclosán en productos comerciales. 

Lamentablemente, aún en Chile se comercializan productos como talcos, cremas 

dentales y jabones antibacteriales con triclosán.  

5.4.4 Conclusión 

La metodología basada en espectrometría de masas de alta resolución para 

determinar esteroides es más exacta, sensible y reproducible que los 

inmunoensayos, lo que permitiría reducir el número de muestras por estudio.  

El TCS afecta el metabolismo de las ratas y la esteroidogénesis, 

probablemente debido a su acción como disruptor endocrino. 
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ANEXO A. Pasantía de Investigación. San Luis, Argentina (Jun/Jul 2018) 

Diseño de biosensor usando el Ab-kiss10 para la cuantificación de Kiss-10. 

Durante los meses junio-julio del presente año (2018), se asistió a una 

pasantía de investigación al Laboratorio de Bioanalítica de la Universidad de San 

Luis (UNSL), con el propósito fundamental de incursionar y aprender todas las 

herramientas necesarias para el uso y aplicación de anticuerpos en la detección de 

compuestos, particularmente en el péptido kisspeptina-10, que luego serán 

utilizados en nuestro laboratorio y acoplados a la técnica de espectrometría de 

masas. 

Como complemento a este aprendizaje teórico, usando la asesoría de los 

investigadores del laboratorio expertos en biosensores, algunas de las herramientas 

adquiridas fueron utilizadas para intentar diseñar y construir un biosensor para la 

determinación selectiva de kisspeptina-10.  

Electrodeposición de nanopartículas de oro (AuNPs) 

Para este trabajo, se ha decidido trabajar sistemas de AuNPs por el gran 

interés actual por las nanopartículas en el cambio clínico, óptico, electrónico, 

nanoquímica y agricultura. Las nanopartículas no son más que partículas con las 

tres dimensiones menores a 100nm y su importancia radica en sus propiedades 

químicas y físicas bien diferenciadas con respecto al material en granel y a nivel 

molecular o atómico. Son utilizadas por su gran afinidad a muchos átomos, por 

ejemplo, azufre, permitiendo así formar enlaces fuertes en estos sistemas de 

biodetección. La función principal de estas AuNPs en los biosensores es aumentar 

la superficie del electrodo y mejorar la transferencia electrónica. Siguiendo un 

protocolo ya establecido por los investigadores del laboratorio de bianalítica, se 

procede de la siguiente manera para la electrodeposición de AuNPs sobre 

superficies carbono vítreo: 

1) Limpieza del electrodo mediante lavados en medio ácido y el pulimiento con 

alúmina.  
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2) Para corroborar la condición inicial del electrodo es necesario contar con un 

sistema redox conocido, en este caso, el sistema Fe3+/Fe2+ fue el utilizado a 

través de la medición de voltametría cíclica.  

3) Realizar la electrodeposición del electrodo en una solución que contiene HAuCl4 

0,3mM en KNO3 0,1M. Para ello el electrodo se sumerge en esta solución y se 

le aplica un potencial de -200mV por 30 segundos.  

4) Realizar medidas nuevamente del electrodo con las AuNPs ya depositadas del 

sistema Fe+2/Fe+3 y se evaluaron las diferencias con respecto al voltamograma 

inicial.  

Los resultados de estos ensayos se observan en la figura A.1. Se puede 

observar que efectivamente existe un aumento en la intensidad de la corriente en 

presencia de las AuNPs lo que indica la mejora en la transferencia electrónica, 

además de un acercamiento entre los picos de oxidación y reducción propio del 

aumento de la reversibilidad de la reacción.  
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Figura A.1. Voltamogramas cíclicos en solución de Fe2+/Fe3+ 1 mmol L-1 utilizando electrodo de 
GC (línea discontínua) y de eltrodo GC modificado con Au NPs (línea continua). 

Estudio del potencial aplicado y tiempo para la electrodeposición de AuNPs 
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Considerando el interés particular de las AuNPs en el estudio, se decidió 

estudiar más a fondo los potenciales y tiempos necesarios para su 

electrodeposición. Se hicieron dos experimentos univariados para evaluar el efecto.  

En primer lugar se realizó el estudio de potencial aplicado a un mismo 

tiempo de electroeposición (30seg). En la figura A.2 se observan los resultados 

donde se evidencia que a potenciales más negativos (-400mV) aumenta la 

intensidad de la señal de corriente del sistema Fe+2/Fe+3. Sin embargo se ha 

encontrado que potenciales tan negativos no son favorables por el aumento del 

tamaño de la nanopartícula. Es por ello, y además considerando la poca diferencia, 

entre las intensidades de corrientes, se decidió trabajar con un potencial de -200mV.  
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Figura A.2. Estudio de potencial de aplicación para la electrodeposición de AuNPs 

Seguidamente, se estudió el tiempo de deposición entre los 7 y 120 

segundos encontrando que a menores tiempo de electrodeposición el sistema es 

más favorable (Figura A.3). Esto debido principalmente a que a tiempos 

excesivamente largos puede formarse en la superficie del electrodo una capa de 

nanapartículas que evitan el aumento en la corriente del sistema.  
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Figura A.3. Estudio de tiempo de aplicación para la electrodeposición de AuNPs 

En vista de esto último, y considerando que práctimente a 7, 15 y 30 

segundos se obtiene el mismo resultado, se decidió escoger 30 segundos como 

tiempo de electrodeposición de las AuNPs en el electrodo de trabajo. De esta 

manera se asegura una mayor de partículas depositadas en el sistema.  

Estudio de aumento del área del electrodo 

Como ya se ha mencionado previamente, una de las ventajas del uso de 

AuNPs en electrodos, es el aumento de su superficie, lo que en fin se traduce en 

mayores posibles lugares de interacción con el sistema de bioreconocimiento. Para 

este estudio se utiliza la ecuación que se muestra a continuación: 

 

Esta es conocida como la ecuación de Randles-Sevcik, en donde: n=1, 

c=1mmol L del sistema Fe+2/Fe+3, D=6,36 E-6 cm2s-1. Se hace una representación 

gráfica de esta ecuación en función de la corriente medida y la velocidad de 

medición del sistema Fe+2/Fe+3. En este caso, se hicieron variaciones en la 
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velocidad entre 10 a 100 mV/s. En la figura A.4, se muestran los resultados 

obtenidos para la medición de este experimento en presencia de las AuNPs.  
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Figura A.4. Voltamogramas cíclicos de la reacción redox Fe+2/Fe+3 a distintas velocidades de 
barrido. 

Una vez obtenidos ambos ensayos, es decir, en presencia y ausencia de 

las AuNPs, se hace la representación gráfica de cada corriente en función de la 

velocidad de barrido elevada a ½. En la figura A.5 se muestran los resultados. 
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Figura A.5. Representación gráfica de I vs v1/2 del sistema fe+2/Fe+3 en presencia y ausencia de 
las AuNPs 
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Usando los valores de la pendiente se estiman los valores de área para 

cada uno de los casos, al realizar ésto se obtuvieron áreas de 0,00319 cm2 y 0,004 

cm2 para el electrodo sin y con AuNPs respectivamente. Esto equivale a un 

aumento del 20% en la superficie. 

Inmovilización del anticuerpo de kisspeptina-10 

Para los ensayos de inmunoafinidad fue necesario adquirir un kit comercial 

para la determinación de kisspeptina-10.  

Inicialmente se intentó hacer una inmovilización directa del Ab sobre las 

AuNPs, esto a pesar de no ser una interacción covalente, se pueden establecer 

interacciones electrostáticas entre el Au y los grupos del Ab-Kiss10. Para la 

inmovilización del Ab-Kiss10 se añadieron 40uL del anticuerpo concentrado y 960uL 

del buffer PBS, se sumergió el electrodo con AuNPs y se dejaron en contacto toda 

la noche refrigerado.  

Al final lo que se pretende es realizar una medición amperométrica a través 

de la medición de corriente de algún intermediario de la reacción, una vez se haya 

unido previamente el Ab al Ag*. Primeramente se usó peróxido de hidrógeno, pero 

al no servir se utilizó terbutilcatecol (TBC) como mediador electroquímico. Para ello 

primeramente se debió examinar los potenciales de oxidación y reducción del TBC 

en el sistema sin y con AuNPs. En la figura A.6 se observan los resultados.  

De estos gráficos se extraen los siguientes potenciales y corrientes de 

oxidación y reducción para ambos sistemas: 

Tabla A.1. Potenciales y corrientes de oxidación y reducción de la reacción TBC sobre el electrodo 
AuNPs-GC 

Superficie Pot Ox (mV) I ox (A) Pot red (mV) I red (A) 

GC-TBC + 186 +2,321 x 10-6 +68 -2,272 x 10-6 

GC-AuNPs-TBC + 164 +2,928 x 10-6 +82 -2,845 x 10-6 
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Figura A.6. Voltametría cíclica del sistema TBC en presencia y ausencia de AuNPs 

Estos potenciales son registrados con el propósito de conocer cuál es el 

potencial al cuál se realizará la medición amperométrica final. Ya que el potencial 

de reducción fue de +82 mV con el sistema GC-AuNPs-TBC se suman 150mV para 

asegurar la reducción del TBC hacia el lado negativo. Por esto se consideró -100mV 

como el potencial de medición amperométrica final.  

Unión del antígeno (Ag) y antígeno marcado (Ag*) 

Primero se hacen reaccionar el Ag* con la peroxidasa (SA-HRP), para ello 

en dos envases distintos a uno de ellos se le añade el Ag (50% Ag y 50% Ag*) y al 

otro no (100% Ag*). Como es una reacción por competencia, la medición de 

corriente final es directamente proporcionalmente a la cantidad de Ag* e 

inversamente proporcional a la cantidad de Ag, es decir, de Kisspeptina-10.  

Una vez extraído electrodo con el anticuerpo (GC-AuNPs-AbKiss10) se lavó 

con solución de PBS y se secó en corriente de N2. 

Se sumerge cada electrodo modificado (se realizaron 2 réplicas) en cada 

una de las soluciones mencionadas que contienen el antígeno y anticuerpo por 2 

horas. Previo a la medición final se realiza una solución que contiene H2O2 y TBC a 

1mM y 10mM respectivamente.  
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Se extrae el electrodo y después de lavado, se sumerge en una solución de 

PBS, y se empieza a medir en el método amperométrico a -100mV. Una vez 

estabilizada la señal se añade la solución de H2O2/TBC y se observó el cambio 

amperométrico esperado. Estos saltos de corriente que se observan en la figura 

A.7, es propia de la medición redox esperada, por la presencia del TBC. Esto se 

hizo para las dos réplicas, encontrando que para la mezcla que contiene partes 

iguales del Ag/Ag* (b) es menor al encontrado con la solución que solo contiene el 

Ag* (a). Esto es congruente a lo esperado ya que la corriente que se genera es 

inversamente proporcional a la cantidad de antígeno (kisspeptins-10) presente.  

 

Figura A.7. Amperogramas para la detección de kiss-10 a) solo Ag* b) mezcla Ag-Ag* 

Estos resultados corroboran que el desarrollo del biosensor fue realizado 

con éxito. Sin embargo, debido a que faltó más tiempo para seguir investigando, no 

se pudo optimizar el biosensor diseñado. Principalmente se quería utilizar otra forma 

más eficiente de unir el Ab a las AuNPs a través de enlaces covalentes y grupos 

puentes como por ejemplo, 3-aminopropionic acid (MPA).  

A pesar de ello, se logró con el objetivo de la pasantía, la cual estaba 

principalmente motivada al aprendizaje de inmovilización de anticuerpos en distintas 

superficies.  
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ANEXO B. Pasantía de Investigación. Oviedo, España (Ago/Dic 2019) 

Inmunoensayo competitivo asistido por nanopartículas de oro para la 

determinación de kisspeptina-10 en fluidos biológicos mediante ICP-MS. 

Propuesta de trabajo: Se propuso un inmunoensayo similar al propuesto en el kit 

comercial de kisspeptina-10, con la variante de utilizar nanopartículas de oro 

bioconjugadas con streptavidina (SAV-AuNPs) como agente revelador para luego 

cuantificar indirectamente kisspeptina-10 mediante ICP-MS. En primer lugar, el 

inmunoensayo por espectrofotometría fue estudiado para encontrar condiciones 

óptimas de trabajo, además de tenerlo como medida comparativa con el nuevo 

método propuesto. Además, se probó el método variando el reactivo reconocedor 

de la biotina con avidina y luego con streptavidina. 

 

Figura B.1. Ensayo competitivo para medir por espectrofotometría.  

 

Figura B.2. Ensayo competitivo para medir oro por ICP-MS. 
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Resumen del trabajo experimental realizado: 

A) Inmunoensayo por espectrofotometría: 

1. Estudio de condiciones experimentales del inmunoensayo: concentraciones 

de anticuerpos primario y secundario, etapa de bloqueo y tiempos de 

incubación, mediante espectrofotometría utilizando el reactivo comercial de 

SAV-HRP.  

2. Construir la curva del inmunoensayo no competitivo para encontrar la 

concentración mínima de antígeno-biotina (Ag-b) en la cual se obtiene la 

máxima señal de absorbancia.  

3. Construir la curva de inmunoensayo competitivo utilizando la concentración 

de Ag-b encontrada en el ensayo no competitivo.  

B) Inmunoensayo por IPC-MS usando nanopartículas bioconjugadas con 

avidin (AV-AuNPs): 

1. Aplicar las condiciones experimentales optimizadas en el inmunoensayo 

espectrofotométrico No competitivo utilizando el reactivo AV-AuNPs para el 

reconocimiento del Ag-b y la posterior medición de oro mediante ICP-MS. 

2. Caracterizar la solución de AV-AuNPs mediante AF4-MALS-ICP-MS. 

3. Construcción de la curva de inmunoensayo no competitivo.  

C) Inmunoensayo por IPC-MS usando nanopartículas bioconjugadas con 

streptavidin (SAV-AuNPs): 

1. Aplicar las condiciones experimentales optimizadas en el inmunoensayo 

espectrofotométrico No competitivo utilizando el reactivo SAV-AuNPs para el 

reconocimiento del Ag-b y la posterior medición de oro mediante ICP-MS. 

2. Caracterizar la solución de SAV-AuNPs mediante AF4-MALS-ICP-MS. 

3. Estudio de balance de masas del inmunoensayo No competitivo y efecto de 

la dilución del reactivo de reconocimiento.  

4. Estudio del efecto de la temperatura y tiempo de incubación del 

reconocimiento Ag-b y SAV-AuNPs. 

5. Construcción de curva competitiva para el inmunoensayo basado en SAV-

AuNPs. 
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RESULTADOS 

A. Inmunoensayo por Espectrofotometría 

Importante: Debido a la falta de información de las concentraciones de 

reactivos por parte del fabricante, se desarrolló por completo el inmunoensayo 

espectrofotométrico. Para ello se compraron por separado todos los reactivos del 

kit incluyendo: anticuerpo secundario del tipo IgG (Ab-2), anticuerpo primario de 

kisspeptina-10 (Ab-1), antígeno o estándar de kisspeptina-10 (Ag), antígeno 

marcado con biotina (Ag-b), HRP-SAV y las soluciones de revelado, TMB y H2O2.  

En primer lugar, se hizo un estudio de todas las concentraciones de 

reactivos, reactivos de bloqueo y tiempos de incubación, encontrando como óptimas 

las siguientes condiciones:  

Tabla B.1. Condiciones experimentales optimizadas para inmunoensayo tipo EIA 

 

Etapa Procedimiento 

Tapizado (Ab-2) 
 100 µL / pocillo de [Ab-2]:3 µg/mL, 1)1h a 37°C y 2) Toda la 

noche nevera 

Bloqueo  150 µL / pocillo BSA 3%, 2h a 37°C 

Lavado  150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Unión Ab-1  100 µL / pocillo de [Ab-1]= 1 µg/mL, 2h a 37°C  

Lavado  150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Inmunoensayo 
 100 µL / pocillo de Ag-b (no competitivo), Ag-b/Ag 

(competitivo) 

Lavado  150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Reacción con SAV-

HRP 
 100 µL / pocillo de SAV-HRP kit en Buffer 1X, kit (1:1000)  

Lavado  150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Revelado TMB / 

H2O2 

 50 µL / pocillo TMB + 50 µL / pocillo H2O2 (COLORACIÓN 

AZUL) 

Finalizar reacción  50 µL / pocillo H2SO4 (2M) (COLORACIÓN AMARILLA) 
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Experimentalmente se pudo concluir lo siguiente de cada paso: 

a) La concentración de anticuerpo secundario (Ab-2) debe ser al menos tres 

veces mayor a la del primario (Ab-1). Se puede aumentar las concentraciones 

de reactivos, pero a la vez es innecesario considerando los costosos de los 

reactivos. Según la bibliografía consultada, por lo general, se suelen usar 

concentraciones de anticuerpo primario entre 1-10 µg/mL.  

b) Se probaron dos reactivos de bloqueo: BSA 3% y Caseína 1%. No huno 

diferencia entre usar un reactivo u otro. Esta etapa es imprescindible para 

evitar adsorciones inespecíficas con la superficie de la placa ELISA.  

 

Una vez encontrada las condiciones experimentales óptimas de trabajo se 

realizó la curva de inmunoensayo no competitiva usando Ag-b a distintas 

concentraciones (Figura B.1). Este paso es muy importante como paso previo al 

ensayo competitivo debido a que no puede encontrarse muy concentrado o diluido 

el reactivo Ag-b ya que entonces no se encontraran diferencias en la señal al colocar 

el Ag (no habrá competición).  

 

 

Figura B.1. Curva de inmunoensayo no competitivo por espectrofotometría 
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Construcción de la curva para el ensayo competitivo 

 
Al observar la Figura B.1 se nota que a los 100 ng/mL de Ag-b ya se 

encuentra en la parte constante de la curva. Esto se asumió considerando la 

dispersión de la última medida (500 ng/mL). Por ende, esta concentración de Ag-b: 

100 ng/mL fue seleccionada para realizar el ensayo competitivo y como 

concentración base para los ensayos futuros por ICP-MS. En esta ocasión los 

resultados no fueron satisfactorios (Figura B.2). Se esperaba una curva contraria a 

la anterior ya que en este caso se utiliza la concentración de Ag en el eje X del 

gráfico. Al tratarse de un ensayo competitivo, la respuesta es inversamente 

proporcional a la cantidad de Ag presente. Es decir, asumiendo que la competencia 

es la adecuada, a bajas concentración de Ag se debería observar alta intensidad de 

la señal y a concentración altas de Ag una baja señal de absorbancia.   

 

Figura B.2. Curva de inmunoensayo competitivo por espectrofotometría 

En los últimos tres puntos de la curva (con exceso de Ag) se observa una 

tendencia clara que tiende a disminuir ya que la cantidad de Ag supera por mucho 

a la de Ag-b, pero a bajas concentraciones la dispersión de las medidas es muy alta, 

lo que cual es muy extraño considerando que prácticamente el inmuno debería estar 

con exceso de Ag-b y dar prácticamente la misma señal.  
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Este ensayo no pudo ser repetido ya que en ese momento llegó el reactivo 

de AV-AuNPs y se empezó a trabajar con ello considerando que era el objetivo 

fundamental del trabajo.  

B. Inmunoensayo con AV-AuNPs e ICP/MS 

Importante: Inicialmente se decidió utilizar el reactivo de avidina 

bioconjugado por nanopartículas de oro por dos razones, primero la mayor afinidad 

que tiene avidina por la biotina (1015) y segundo, la presencia de azufre en la 

estructura de avidina permitiría una caracterización del reactivo mediante la medida 

de la relación de Au/S usando el acoplamiento AF4-MALS-ICP-MS/MS.   

Condiciones adicionales para el experimento por ICP-MS: 

a) Se siguieron utilizando las condiciones de inmunoensayos del método 

espectrofotométrico.  

b) En cuanto al reactivo de AV-AuNPs, es necesario encontrar una condición de 

dilución idónea del reactivo para poder trabajar. Un exceso del reactivo 

implicaría muchas adsorciones inespecíficas, y muy poca cantidad no sería 

suficiente para unirse a toda la biotina disponible en el inmunoensayo.  

c) Se añade el reactivo de AV-AuNPs diluido en PBS y se deja incubar por el 

mismo tiempo del reactivo SAV-HRP. Se lava el exceso y se procede con la 

digestión ácida. Para ello a cada pocillo se agregan alrededor de 100µL de agua 

regia recién preparada. Se coloca en agitación por 30 min a 300rpm. Luego se 

traspasan a un tubo de plástico previamente pesado que contiene Ge 

(concentración final de 15 ppb) y se añaden 5 mL de agua destilada (pesar al 

final). Si se hace una dilución intermedia se debe tomar una alícuota de este 

tubo y diluir con HCl 1% (considerar que el Ge debe quedar al final en 15 ppb).    

d) En cuanto al ICP-MS, se utilizó un método ya optimizado previamente en el 

laboratorio para medir oro (Au 197) y como estándar interno el patrón de 

germanio (Ge 72). 
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Curva competitiva con el reactivo AV-AuNPs 

Para empezar, se utilizó una dilución de Av-AUNPs de 1/50, de manera de 

no gastar tanta cantidad del reactivo inicialmente. Este reactivo fue preparado de 

forma especial ya que no fue bloqueado con BSA y fue estabilizado solo con citrato. 

El inmunoensayo es igual al espectrofotométrico solo sustituyendo el paso final del 

agente revelador de la biotina. Los resultados se muestran en la Figura B.3  

 

Figura B.3. Curva de inmunoensayo no competitivo usando AV-AuPs 

Al ver los resultados se puede decir lo siguiente: 

a) Se observa una curva típica de inmunoensayo con ciertas variantes a bajas 

concentraciones del Ag-b. Existe un aumento de la señal a partir de 40 

ng/mL, pero faltaron más puntos crecientes para evaluar el punto de señal 

constante.  

b) La señal del blanco resultó ser muy alta, casi el 80% del primer punto de la 

curva.  

c) Originalmente se pensó que la curva no era la adecuada, pero luego de 

terminar los experimentos y ver los ensayos futuros, esta curva se adaptaba 

a lo que se quería lograr.  
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Estudio de efecto de dilución del reactivo AV-AuNPs, etapa de bloqueo y 

balance de masas 

 
Considerando el gran aporte del blanco en el ensayo anterior, se decidió 

probar con distintas concentraciones crecientes y decrecientes del reactivo AV-

AuNPs. Para ello, a una misma concentración de 200 ng/mL del Ag-b se ensayaron 

las diluciones 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 y 1/500 del reactivo bioconjugado. Además, 

distintos blancos fueron considerados, en la Figura B.4 se resumen los resultados: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B.4 Efecto de dilución de Av-AuNPs en el inmunoensayo asistido ICP-MS  

Es de notar: 

a) Los blancos de digestión y en ausencia del reactivo AV-AuNPs son muy bajos 

en comparación a los demás ensayos.  

b) El blanco sin Ag-b (es decir, pura adsorción inespecífica del reactivo AV-AuNPs) 

es similar hasta la dilución 1/50 e inferior, lo cual es muy similar a lo encontrado 

previamente (la realidad es que en el ensayo anterior se diferenciaban mejor 

con esta dilución). A partir de 1/25 y mucho más en la dilución 1/10, es posible 

diferenciar claramente el blanco de una muestra con Ag-b.  

c) Esto es un resultado negativo, considerando lo costoso del reactivo y que 

apenas trae disponible 1 mL, lo cual implicaría un muy rápido consumo.   
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En cuanto a la etapa de bloqueo (Figura B.4):  

 

Figura B.4 Efecto de reactivo de bloqueo en el inmunoensayo asistido ICP-MS  

 

Se observa como el bloqueo con caseína permite diferenciar mejor la señal 

del blanco en comparación al ensayo realizado con el AV-AuNPs (1/50). Lo cuál 

indica que este reactivo puede ser usado con mejor eficiencia para la etapa de 

bloqueo del inmunoensayo. En cuanto al balance de masas, se muestra en la Tabla 

B.2 y Figura B.5. 

Tabla B.2. Balance de masas en el inmunoensayo asistido por AV-AuNPs e ICP-MS 

Bloqueo Muestra  Au/Ge prom DS 

BSA 3% 

AV-AuNPs (1/50) 8,80 0,66 

Solución despues inmuno  82,87 10,10 

Lavados 1,75 0,31 

Reactivo sin ELISA 105,97 0,00 

Caseina 1% 

AV-AuNPs (1/50) 12,18 0,42 

Solución despues inmuno  86,23 1,23 

Lavados 1,40 0,01 

Reactivo sin ELISA 105,97 0,00 
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Figura B.5. Balance de masas del inmunoensayo asistido por AV-AuNPs e ICP/MS 

Se hizo el estudio de balance de masas para el ensayo con el reactivo AV-

AuNPs con dilución 1/50. Se encontró que aproximadamente el 10% del reactivo se 

quedaba adherido en el inmunoensayo y lo demás era desechado después de la 

incubación y las etapas de lavado. Originalmente se pensó que era un resultado 

negativo, pero al igual que un caso anterior, a futuro los resultados obtenidos son 

peores que estos. Lo que indica que usar este reactivo no fue del todo incorrecto.  

 

Caracterización del reactivo AV-AuNPs por AF4-MALS-ICP-MS/MS 

Se pudo realizar la separación por masas moleculares del reactivo AV-

AuNPs y las nanopartículas de oro (AuNPs) con el sistema AF4-MALS. Sin 

embargo, al hacer el acoplamiento con el ICP-MS/MS no fue posible cuantificar el 

S debido a la poca cantidad que contiene la avidina de este elemento.  

C. Inmunoensayo con SAV-AuNPs: 

Importante: Luego de analizar los resultados anteriores se decidió cambiar 

el reactivo de reconocimiento utilizando streptavidina bioconjugada con las 

nanopartículas de oro (SAV-AuNPs). A diferencia del caso anterior, este reactivo 

fue preparado con BSA como sistema de bloqueo para intentar disminuir las 

adsorciones inespecíficas.  
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Estudio de dilución de reactivo SAV-AuNPs (1/25 y 1/100), blancos y reactivo 

de bloqueo 

 
En cuanto al efecto del sistema de bloqueo, la caseína al 1% no fue muy 

efectiva en este caso, no se logró diferenciar entre la señal del blanco y los 

inmunoensayos a ambas concentraciones del reactivo estudiadas. Además, 

considerando que el reactivo ya contiene BSA, se asumió que éste era mucho más 

conveniente para el bloqueo.  

En cuanto a los resultados con BSA, en primera instancia se observaron 

resultados parecidos al obtenido con la caseína, no había diferencia entre el blanco 

y las muestras del inmunoensayo a las dos concentraciones del reactivo en estudio. 

Sin embargo, al observar tan baja señal (cuentas por segundo, cps) de oro en el 

ICP-MS, se decidió medir la muestra directamente luego de la digestión ácida, es 

decir, sin hacer una dilución de las muestras (Figura B.6).  

 

Figura B.6 Efecto de dilución de reactivo SAV-AuNPs y de solución final previo análisis por ICP-MS  

Al ver los resultados observamos una diferencia (no muy grande) de la señal 

del blanco (sin reactivo Ag-b, hecho con PBS) y la muestra que contiene 100 ng/mL 

de Ag-b. Siendo la diferencia mucho mayor para el caso del reactivo diluido 100 

veces.  
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Además, se realizó un balance de masas del inmunoensayo y se encontró 

que alrededor del 1% es sólo lo que reacciona del reactivo con el Ag-b, el resto se 

descarta en los lavados. Esto es de esperarse considerando que en este caso el 

reactivo se encuentra bloqueado con BSA, lo que probablemente este impidiendo 

la unión SAV-biotina (Figura B.7). 

 

Figura B.7. Balance de masas del inmunoensayo asistido por SAV-AuNPs e ICP/MS 

 

Estudio de disminución de concentraciones de Ag-b y SAV-AuNPs 

 

Con el propósito de evidenciar posibles mejoras a la dilución 1/100, se 

realizaron ensayos a distintas concentraciones de Ag-b (0; 0,01; 1 y 100 ng/mL) y 

distintas concentraciones del reactivo SAV-AuNPs (1/50, 1/100 y 1/250). Los 

resultados se muestran a continuación: 
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Figura B.8. Efecto de concentraciones de Ag-b y diluciones de SAV-AuNPs para el inmunoensayo 

por ICP-MS 

Se puede destacar lo siguiente: 

a) El reactivo con dilución 1/100 parece tener un mejor comportamiento con 

respecto a las otras dos diluciones, considerando que es posible diferenciar 

mejor entre las muestras más concentradas (1 y 100 ng/mL) del blanco.  

b) Para el reactivo diluido 50 y 250 veces se observar que no es posible diferenciar 

entre la muestra más concentrada (100 ng/mL) y los blancos.  

c) Se podría pensar en utilizar la dilución 1/100, pero la diferencia en señal es muy 

pequeña (alrededor de 6000 cps para el blanco y 7500 cps para la muestra a 1 

ng/mL).  

 

Estudio de efecto de la temperatura de incubación del inmunoensayo en la 

reacción con SAV-AuNPs. Curva de calibrado de estándares 

 

Este ensayo se hizo con el propósito de evaluar si era posible disminuir las 

adsorciones inespecíficas disminuyendo la temperatura de incubación. Los 

resultados se muestran en la Figura B.9. 
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Figura B.9 Efecto de la temperatura en el inmunoensayo asistido por SAV-AuNPs e ICP/MS 

 

Este resultado muestra que a 4°C la reacción no es favorable ya que hay 

una considerable disminución de la señal para el caso de todas las muestras. 

Además, que ha 37°C no se pudieron extraer datos concluyentes para la gran 

dispersión de las medidas de las réplicas de cada muestra.  

Se inyectaron distintas concentraciones de estándares de oro para estimar 

que cantidad se está uniendo en el inmunoensayo. Considerando los valores 

obtenidos en el inmunoensayo (alrededor de Au/Ge de 0,40), se puede evidenciar 

interpolando en la curva, que menos de 1 ng/mL (ppb) es lo que está reaccionando 

en el inmunoensayo, es por ello por lo que las señales encontradas son tan bajas. 

La curva de calibrado se muestra en la Figura B.10. 
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Figura B.10. Curva de calibrado de estándares de oro 

 

Repetición ensayo con reactivos por método espectrofotométrico y efecto de 

solución usada para la dilución de la SAV-AuNPs 

 

Debido a que aún no se encontraban resultados del todo satisfactorios, se 

decidió hacer pruebas con los reactivos para evaluar si se encontraban en óptimas 

condiciones. Para ello se repitió el ensayo espectrofotométrico, y al mismo tiempo 

se hacían ensayos para ser medidos por ICP-MS. Los de ICP-MS se evaluaron 

diluyendo el reactivo de dos maneras, con PBS y con el Buffer 1X que trae el kit 

(con el que diluyen todos los reactivos del kit comercial de kisspeptina-10). En 

cuanto al ensayo por espectrofotometría, se muestran los resultados en la Figura 

B.11. 
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Figura B.11. Repetición de curva no competitiva para el inmunoensayo por espectrofotometría 

La curva no competitiva no tiene el mismo comportamiento al encontrado 

previamente (a principios de este informe). No existe un punto máximo de 

absorbancia en el inmunoensayo lo cual podría indicar el porqué de los errores 

encontrados. Quizás se está trabajando a una concentración de Ag-b no adecuada. 

Por otro lado, los resultados medidos por ICP-MS (Figura B.12) muestra lo siguiente:  

 

Figura B.12. Repetición de curva no competitiva para el inmunoensayo asistido por SAV-AuNPs e 

ICP/MS 
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De la Figura B.12, lo primero a destacar es que el reactivo buffer 1x no es 

adecuada para diluir la SAV-AuNPs, prácticamente se obtuvo una misma señal a 

distintas concentraciones del Ag-b. Por otro lado, parece haber resultados 

favorables con la dilución en PBS del reactivo (la cual se siguió trabajando a 1/100 

de dilución). Existe un dato anómalo a 0,1 ng/mL que probablemente sea un error 

experimental. Si estos resultados se evalúan desde el punto de vista de un gráfico 

de inmunoensayo (logarítmica) se obtiene la Figura B.13 (restando el valor del 

blanco): 

 

Figura B.13. Curva de inmunoensayo competitiva con SAV-AuNPs diluída en PBS 

Otra forma de verlo es a través de la Figura B.14. 

 

Figura B.14. Curva de inmunoensayo competitiva con SAV-AuNPs considerando logaritmos 
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En este punto se puede resumir lo siguiente: 

IMPORTANTE: La principal diferencia a la cual se puede atribuir las mejoras 

en los resultados, es que todas las soluciones fueron preparadas de nuevo de 

alícuotas de los reactivos recién descongeladas.  

Se obtuvieron mejores resultados para el caso de las medidas por ICP-MS. 

Solo unos de los valores (0,1 ng/mL) se salió de la tendencia y por ende fue 

eliminado para elaborar las últimas dos gráficas.  

En el caso del espectrofotométrico se observa una tendencia distinta a la 

encontrada por ICP-MS (en cuanto a la forma de la curva se refiere), lo que indica 

la diferencia clara entre realizar la metodología por las distintas formas de detección. 

Se hizo necesario repetir los experimentos nuevamente, además de agregar puntos 

adicionales al calibrado que son necesarios.  

 

Repetición de resultados incluyendo etapa de amplificación con oro 

 

Se realizaron los mismos resultados anteriores considerando la dilución 

1/100 del reactivo SAV-AuNPs y se añadieron nuevos puntos a la curva de 

calibrado. Los ensayos se hicieron en dos grupos de duplicados, de manera que a 

uno de ellos se le hiciera la amplificación depositando oro sobre la nanopartícula.  

Para la amplificación con oro de añaden 50 µL NH4OH.HCl (10mM) y 50 µL 

de una solución de Au (III) 0,5 mM y se incuba por 15 min a 37°C. Este proceso se 

hace luego de la incubación con el reactivo SAV-AuNPs y previo a la digestión con 

agua regia. Lavar los pocillos con agua (no usar PBS) y digestar los pocillos para 

luego medir por ICP-MS.  

No se encontraron resultados satisfactorios, no se pudo reproducir lo 

anterior y en cambio no hubo diferencia entre la señal del blanco y las muestras a 

distintas concentraciones. Esto indica errores ejecutados durante la metodología.  

A continuación, se muestran ambos resultados, sin (Figura B.15) y con 

amplificación con oro (Figura B.16): 
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Figura B.15. Curva de inmunoensayo no competitivo por ICP-MS y sin amplificación con oro 

 

Figura B.15. Curva de inmunoensayo no competitivo por ICP-MS y con amplificación con oro 

Los resultados no satisfactorios se atribuyen a que la placa ELISA no fue 

agitada durante la digestión ácida. Se sugiere a futuro usar siempre el agitador de 

placas, o en su defecto usar un ultrasonido para la digestión (sugerido en un paper 

anterior del laboratorio). Lo que es evidente es que la amplificación aumenta hasta 

2000 veces la señal de oro observada. Lo que indica la gran utilidad de este paso 

si se quiere aumentar la sensibilidad del método analítico. Se podría intentar 

disminuir el tiempo de incubación de la amplificación.  
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Se debe reproducir los experimentos anteriores con soluciones frescas de 

los reactivos, además de hacer en paralelo tanto el ensayo espectrofotométrico 

como el realizado por ICP-MS. En la Tabla B.3 se resumen las condiciones 

experimentales para la construcción del inmunoensayo asistido por NPs e ICP-MS. 

 

Tabla B.3. Condiciones experimentales para el inmunoensayo asistido por NPs e ICP-MS 

 

 

Etapa Procedimiento 

Tapizado (Ab-2) 
100 µL / pocillo de [Ab-2]:3 µg/mL, 1)1h a 37°C y 2) Toda la 

noche nevera 

Bloqueo 150 µL / pocillo BSA 3%, 2h a 37°C 

Lavado 150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Unión Ab-1 100 µL / pocillo de [Ab-1]= 1 µg/mL, 2h a 37°C  

Lavado 150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Inmunoensayo 
100 µL / pocillo de Ag-b (no competitivo), Ag-b/Ag 

(competitivo) 

Lavado 150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Reacción con SAV-

AuNPs 
100 µL / pocillo de SAV-AuNPs (1/100 en PBS), 1 h a 37°C 

Lavado 150 µL / pocillo de PBS (10mM) / T20 (0,05%) x triplicado  

Amplificación 
50 µL NH4OH.HCl (10mM) y 50 µL Au (III) 0,5 mM / pocillo, 

15 min a 37°C 

Lavado 150 µL / pocillo de H2O destilada x triplicado  

Digestión ácida 
100 µL / pocillo de agua regia, agitación de placa 300 rpm 

x 30 min  

Solución final 
Trasvasar a un tubo de 12 mL y 5 mL de agua destilada 

(con 15 ppb de Ge)   

Medición  Medir Au masa 197 y Ge (IS) masa 72 por ICP-MS  
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A B S T R A C T

An efficient method has been developed for the multiresidue and multiclass determination of 16 emerging
contaminants (parabens, hormones, anti-inflammatory drugs, triclosan and bisphenol A) in water samples using
rotating-disk sorptive extraction (RDSE) and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).
Silylation of the compounds prior to GC-MS analysis was optimized using a factorial experimental design; the
optimal derivatization conditions to maximize the response of the set of analytes included 70 μL of N-methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoroacetamide at 80 °C for 35min. RDSE was implemented using Oasis® HLB as a sorptive
phase and an extraction time of 60min.
The method was applied to Chilean environmental samples. In tap water, none of the analytes under study

were detected. In the river and well waters, the concentrations of the four detected contaminants were below
0.38 μg L−1. In the effluent and influent of the wastewater treatment plant, the maximum concentrations of
contaminants were 3.1 and 4.2 μg L−1, respectively.
The proposed analytical strategy suggests clear improvements with respect to other methods reported in the

literature, considering not only the different steps involved in the analytical process (extraction, derivatization
and chromatography) but also taking into account that this method involves the determination of different
families of analytes with different physicochemical and structural properties.

1. Introduction

Emerging contaminant (EC) refers to any chemical discovered in the
environment that is not persistent; however, the presence of such
chemicals is permanent due to continuous introduction from diverse
uncontrolled sources. These compounds are found in natural sources
because their purchasing, consumption and use are not regulated by
any legislation; therefore, treatment plants do not emphasize or are not
qualified for their elimination [1].

ECs consist of many compounds of anthropogenic and natural
origin, including personal-care and industrial products, pharmaceu-
ticals, pesticides, hormones, industrial chemicals, among others [2].
Occurrence of these contaminants in natural waters has become a
problem of concern at global level, mainly because they have poten-
tially negative effects on organisms, which would appear in future
generations and result in irreversible damages [3]. The presence of

these chemicals in the environment depends on many factors, including
the frequency and amount of doses and the effectiveness of excretion, as
well as sewage treatment plants. Some ECs (v.e. bisphenol A, triclosan,
17α-ethinylestradiol and 17β-estradiol) are classified also as endocrine-
disrupting chemicals (EDCs) because they have the potential to modify
normal endocrine system functions [4].

Natural waters are increasingly exposed to ECs since the conven-
tional wastewater treatment plants were not designed for the removal
of these kind of contaminants [5]. In this context, ECs have been de-
termined in a number of environmental matrices such as: freshwater
[6], seawater [7], drinking water [8], wastewater [9], sewage sludge
[10], sediments [11], and biota [12] ranging in concentrations levels
from ng L−1 to μg L−1 [13]. Although many of these compounds affect
health, there are still no regulations for their disposal in the environ-
ment.

To study their presence and the potential risk, different techniques
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for sample preparation of waters containing emerging pollutants have
been commonly used, such as stir-bar sorptive extraction (SBSE) [14],
liquid–liquid extraction (LLE) [15], solid-phase microextraction (SPME)
[13] solid-phase extraction (SPE) [13] and headspace solid-phase mi-
croextraction (HS-SPME) [16]. However, many of these techniques
present drawbacks, including the use of high sample volumes (SPE and
LLE), the limitation of the sorbent phase to commercially available fi-
bers (SPME) and the deterioration of the extraction phases supported on
the devices with use (SBSE). Rotating-disk sorptive extraction (RDSE)
[17] is an alternative microextraction technique with the following
premises: the use of low sample volumes, a configuration of the device
allowing the incorporation of laminar and powder phases with different
polarities (high versatility), and the lack of device deterioration during
the extraction since the extracting phase is not in contact with the ex-
traction container. Taking advantage of the versatility of RDSE, dif-
ferent families of emerging pollutants have been studied [18,19];
however, this is the first time RDSE has been used to perform a mul-
tiresidue and multiclass analysis to determine multiple families of
compounds simultaneously. Only one multiresidue RDSE method has
been previously reported but was based on the analysis of pesticides
using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
[20].

The determination of multiple emerging pollutants can be per-
formed by liquid chromatography-mass spectrometry [10,13,15] and
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) [14,16,21], with the
latter being much more accessible in terms of cost, favoring its avail-
ability in routine laboratories. The main limitation of GC-MS is that in
some cases, derivatization of the analytes is mandatory [21,22]. In this
work, considering the determination of different analyte families, the
silylation reaction was studied in detail using experimental design as a
chemometric tool [23]. For the extraction process using RDSE, the
optimum sorbent phase and extraction time were evaluated.

The aim of this study was to develop a rapid, reliable and sensitive
method for the determination of emerging pollutants in water samples
by RDSE-derivatization-GC-MS. In general, previously described meth-
odologies for these analytes have focused only on specific analysis for
limited chemical families of pollutants [18,19]. To the best of our
knowledge, the development of such multiresidue, interfamily methods,
including the analysis of nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs), parabens, natural and synthetic hormones, bisphenol A and
triclosan, has not been proposed previously. Finally, the method was
applied for the analysis of drinking and natural water samples near the
city of San Antonio, Chile and the effluent and influent of a wastewater
treatment plant in Santiago, Chile.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Methyl paraben (MP), ethyl paraben (EP), propyl paraben (PP),
butyl paraben (BP), estrone (E1), 17-β-estradiol (E2), estriol (E3), 17-α-
ethinylestradiol (EE2), bisphenol A (BPA), triclosan (TCS) and PCB 77
(used as internal standard) were purchased from Dr. Ehrenstorfer
GmbH (Augsburg, Germany). Ibuprofen (Ibu), ketoprofen (Ket), na-
proxen (Nap), diclofenac (Dic), mefenamic acid (MAc) and acet-
ylsalicylic acid (AsA) were obtained from Sigma-Aldrich (Milwaukee,
WI, United States). Water from a Millipore Milli-Q Plus water system
(Billerica, MA, United States) was used throughout the experiment.
Standard stock solutions of the analytes (10mg L−1) were prepared
separately in methanol (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, United States).
Multistandard solutions were prepared in methanol at concentrations of
2, 5, 10, 25, 50 and 100 μg L−1. Nitrogen (99.995% purity) and helium
(99.9999% purity) were purchased from Linde (Santiago, Chile) and
were used for final extract evaporation and as the chromatographic
carrier gas, respectively. Methanol, ethyl acetate, acetic acid (HPLC
grades) and sodium acetate (> 99% purity) were purchased from

Merck (Darmstadt, Germany). Oasis® HLB, C18 and styrene-divi-
nylbenzene (St-DVB) extraction cartridges were obtained from Waters
Corporation (Milford, MA, United States). N-Methyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide (MSTFA) and pyridine (pyr) obtained from
Sigma–Aldrich (Milwaukee, WI, United States) were used as the deri-
vatizing agent.

2.2. Instruments

A Thermo Scientific TRACE 1300 gas chromatograph (Milan, Italy)
coupled to a Thermo Fisher Scientific ISQ (Austin, TX, United States)
mass-selective detector was used for GC-MS determinations. A Restek
(Bellefonte, PA, United States) RTX-5MS (30m×0.25mm i.d.; 0.25 μm
film thickness) was used as chromatographic column. Two microliters
of sample extract were injected into the gas chromatograph using an
injector temperature of 250 °C and splitless mode. The column tem-
perature started at 75 °C (1min), and it was increased to 150 °C at 20 °C
min−1 (5min) and to 300 °C at 10 °C min−1 (5min). Helium was used
as the carrier gas at 1.0 mLmin−1. The solvent delay was 7min. A dwell
time of 0.2 s was used for each m/z value. The MS transfer line and ion
source were kept at 250 °C and 200 °C respectively, and compound
quantification was based on matrix-matched calibration using the mass
spectrometer in selective ion monitoring (SIM) mode. Table 1 shows the
retention time and m/z ions used in SIM mode for each analyte.

The vial containing the sample and the rotating disk was placed on
an MR 300 magnetic stirrer (Heidolph Instruments, Germany). The pH
values were measured with a Microprocessor pH-Meter 537A (WTW,
Germany). A KMC-1300V vortex mixer (Vision Scientific Co., Ltd.,
Korea) and an analog heat block evaporator (VWR, United States) were
used for the derivatization reaction.

Statistical software (Statgraphics Centurion XV for Windows;
Manugistics, United States) was used for both chemometric designs and
the analysis of variance (ANOVA) of the results.

2.3. Derivatization procedure

An aliquot of 100 μL of a multistandard of 100 μg L−1 or a sample
extract was added to a 2mL vial. The solvent was evaporated under a
N2 stream. Aliquots of 70 μL of derivatizing agent (MSTFA) and 50 μL of
pyridine were added and stirred on a vortex to homogenize the solu-
tion. The derivatization reaction was carried out on a heating plate at
80 °C for 35min. After cooling, the derivatized solution was analyzed in
GC-MS.

Three factors involved in the derivatization process, the volume of
MSTFA, temperature, and reaction time, were optimized using an ex-
perimental design. The repeatability of the final selected derivatization

Table 1
GC-MS data.

Analyte Retention time (min) Target ion m/z
values

Qualifier ion m/z values

MP 9.61 209 224
AsA 10.05 267 268
EP 11.19 238 223
Ibu 12.31 234 278
PP 13.06 210 195
BP 14.66 195 210
Nap 18.48 302 287
TCS 19.02 200 345
BPA 19.63 357 358
MAc 19.70 298 313
Ket 19.70 311 282
Dic 20.59 214 242
E1 23.44 257 342
E2 23.67 285 416
EE2 24.53 425 440
E3 25.17 345 504
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method was evaluated from six replicate samples. The stability of de-
rivatized samples was assessed by injecting the same sample repeatedly
over a period of 30 h.

2.4. Rotating-disk sorptive extraction (RDSE)

The extraction device used in RDSE was a Teflon disk (1.5 cm dia-
meter) containing an embedded miniature magnetic stirring bar
(nickel-coated Micro Stir bar, Ningbo Xinghan Trading Co., LTD,
China). The disk had a 0.44 cm3 cavity on one of its faces, in which
40mg of Oasis® HLB sorbent was loaded. The cavity was covered with a
fiberglass filter (1.4 diameter, 0.38 μm mean pore size) and sealed with
a Teflon ring. Before analysis of the samples, the phase was conditioned
by rotation of the disk sequentially in vials containing 5mL ethyl
acetate, 5 mL methanol, and 5mL deionized water for 5min each. The
same aliquot of each solvent was reused for the conditioning of all disks
[19,24].

A 20mL aliquot of water sample was poured into a vial and adjusted
to a pH of 5.8 with an acetate buffer. The rotating disk conditioned was
placed inside the vial, and the disk was rotated using a rotation velocity
of 3000 rpm for 60min at room temperature. After extraction, the disk
was placed into other vial containing 10mL of methanol as a desorbing
agent and stirred for 10min at 2000 rpm. The methanol extract con-
taining the concentrated analytes was then evaporated under a N2
stream to dryness. The extract was derivatized by the previously opti-
mized derivatization method and analyzed by GC-MS in SIM mode.

A flow chart of the whole analytical procedure is summarized in
Fig. 1.

2.5. Method validation

The method was validated by determining the main figures of merit,
including [25] linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ), repeatability (%RSD), matrix effect (%ME), absolute recovery
(%Re) and enrichment factor (%EF). The linearity of the calibration
curve was established using 6 spiked water samples at fortification

levels from 0.1 to 20 μg L−1. Limits of detection (LOD) and quantifi-
cation (LOQ) were determined based on 3 times and 10 times the es-
timated standard deviation of the regression of a curve at low con-
centration (0.1–1 μg L−1) and the slope of the calibration curve for each
analyte. The repeatability of the final selected method was evaluated
from six replicate samples prepared at 4 μg L−1 in each matrix. The
absolute recovery and matrix effect were calculated separately at an
analyte concentration of 4 μg L−1 according to the procedure described
previously [26]. The enrichment factors (%EF) were calculated based
on the relationship between the theoretical preconcentration factor and
the absolute recovery.

2.6. Real samples

Drinking water and natural waters (well and river) were collected in
the vicinity of San Antonio, Chile. Effluent and influent water was ob-
tained from a water treatment plant in the city of Santiago, Chile. To
preserve the samples prior to analysis, they were filtered and frozen at
−18 °C. All samples were analyzed in triplicate.

3. Results and discussion

Table 2 shows the physicochemical properties of the compounds
under study, which were chosen because they are a representative set of
typical emerging contaminants and cover a wide range of acid-base
properties, hydrophobicity and water solubility.

3.1. Chromatographic analysis

As shown in Fig. 2, all compounds eluted in approximately 25min.
The signals for the majority of the analytes are well resolved (resolution
greater than 1.5), with the exception of mefenamic acid, bisphenol A
and ketoprofen, which coelute. However, these compounds can be
identified and quantified by considering the differences in their mass
spectra (see Fig. A1, Supplementary Information). The adequate selec-
tion of noninterfering quantification and qualification ions allowed the
identification and quantification of these analytes without interference.

3.2. Screening of the derivatization process

Three variables (k), the derivatization reaction temperature,

Fig. 1. Flow chart of the analytical procedure.

Table 2
Description of emerging contaminants under study.

Compound Use Molecular
weight (g
mol−1)a

pKaa Log
Ko/wa

Water
solubility (mg
L−1)a

MP Preservative 152.15 8.50 1.96 2500
EP Preservative 166.17 8.34 2.47 885
PP Preservative 180.20 8.50 3.04 500
BP Preservative 194.23 8.47 3.57 207
E3 Natural

hormone
288.38 10.33 2.45 441

E1 Natural
hormone

270.37 10.33 3.13 30

EE2 Synthetic
hormone

296.40 10.33 3.67 11.3

E2 Natural
hormone

272.38 10.33 4.01 3.6

AsA NSAID 180.16 3.49 1.19 4600
Ket NSAID 254.28 4.45 3.12 51
Nap NSAID 230.26 4.15 3.18 15.9
Ibu NSAID 206.29 4.91 3.97 21
MAc NSAID 241.29 4.20 5.12 20
Dic NSAID 296.15 4.15 4.51 2.37
TCS Antibacterial 289.54 7.90 4.76 10
BPA Plasticizer 228.29 9.60 3.32 120

a Physical property data was provided in ChemIDplus by SRC, Inc.
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reaction time and volume of MSTFA, were studied using a two-level
screening factorial design (+1, −1) to select the most significant fac-
tors on the derivatization procedure. Several studies have been reported
regarding the silylation reaction, including reaction times from 15 to
125 min and reaction temperatures from 25 to 95 °C [22,27,28]. In the
current case, in this first exploratory study, the upper limits were set at
60min and 80 °C, and the lower limits were set at 20min and 40 °C for
the reaction time and temperature, respectively. The same approach
was used to determine the volume of MSTFA required for obtaining
good derivatization of all analytes. The literature shows that different
amounts of derivatizing agent have been used depending on the com-
pounds under study. On the one hand, only 5 μL of derivatizing agent
was used for the paraben family [21]; in contrast, there are studies
where 50 μL was needed to derivatize NSAIDs and hormones [19,24].
Taking this information into account and considering the greater
number of compounds (belonging to different compound families)
studied in this research, the upper limit of MSTFA volume was set at
70 μL, and the lower limit was set at 30 μL (for more details, see Table
A1, Supplementary Information). The influence of each factor was de-
termined from the estimation of the experimental variance with a t-test,
and the results are shown on a factor interaction graph with 95%
confidence intervals.

Fig. 3 shows Pareto diagrams showing the significance of the factors
for the derivatization of some compounds. For some cases, such as E2,
none of the variables under study was significant. For butyl paraben,
only one variable was significant. For other cases, such as triclosan and
naproxen, the remaining two and three were significant for derivati-
zation, respectively. The same behavior was observed for members of
the same family (parabens and hormones). Other compounds do not
have as clear a trend as do the mentioned families because the other
compounds are less similar. Considering the results of this screening,
the three factors should be optimized.

3.3. Optimization of the derivatization process

Response surface methodology (RSM) based on a Doehlert design
for optimization of the derivatization step was then conducted based on
the most significant factors [23]. The Doehlert design allows the de-
scription of a region around an optimal response that contains k2 + k+
1 points for k variables. One of the properties of this design is the
uniform distribution of the experiments in a three-dimensional space,
allowing each factor to be assigned a particular number of levels ac-
cording to the significance found in the screening stage. For example,
considering that the MSTFA volume was the most significant variable
for most compounds, 7 levels of study (X2) were assigned. Following
this outline, 5 levels were assigned to reaction time (X1), and only three
levels were assigned to reaction temperature (X3). For these three
variables, a set of 15 experiments was performed (including 3 centers).
The areas of the normalized peaks of the compounds were used as re-
sponse variables. The coded (Xi) and experimental (real) values of these
three factors are listed in Table A2, Supplementary Information.

Analysis of variance (ANOVA) was performed to assess the sig-
nificance of the overall model and of each regression coefficient.
Table 3 shows the prediction power of the model based on the sig-
nificance of the regression models (ρ-value, regression/residual error),
lack-of-fit (ρ-value, lack of fit/pure error), and adjusted coefficient of
determination (R2). The ρ-value for regression/residual error was lower
than 0.05 for all compounds, demonstrating the feasibility of the model.
On the other hand, the lack of fit test measures the suitability of the
quadratic models by comparing the variation due to adjustment with
the variation due to analytical error [21]; considering that the desired
value is greater than 0.05, it is notable that all the compounds showed
higher values. Finally, the R2 adjusted value refers to the adjustment of
the model with respect to the polynomial equation [29]; in this case,
the majority of anti-inflammatories (except Ibu) presented good adap-
tation to the polynomial adjustment (greater than 70%). For the other
compounds, mainly parabens and hormones, the adjustment to the
polynomial equation was not ideal (between 33 and 55%) but was
acceptable considering the large number of analytes with such different
properties.

After evaluation of the response surfaces for each analyte, multi-
criteria response surface optimization based on Derringer's desirability
function was employed [30]. The desirability functions of the analytes
were combined using the geometric mean (given equal importance to
each of them), to obtain the overall desirability D. The overall desir-
ability for all analytes was 0.93415. Fig. 4 shows the global response
surface (volume of MSTFA vs. reaction time) at the highest temperature
point (this value was used because it is the optimal condition for this
factor). The optimal values extracted from this global response surface
analysis were a reaction time of 35min, a silylation temperature of
80 °C and an MSTFA volume of 70 μL.

The optimized derivatization method was linear (R2 > 0.99) in the
concentration range of 0,1–100 μg L−1 for all compounds. The results of
repeatability experiments (n= 6) at 10 μg L−1 for derivatization
showed RSD values lower than 6% for all analytes, very acceptable
values for this first step, considering that the next step is the extraction,
which tends to generate greater imprecision to the methodology (de-
tailed in the validation section of the method). A study of derivatization
stability was performed for 30 h. The same sample was injected after
the derivatization process (time 0) and after 4, 8, 16, 24 and 30 h. Some
compounds, such as acetylsalicylic acid, bisphenol A and the paraben
family (methyl, ethyl, propyl and butyl paraben), showed a 30% de-
crease in chromatographic area after 8 h (for more detail, see Fig. A2,
Supplementary Information). This result is valuable information for
ensuring the quality of the results when the methodology is applied to a
high number of samples. In view of this, all the samples subjected to the
methodology were derivatized and measured by GC-MS in a period no
longer than 4 h.

Fig. 2. (a) Total ion chromatogram of all compounds, (b) paraben chromato-
gram (m/z=195, 209, 223, 224, 238), (c) hormone chromatogram (m/
z=257, 285, 342, 345, 416, 425, 440, 504), (d) anti-inflammatory drug
chromatogram (m/z=214, 242, 234, 267, 268, 278, 282, 287, 298, 302, 311,
313), and (e) TCS and BPA chromatogram (m/z=200, 345, 357, 358).
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3.4. Study of the extraction process

Taking into account previous experiences in RDSE [18,19,31], a
20mL sample volume (theoretical preconcentration factor of 167) at
pH 5.8 (adjusted with a buffer solution composed of acetic acid/sodium
acetate) with a disk rotation velocity of 3000 rpm was selected for this
optimization study. The studied variables for the extraction were the
nature of the sorbent phase and the extraction time. The experiments
were performed by using deionized water and real samples spiked with
a known concentration of the analytes.

Considering the polarity of the analytes studied, different sorbent
phases, including Oasis® HLB, styrene-divinylbenzene (St-DVB) and
C18, were tested. An extraction time of 60min was fixed to compare
these three sorbent phases. As seen in Fig. 5, Oasis® HLB showed the
highest extraction efficiency for all of the analytes, and this is because
its hydrophilic-lipophilic balance enables to interact with the polar and
apolar functional groups of the different analytes [18], achieving higher
responses than those obtained with C18 and St-DVB. Despite this, St-
DVB could be considered as an alternative phase because it provides
similar areas for most of the analytes, except for MP and AsA, which
was to be expected considering the high affinity that this phase has for
semipolar and apolar compounds (only π-π interactions), which makes
it impossible to extract highly water-soluble compounds. Thus, Oasis®

HLB was selected as the sorbent phase for the extraction of the 16
compounds mentioned.

Considering the high cost associated with the Oasis® HLB, it is im-
portant to point out, that the use of nanomaterials as alternative sor-
bents can be considered in the future for RDSE, for example nanotubes
[32] or nanoparticles [33], which have shown good performance in
microextraction techniques.

Extraction times between 30 and 120min were tested both to es-
tablish the extraction profile of each analyte and to select the extraction
time for routine analysis. Fig. 6 shows the extraction profiles for four
representative compounds in this study, MP, E1, AsA and BPA. Equili-
brium was reached in 60min of extraction; this time was selected for
further studies.

a) Standarized Pareto Chart for E2 b) Standarized Pareto Chart for BP

c) Standarized Pareto Chart for TCS d) Standarized Pareto Chart for Nap
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Fig. 3. Pareto chart of the main effects and related interactions. The vertical dashed line indicates the 95% confidence interval for a) E2, b) BP, c) TCS, and d) Nap.

Table 3
Analysis of variance for the suggested third-order Doehlert model.

Compound ρ-value REG/RE ρ-value LOF/PE R2 adjusted (%)

MP 0.01 0.07 74.12
EP <0.01 0.06 85.21
PP 0.02 0.05 37.63
BP 0.01 0.06 52.19
E1 0.02 0.25 55.06
E2 0.03 0.08 45.55
E3 0.04 0.32 33.14
EE2 0.04 0.60 39.75
AsA 0,03 0.35 68.11
Ibu 0.02 0.06 34.79
Nap <0.01 0.40 80.72
MAc 0.04 0.23 72.95
Dic 0.01 0.36 74.59
Ket < 0.01 0.69 85.68
TCS <0.01 0.67 77.68
BPA 0.01 0.69 74.70

REG: regression, RE: residual error, LOF: lack of fit, PE: pure error.
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Fig. 4. Response surface of global desirability for the simultaneous derivati-
zation of emerging contaminants.
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3.5. Analytical features of the method

The method was validated by determining the following analytical
features: sensitivity (calibration curve), linearity (R2), precision, limits
of detection and quantification (LOD and LOQ), recovery (%Re), en-
richment factor (%EF) and matrix effect (%ME) (Table 4). GC-MS
analysis was performed in SIM to improve the sensitivity and selectivity
of the determination.

Intraday (n=6) and interday (n=3) precision, expressed in terms
of the relative standard deviation (%RSD), were evaluated for each
compound using different extraction disks with a concentration level of
4 μg L−1 in a water sample. As shown in Table 4, the values were
consistently lower than 13 and 20%, respectively. The LODs and LOQs
ranged from 0.02 to 0.15 and 0.06–0.44 μg L−1, respectively, which
were achieved through the enrichment factor (EF%) implicit in RDSE.
Good absolute recoveries (> 74%) were found for most of the analytes
under study, particularly for the paraben family (MP, EP, PP, and BP),
less-polar hormones (E1, E2 and EE2), some anti-inflammatories (Ibu
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Table 4
Validation of the analytical method.

Analyte Sensitivity (L μg−1) Linearity (R2) LOD (μg L−1) LOQ (μg L−1) %Re % RSD %ME %EF

Intraday Interday

(n= 6) (n= 3)

MP 11039 0.9904 0.08 0.23 75 10 13 90 125
EP 5697.3 0.9960 0.07 0.20 74 11 12 83 124
PP 5450.7 0.9943 0.11 0.33 81 11 12 77 135
BP 9915.2 0.9949 0.04 0.11 97 12 16 74 162
E3 452.64 0.9968 0.07 0.21 38 9 16 51 63
E1 4642.4 0.9982 0.04 0.11 75 10 14 65 125
EE2 3066.7 0.9935 0.07 0.21 79 9 16 45 132
E2 4068.7 0.9929 0.04 0.11 80 13 15 48 134
AsA 17547 0.9994 0.03 0.10 11 7 16 61 18
Ket 340.95 0.9911 0.15 0.44 82 8 17 38 137
Nap 3150.1 0.9996 0.07 0.20 31 11 15 58 52
Ibu 2499.4 0.9966 0.03 0.08 75 10 15 74 125
MAc 1312.7 0.9965 0.09 0.27 30 11 14 74 50
Dic 1413.9 0.9898 0.04 0.12 33 11 20 33 55
TCS 4757.9 0.9971 0.07 0.21 44 10 16 54 73
BPA 6118.6 0.9989 0.02 0.06 94 10 18 61 157
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and Ket), and BPA. Lower absolute recoveries were obtained for com-
pounds such as AsA, E3, Nap, MAc, Dic and TCS (11–44%). It is im-
portant to point out that RDSE is an non-exhaustive extraction tech-
nology based on the partition equilibrium, similarly to other
microextraction techniques previously described (SPME, SBSE), which
means that after the extraction equilibrium has been achieved a sig-
nificant portion of the analytes usually remain in the water sample.
Taking this into account, absolute recoveries lower than 50% are
common in this type of techniques, allowing quantitation of the ana-
lytes in the sample by using matrix-matched calibration.

In this context, to compensate for matrix effects, the calibration
curve was obtained using spiked water samples at six concentration
levels (matrix-matched calibration). The matrix effect (%ME) was
measured in river water samples; values close to 100% indicated a low
matrix effect, and the opposite (close to 0%) reflected a high matrix
effect. For most of the compounds, a low matrix effect was observed;
however, greater matrix effects were determined for Dic (33%), Ket
(38%), EE2 (45%) and E2 (48%).

3.6. Real sample analysis

Different water samples (tap, river and well waters) were taken
from San Antonio, Chile to evaluate the applicability of the metho-
dology. In addition, effluent and influent samples were taken from a
wastewater treatment plant in the city of Santiago, Chile.

Table 5 summarizes the concentrations found in the waters studied.
In tap water, none of the analytes under study was detected. In well-1,
the presence of EP and AsA was detected, but the concentrations were
not quantified (< LOQ). In well-2 and river waters, it was possible to
quantify these two analytes, with concentrations not higher than 0.38
and 0.28 μg L−1, respectively. This is the first time that concentrations
of these compounds have been reported in these specific matrices. In
the effluent and influent samples, the same analytes were detected. In
addition, triclosan and naproxen were quantified in both kinds of wa-
ters, and ibuprofen was quantified in influent water. In these waters,
the maximum concentrations of CEs found were 3.1 and 4.2 μg L−1,
respectively.

Similar concentrations of AsA, Nap, Ibu and TCS have been found
[34–37] in North American, European and African countries. It should
be stressed that according to the results, the concentrations of emerging
contaminants in natural waters in the San Antonio region are lower
than the concentrations found in the wastewater effluent of the city of
Santiago, perhaps due to the effects of dilution and degradation of the
compounds or absorption in sediments, sludge, plants, fish or other
living organisms during their natural transport.

3.7. Comparison with other methodologies

These contaminants have been quantified in different regions of the
world in similar types of samples; however, different analytical
methods measuring each analyte family separately have been used.
Table 6 summarizes previous studies related to the determination of
these analytes. First, large volumes of derivatizing agent were used to
ensure the complete derivatization of all the analytes [38], which de-
monstrated poor repeatability (RSD 12–40%) due to the lack of catalyst

in the reaction. In contrast, it has been reported that the use of pure
derivatizing agents was sufficient to derivatize all analytes with good
repeatability (RSD 6–9%) [39]; however, the referenced work did not
involve hormones, which undergo the most steric hindrance in this type
of derivatization (silylation). Taking this into account, pyridine has
been used as a mediator of these reactions [40]; however, high sample
volumes and high extraction times were necessary for the use of SPE.
Alternatively, other methodologies have emerged that use two different
derivatization procedures [41,42] and two techniques (GC and LC) [4]
for a set of analytes, one for compounds with phenolic groups and
another for more acidic compounds, which causes the use of more de-
rivatizing agents and equipment and increased work times.

In the present study, the derivatization process was optimized, en-
suring the complete simultaneous derivatization of all 16 analytes in
different families of compounds; in addition, efficient extraction was
performed with RDSE for 60min and 3000 rpm, with analysis by GC-MS
in 25min and a method RSD between 6 and 13%.

Recently, other derivatization methodologies have been reported,
using reagents such as BCE-Cl [43] and ECF [44] with figures of merit
comparable with the ones reported in this study; however, these
methods have not been tested for a large group of analytes, and a high
volume of derivatizing agent is needed to complete the reaction.

Compared with liquid chromatography without derivatization
[9,45–47], significantly higher detection limits were obtained, in-
dicating that derivatization not only improves the volatility and
thermal stability of the analytes but also substantially increases the
detection sensitivity.

4. Conclusions

An efficient method has been proposed for the multiclass determi-
nation of emerging contaminants in water samples using the optimized
analytical strategy RDSE-derivatization-GC/MS. This study confirmed
that Oasis HLB, normally used in solid-phase extraction, can also be
used in rotating-disk sorptive extraction under an equilibrium-based
regime of extraction, achieving good extraction performance for com-
pounds of different polarities, such as the analytes considered here. In
general, compounds with lower polarities and solubility in water pre-
sented higher recovery percentages because of their good affinity for
the sorbent phase. The optimized methodology of derivatization with
MSTFA showed clear improvements with respect to other alternatives,
from the perspective of cost, time and eco-efficiency.

The application of the proposed method allows us to report, for first
time, the presence of some of these compounds (< 0.38 μg L−1) in well
and river Chilean waters, which leads us to consider the potential risks
of the consumption of these waters, knowing that compounds such as
parabens have been categorized as endocrine-disrupting compounds.
This multidetermination methodology for these compounds allowed us
to simultaneously evaluate not only analytes of different families (in
general, there is one methodology per family) but also different aqu-
eous matrices.

These results suggest that further studies should be conducted with
a more detailed sampling plan throughout the Maipo River, into which
the effluents of main wastewater treatment plants are discharged.

Table 5
Concentrations of CEs in the different water samples studied in μg L−1.

CEs Tap Well-1 Well-2 River Effluent Influent

EP < LOD < LOQ 0.24 ± 0.05 0.38 ± 0.03 0.43 ± 0.03 0.62 ± 0.03
PP < LOD < LOD < LOD < LOQ < LOQ < LOQ
AsA < LOD < LOQ 0.15 ± 0.05 0.28 ± 0.04 3.1 ± 1.1 3.4 ± 0.9
Nap < LOD < LOD < LOQ < LOQ 0.5 ± 0.2 4.16 ± 0.07
Ibu < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 1.13 ± 0.09
TCS < LOD < LOD < LOD < LOD 0.7 ± 0.2 1.02 ± 0.04
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A R T I C L E I N F O

Keywords:
Rotating-disk sorptive extraction (RDSE)
Clean-up
Urine
Derivatization
Sex hormones
Triclosan

A B S T R A C T

Different clean-up stages were coupled to rotating-disk sorptive extraction (RDSE) of testosterone, progesterone,
17β-estradiol and triclosan in urine samples prior to derivatization and detection by gas chromatography-mass
spectrometry (GC–MS). By using Oasis® HLB as the sorptive phase, extraction equilibrium was reached after
60 min at a disk rotation velocity of 2000 rpm.
The factors involved in sample preparation of the urine were comprehensively studied and implemented to

minimize matrix effects that were mainly produced by polar pigments in the urine. A 10-fold dilution of the
sample was necessary prior to RDSE, followed by a washing step of the sorptive phase with 10% (v/v) me-
thanolic solution and final selective desorption of the analytes with ethyl acetate. Derivatization of the analytes
was also studied in detail and implemented prior to GC–MS. The reaction was optimized in terms of derivatizing
agent consumption, time and temperature, achieving significant improvements in these factors.
Under the optimized conditions, the matrix effects decreased almost five-fold for all analytes, and the relative

recoveries were between 89 and 111% with detection limits in the range of 0.004–0.54 ng mL−1, whereas the
precision, expressed as relative standard deviation (RSD), was below 14%.
Analytes were determined in real samples in the presence and absence of enzymatic hydrolysis, assessing both

their free and total forms. The free triclosan concentration was only 10% of the total concentration found in the
same sample after hydrolysis. Estradiol and testosterone were quantified with high sensitivity at concentrations
between 0.11 and 10.45 and 0.20–21.23 ng mL−1, respectively. Progesterone was only quantified in a urine
sample from a woman during pregnancy.

1. Introduction

Sex hormones are related to a wide variety of biochemical processes
mainly concerning reproductive function and sexual development [1].
Progesterone (Prog) and 17β-estradiol (E2) are the principal female sex
hormones and they play an important role in pregnancy, fertility and
the menstrual cycle. Analogously, testosterone (Test) is the male sex
hormone associated with the production of sperm and the development
of physical characteristics. Alterations in these hormones are related to
various clinical conditions, such as a reduction in sexual impulse, in-
fertility, depression and decreased energy [2]. It has also been reported
that sex hormones are related to eating disorders [3], polycystic ovary
syndrome [4], circulating natriuretic peptide [5], benign prostatic hy-
perplasia [6], hypogonadism [7], breast cancer [8–11], laryngeal
cancer [12] and prostate cancer [2,13].

Traditionally, sex hormone testing is performed via serum, in which
the reference ranges are well established. In this case the sample col-
lection is relatively simple, although it includes an invasive method. In
addition, in some cases, it is not possible to distinguish between bound
and free hormones, which may result in misdiagnosis [14], and punc-
tual sampling is not entirely correct since the secretion of hormones is
pulsatile throughout the day. Additionally, it is possible to test sex
hormones and metabolites in urine to assess their concentrations. For
instance, a 24 h collection is frequently used and is the most reliable
way to assess the metabolism of steroid hormones [15,16] because
urine tests can measure the free and total hormones, reflecting the
amount that is bioavailable; moreover, there is the advantage in that
the collection of samples is not invasive. In addition, access to high
sample volumes allows the preconcentration of analytes, favoring the
analytical sensitivity of chemical methodologies. A hormonal profile in
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urine reflects not only endocrine disorders through the inadequate ac-
tion of the glands [17] but is also a measure for doping control in
athletes to establish possible ingestion of endogenous hormones [1,18].

There have been several studies in which specific alterations asso-
ciated with the metabolism and secretion of sex hormones are related to
the presence of organic pollutants, including polychlorinated biphenyls
[19], zearalenone [20], phthalates [21], acrylamide [22] and phenols,
parabens and triclocarban [23]. Other pollutants, such as triclosan
(TCS), which has been described as an endocrine-disrupting chemical,
could also affect the level of sex hormones in urine after continuous
exposure. To assess its eventual effects, it is first necessary to develop a
simultaneous analytical methodology, such as the one proposed in this
work, and then exposure to TCS and its effects on sex hormones could
be studied elsewhere.

The simultaneous determination of sex hormones by GC–MS re-
presents some drawbacks in terms of cost, time and ecoefficiency be-
cause it requires two methods of derivatization (one for keto groups and
another for hydroxy groups) [24,25]. An alternative proposed by some
authors is the use of a derivatizing mixture composed of one deriva-
tizing agent, a catalyst and a reducing agent for the determination of
sex hormones by the same reaction route [26–31]. Liquid chromato-
graphy coupled to mass spectrometry (LC-MS), mainly with MS/MS, is
another derivatization-free alternative for the determination of sex
hormones in urine [32–34]. However, in the case of estrogens, deri-
vatization reactions have been necessary to improve the sensitivity
[35,36]. A comparative study between LC-MS and GC–MS for the
analysis of estrogens and their metabolites in urine (both with deriva-
tization) shows that the limits of quantification by GC are 50 times
smaller, although LC is faster and less expensive [37].

Sample preparation prior to determination by the mentioned tech-
niques is conditioned by the complexity of each matrix under study.
When biological samples are analyzed, different interferences can affect
the quality of the results. Therefore, known methods of extraction, in-
cluding clean-up steps prior to or during the application of the meth-
odology should be implemented. For example, in solid-phase extraction
(SPE) of hormones from urine, some authors include a clean-up stage
with a methanolic solution to discard unwanted components of the
sample [38]. Other researchers have quantified estrogens in urine
samples by stir bar sorptive extraction (SBSE) using a sorbent of poly-
dimethylsiloxane (PDMS) and GC–MS [39], and they considered a di-
lution of approximately three times that of the urine sample in addition
to enzymatic hydrolysis prior to extraction to decrease matrix com-
plexity. Similarly, other authors used SBSE combined with HPLC-DAD
for the determination of estrogens and progestogens in urine matrices
[40]. They refer to the high complexity of the urine matrix; however,
studies of matrix effects were not executed in their research to com-
pensate for the low recoveries of some compounds.

Similar to SBSE, rotating-disk sorptive extraction (RDSE) is an
equilibrium-based microextraction technique that integrates extraction
and rotation in the same device [41,42]. An important advantage of
RDSE is its considerable cost savings because the que body of the Teflon
extraction device can be reused countless times, easily changing the
sorptive phase portion. In addition, the high rotation velocity of the
disk (2000–3000 rpm) in most RDSE applications together with the
high surface area to volume of the sorptive phase make this micro-
extraction technique highly efficient from a kinetic point of view.

Different strategies for quantification have been described in RDSE
applied to different kinds of liquid samples, such as wastewater [41],
drinking water [42], river water [24], leachates [43], animal plasma
[44] and urine [45,46]. Although matrix effects can be much higher in
urine, in previous RDSE applications, only dilution of the sample was
required because the pigments contained in the urine were not sig-
nificantly sorbed onto the nonpolar sorptive phases (e.g., C18). In
contrast, in more polar sorptive phases, such as Oasis® HLB, pigments
(mainly urobilin) are coextracted together with analytes, which can be
transferred to the final extract after elution. A detailed study of the

clean-up steps integrated into the RDSE process have been developed to
minimize the effects of urobilin interference in the measurement of sex
hormones (E2, Test and Prog) and TCS by GC–MS with preoptimized
derivatization.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Water from a Simplicity® Water Purification System, Millipore
(Darmstadt, Germany) was used throughout the experiment.
Testosterone (Test), 17β-estradiol (E2), progesterone (Prog) and triclosan
(TCS) were purchased from Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Germany). Testosterone-2,3,4-13C3 (Test-13C3) from Sigma-Aldrich
(Milwaukee, United States) and triclosan-2,3,5-D3 (TCS-D3) from Dr.
Ehrenstorfer GmbH were used as surrogate standards. The HPLC grade
solvents ethyl acetate (EtAcO), dichloromethane (DCM), methanol
(MeOH), acetonitrile (ACN), and acetic acid/sodium acetate buffer
(> 99% purity) were from Merck (Darmstadt, Germany). Standard stock
solutions of the analytes (10 mg L-1) were prepared separately in MeOH.
Multistandard solutions were prepared between 0.1 and 100 ng mL−1.
Nitrogen (99.995% purity) and helium (99.9999% purity) were pur-
chased from Linde (Santiago, Chile) and were used for final extract
evaporation and as the chromatographic carrier gas, respectively. Oasis®
HLB and PRiME HLB were obtained from Waters Corporation (Milford,
United States). N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA)
from Merck and iodotrimethylsilane (TMIS) and 1,4-dithioerythritol
(DTE) from Sigma-Aldrich were used for derivatization. β-Glucuronidase
from Helix pomatia type HP-2 aqueous solution, ≥100,000 units mL−1

from Sigma-Aldrich was used for enzymatic hydrolysis. The physico-
chemical properties of the analytes and solvents mentioned in the text
were provided by ChemIDplus by SRC, Inc.

2.2. Instruments

A Thermo Scientific TRACE 1300 gas chromatograph (Milan, Italy)
coupled to a Thermo Fisher Scientific ISQ (Austin, TX, United States)
mass-selective detector was used for GC–MS determinations. A Restek
(Bellefonte, United States) RTX-5MS (30 m × 0.25 mm i.d.; 0.25 μm
film thickness) was used as the chromatographic column. Two micro-
liters of sample extract were injected into the gas chromatograph using
an injector temperature of 250 °C in splitless mode. The column tem-
perature started at 75 °C (1 min) and then increased to 150 °C at a rate
of 20 °C min−1 (5 min) and to 300 °C at a rate of 10 °C min−1 (5 min).
Helium was used as the carrier gas at a flow rate of 1.0 mL min−1. The
solvent delay was 7 min. A dwell time of 0.2 s was used for each m/z
value. The MS transfer line and ion source were maintained at 250 °C
and 200 °C, respectively, and compound quantification was based in
selective ion monitoring (SIM) mode.

The vial containing the sample and the rotating disk was placed on
an MR 300 multimagnetic stirrer (Heidolph Instruments, Germany).
The pH values were measured with a Microprocessor 537A pH meter
(WTW, Germany). A KMC-1300 V (Vision Scientific Co., Ltd., Korea)
was used as the vortex mixer. Statistical software (Statgraphics
Centurion XV for Windows; Manugistics, United States) was used for
chemometric designs.

A Nicolet iS5 FTIR (Thermo Fisher Scientific) spectrometer
equipped with a KBr/Ge beam splitter, a high-performance deuterated
triglycine sulfate detector and a smart iTX-iD7 attenuated total re-
flectance (ATR) sampling accessory with diamond crystal was used for
infrared spectra measurements. It has the all-reflective optics that allow
the highest throughput possible without spectral range losses associated
with using focusing lenses or elements. The wavenumber range was
4,000 to 400 cm−1. A resolution of 4 cm−1 and 16 scans per sample
were used. OMNIC 8.0 software (Thermo Fisher Scientific) was used to
resolve the spectra.
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2.3. Rotating-disk sorptive extraction (RDSE)

The material of the disks used was Teflon, and they contained an
internal magnetic stirrer. The disk contains a cavity where 50 mg of
Oasis® HLB was added. The cavity was covered with a fiberglass filter
and sealed with a Teflon ring. Preconditioning of the sorptive phase in
the disk was performed with 5 mL of ethyl acetate, 5 mL of methanol
and 5 mL of water. A 2 mL aliquot of each urine sample was added to an
extraction vial, and 18 mL of deionized water (10 × dilution) was
added followed by manual stirring. The pH was adjusted to 5.8 with
acetate buffer. The extraction procedure is summarized in Table 1.

2.4. Derivatization

The derivatization mixture was previously prepared; 1000 µL of
MSTFA was added to 5 mg of DTE, and the mixture was mixed by
vortexing until the reducing agent dissolved. Then, 2 µL of TMIS was
added and manually homogenized, and the reagent was stored at 4 °C
until use. The multistandard or sample extract (after RDSE) was placed
in a vial and evaporated to dryness under a N2 stream. An aliquot of
50 µL of the derivatizing mixture consisting of MSTFA/DTE/TMIS and
50 µL of ethyl acetate was added to the dry vial and mixed on a vortex
for 5 min at room temperature. Then, the sample was transferred to a
vial insert and was ready to be analyzed by GC–MS. Different organic
solvents were studied as part of the derivatization reaction to reduce
the volume of the derivatizing mixture. In addition, the ratio of the
volume of solvent selected and the volume of derivatizing mixture was
tested.

2.5. Validation of the method

The analytical quality of the proposed methodology was verified
through figures of merit at 5 ng mL−1. Accuracy was expressed as a
function of recovery (%Re), precision was based on percent relative
standard deviation (%RSD, n = 6), sensitivity according to detection (3
times the σ blank signal) and quantification (10 times the σ blank
signal) limits and matrix effects when comparing the response of the
analytes in the organic solvent and the urine matrix. Linearity was
verified between 1 and 100 ng mL−1 in the urine matrix. The recoveries
(eq. (1)) and matrix effects (eq. (2)) were calculated according to the
following equations:

=Re(%) (A A )/AS4 S3 S2 (1)

=ME(%) (A A )/AS2 S3 S1 (2)

where each term corresponds to the relative area (A) of S1: multi-
standard solution of 5 ng mL−1 of each analyte; S2: urine extract ob-
tained using RDSE, which was enriched with 5 ng mL−1 analytes just
before injection; S3: extract obtained directly from a urine sample
(blank); and S4: extract obtained from a urine sample enriched with
5 ng mL−1 multistandard since the beginning of the extraction. Using
these equations, the recovery value obtained was free of any matrix
effects and vice versa.

2.6. Application to real urine samples: Determination of the free and total
(enzymatic hydrolysis) concentrations of the analytes

Urine samples from five healthy volunteers were collected in sterile
containers and stored at −20 °C. The samples were differentiated ac-
cording to age and sex, including a woman during pregnancy
(5 months), and the samples were taken from the first urine of the day.
Prior to analysis, the urine samples were centrifuged at 3500 rpm for
10 min, and in this way, all crystals and solids present were separated.
The samples were analyzed in triplicate, for the initial determination of
the free form of the analytes.

The same real samples were also analyzed considering the previous
step of enzymatic hydrolysis described above [47]. To 2 mL of urine
sample in the extraction vial, 2 mL of 1 mol L-1 sodium acetate/acetic
acid buffer (pH 5.2) was added. The solution was homogenized by
vortexing for 10 s, and then 20 µL (2000 U) of the enzyme β-glucur-
onidase was added and homogenized manually for a few seconds fol-
lowed by incubation at 37 °C for 24 h. After this time, the optimized
RDSE methodology was applied considering the same 10-fold dilution
of the sample. The real samples were quantified by matrix-matched
calibration using the urine of a child of 5 years old, which is practically
free of endogenous hormones. The urine sample was spiked before the
dilution involved in the method. All subjects were previously informed
about the procedure and the nature of the analytical study. All subjects
signed an informed consent form prior to any other action.

3. Results and discussion

3.1. Derivatization studies

Although the MSTFA/DTE/TMIS mixture has been used successfully
for the derivatization of some sex hormones in solvents [30], different
kinds of waters [48] and bovine serum [29], it has not been previously
tested for derivatization in urine samples. This is a silylation reaction
where the keto groups of Test and Prog are previously reduced to hy-
droxyl groups to later form the -Si(CH3)3 species at those positions.
TMIS acts as a catalyst and promotes reaction. The hormone E2 and, in
general, any hormone that does not have keto groups simply reacts with
MSTFA without any structural alterations.

First, using experimental conditions suggested in the literature for
the derivatization reagents (1000:2:5), an experimental design (2 k) was
made to evaluate the effects of temperature, time and volume of this
mixture on the derivatization. Similar to observations by other authors
[30], we found that the temperature and time have no significance on
the derivatization, verifying the strong derivatizing character of this
mixture. In addition, we found that the volume of the derivatizing
mixture had a significant effect on the reaction (see Fig. A1,
Supplementary Information).

The amount of each reagent in the derivatization mixture was not
studied since these reagents were previously optimized to the minimum
expression. However, to save on the cost and ecoefficiency of the
methodology, dilution of this mixture in different solvents was assessed.
As seen in Fig. 1, the use of the derivatizing mixture without dilution
(100%) is statistically equivalent to the result obtained when the mix-
ture was diluted (50%) with solvents such as EtAcO, ACN and DCM.
EtAcO was selected for dilution of the derivatizing mixture because of

Table 1
Experimental conditions associated with RDSE and sample clean-up.

Stage Experimental conditions

Extraction 20 mL of diluted urine at 2000 rpm for 60 min. The solution was discarded and the disk was washed with deionized water.
Washing 10 mL of 10% MeOH at 2000 rpm for 5 min. The solution was discarded and the disk was washed with deionized water.
Elution 10 mL of EtAcO at 2000 rpm for 20 min. The ethyl acetate extract was transferred to another vial and evaporated to dryness for derivatization and measurement by

GC–MS.
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its better compatibility with GC systems. DCM was discarded con-
sidering the higher dispersion of the results, and MeOH was also dis-
carded because it reacts with the derivatizing mixture. On the other
hand, some tests were carried out at different proportions of the deri-
vatizing mixture and EtAcO as the solvent, starting with 10:90 through
100:0 (Fig. 1, top). Fifty microliters of the derivatizing mixture and
50 µL of EtAcO represent the best relationship between high chroma-
tographic response and low volume of derivatizing mixture. Conse-
quently, the final conditions selected for derivatization were 50 μL of
MSTFA/DTE/TMIS and 50 μL of EtAcO at 25 °C for 5 min in a vortex.
The derivatization reaction was evaluated in the concentration range of
1–500 ng mL−1, obtaining a linear relationship with an R2 value
of > 0.995. The RSD (n = 6) was lower than 5% for the total analytes
in the study. Our proposed method represents a significant improve-
ment with respect to other studies reported in the literature due to the
reduction of the consumption of the derivatizing mixture used by 50%
[30,48] as well as the time and temperature used [29].

3.2. Gas chromatography-mass spectrometry studies

The chromatographic analysis shows separation of the analytes
under study in just 15 min. Table 2 shows the retention times and m/z
ions used in SIM mode for each analyte by GC–MS.

Fig. 2 shows the elution chromatogram of the compounds attributed
to the following products in order of elution: TCS-mono-TMS, E2-di-

TMS, Test-di-TMS and Prog-di-TMS. The O-TMS species in the figure
highlighted in red came from a hydroxyl group, while those marked in
blue were originally ketone groups. Likewise, due to possible double
bonds formation after enolization of the ketone group in Prog, two
products were formed by performing derivatization with MSTFA/DTE/
TMIS as observed previously [30]. Since it is not possible to favor one
product with respect to the other, under the same derivation protocol,
the same relation of the derived compounds was achieved at con-
centrations between 1 and 500 ng mL−1; therefore, for quantification,
the sum of the areas of all compounds was considered. Surrogate
standards TCS-D3 and Test-13C3 elute at the same retention times as
their homologs TCS and Test.

3.3. Rotating-disk sorptive extraction: Extraction, clean-up, and elution
studies

3.3.1. Sorbent phase and pH
RDSE is considered a versatile technique that has been applied to a

large number of analytes in different kinds of samples, mainly due to its
extraction device allowing the use of sorptive phases with different
polarities [24,41,49]. Considering the range of polarity of the analytes
under study (log Ko/w between 3.32 and 4.76) and their capability to
form hydrogen bonds, the lipophilic-hydrophilic Oasis® HLB sorptive
phase was selected. Recently, Oasis® HLB PRiME SPE has emerged as a
commercial sorptive phase for SPE, which, according to the manu-
facturer, has the advantages of the absence of conditioning stages as
well as improvement in the extractions through a decrease in the matrix
effect. Taking this into account, both phases (Oasis® HLB and HLB
PRiME) were compared for the extraction of E2, Test, Prog and TCS
through RDSE from urine samples, also considering the presence and
absence of preconditioning stages. Despite these expectations, the
Oasis® HLB phase resulted in better results for this set of analytes, and
independent of the sorbent phase used, preconditioning of the phase
was mandatory (see Fig. A2, Supplementary Information). Conse-
quently, Oasis® HLB was selected for use in this RDSE application.

A pH study was carried out considering the acid-base properties of
both the phase and analytes of interest. The best analytical responses
were found at pH values between 6 and 8 (see Fig. A3, Supplementary
Information), which is consistent with similar studies done previously
for this sorbent phase [42].

3.3.2. Dilution of the sample
The analysis of complex matrices such as urine requires a detailed
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Fig. 1. Effect of the presence and volume of organic solvent on the derivati-
zation of TCS, E2, Test and Prog.

Table 2
GC–MS data.

Analyte Retention time (min) Target ion
m/z value

Qualifier ion
m/z values

TCS 7.94 345 347, 360
TCS-D3 7.94 350 365
E2 11.66 416 285
Test 11.69 432 433
Test-13C3 11.69 435 436
Prog 13.52–13.64 458 443

Fig. 2. GC–MS chromatograms of the derivatized analytes in TIC mode (top)
and SIM mode for each analyte (m/z 345, 416, 432 and 458 for TCS, E2, Test
and Prog, respectively).
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study of all experimental conditions. Therefore, a complete study of all
the sample preparation steps, such as dilution, extraction, clean-up and
desorption, was necessary. First, several authors have suggested that
dilution of the urine sample up to 20-fold could improve selectivity in
different extraction techniques [46,50,51]. The effect of the dilution
factor on the response of the present method is shown in Fig. 3. A po-
sitive effect was observed for the responses with increasing dilution of
the sample. The effects were no longer significant between dilutions of
10 and 20-fold. Consequently, a 10-fold dilution was considered for the
extraction process for a higher preconcentration factor.

3.3.3. Washing step
It should be stressed that even after diluting the urine sample, the

method provided low recovery and high matrix effects (approximately
20% and 70%, respectively), mainly due to interferences present in the
intense yellow color observed in the final extract. Consequently, the
application of a clean-up stage was evaluated to avoid interference from
the pigments present in urine, such as urobilin, which are coextracted
together with the analytes by HLB on RDSE. Urobilin shows similar
behavior to the analytes under study; its molecular mass does not ex-
ceed 600 g mol−1, which allows it to easily cross the boundary layer in
RDSE, and its high polarity (log Ko/w 1.36) allows easy sorption onto
the hydrophilic part of the sorbent phase. The use of diluted MeOH
(between 20 and 40% in water) has been reported previously [52,53]
for clean-up of the extracts in the determination of estrogens from urine
because this polar mixture only provides desorption of the pigments. In
this study, the use of between 5 and 40% MeOH was studied to desorb
interferences from the sorptive phase in the disk prior to desorption of
the analytes. Fig. 4 shows that the use of 5 and 10%MeOH improves the
response associated with each analyte with respect to extraction
without clean-up. In addition, considering that this washing step re-
moved part of the sorbed interferences, the final extract became almost
colorless. At higher concentrations of MeOH (over 20%), the signals
begin to decay due to concomitant desorption of the analytes. Extrac-
tion with 10% MeOH for 5 min at 2000 rpm was selected as the clean-
up stage.

3.3.4. Selective elution
After the clean-up with 10% MeOH, part of the pigments remained

sorbed onto the disk together with the analytes; consequently, to obtain
clean extracts, the selected desorption sorbent should remove only the
analytes without desorption of the remaining pigments on the disk.
Desorption of the analytes was studied using different solvents: DCM,
MeOH, ACN and EtAcO. Using EtAcO as the desorption solvent, a
higher response of all analytes (see Fig. A4, Supplementary
Information) was obtained. In addition, it was noted that after this, an
intense yellow color remained in the filter on the disk, and the final

extract became colorless. EtAcO has the lowest polarity of the solvents
tested (dielectric constant (ε) of 6.2), which allowed it to more selec-
tively desorb the analytes without interacting with the polar inter-
ferences remaining on the phase, obtaining colorless extracts.

Fig. 5-A (left side) shows the comparative results for absolute re-
covery and matrix effects regarding the three optimized steps: sample
dilution, washing with diluted methanol and elution solvent. The first
section (C0) reflects the results obtained by applying the RDSE tech-
nique without considering sample clean-up or sample dilution and
using MeOH as the desorption solvent, as is typical in other RDSE ap-
plications [24,41,42]. Under these conditions, it is only possible to
extract a maximum of 8% of the analytes; in addition there is a highly
negative matrix effect of approximately 90%. By including the different
stages studied (C1, C2 and C3), it can be observed that in parallel, the
recoveries increase and the matrix effects of each analyte decrease. In
the last step (C3), absolute recoveries reach between 46 and 57% and
negative matrix effects are between 15 and 22%. In the top of Fig. 5-A,
it can be observed how the color intensity in the final extract decreases
as the different clean-up stages are applied, starting with a deep orange
to a light yellow, almost colorless. Dirty extracts in GC–MS complex
matrices can suppress ionization of the analytes [54] or affect the in-
jection process of the sample [55].

Steps C2 and C3 only vary in the solvent used for elution. A com-
parison between the use of MeOH (C2) and EtAcO (C3) was followed by
obtaining the infrared (IR) spectrum of the surface of the disk (Fig. 5-B
or right side). In the surface of the disk eluted with EtAcO (IR spectrum
in red), double signals at approximately 1634 and 1584 cm−1, parti-
cular to C = O and C = N stretching, are observed in addition to the
wide signal at approximately 3273 cm−1 that is particular to O–H
stretching. These signals coincide with those expected for urobilin. The
absence of these signals on the surface of the disk eluted with MeOH
(blue IR spectrum) is because urobilin was eluted together with ana-
lytes, transferring the yellow color to the final extract.

3.3.5. Hydrodynamic variables in RDSE
After optimizing all the clean-up steps, a study of the hydrodynamic

variables associated with RDSE was necessary to find the optimal
conditions of extraction. Through an experimental design based on a
Doehlert [56], the matrix was constructed with coded and real values
(see Table A1, Supplementary Information) to evaluate the effects of
three factors simultaneously: volume of the diluted sample, rotation
velocity of the disk, and extraction time. Fig. 6 shows the response
surface diagram, which indicates the following optimal conditions:
2000 rpm, 60 min and 20 mL of diluted sample (2 mL of urine and
18 mL of water) for rotation velocity, extraction time and sample
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volume, respectively. The overall desirability function for the total
number of analytes was 0.8965.

3.4. Figures of merit of the method

Table 3 shows the figures of merit of the method. The accuracy is
expressed as a function of the relative recovery (based on TCS-D3 and
Test-13C3) and the precision according to the relative standard devia-
tion (% RSD). RDSE is based on a partition equilibrium; therefore,

surrogate standards were used to show the efficiency of the method,
obtaining relative recoveries between 89 and 111%. The linear equa-
tion for each analyte was built in the urine matrix, and the linearity (R2)
was> 0.959, which is considered satisfactory according to the matrix
under study. Except for Prog, the limits of detection (LOD) and quan-
tification (LOQ) showed consistent results, considering that these ana-
lytes are usually present in concentrations higher than these limit va-
lues. The negative matrix effect between −14 and −22% indicates that
there is little suppression of the response of each analyte, and it could
be ensured that this remnant found is more possibly due to inhibition of
the ionization capacity of the analytes in the gas phase and not due to a
possible blockage occurring at the injection port by the sample.

Comparison with previously reported methods by SBSE applied to
sex hormones in urine samples denoted that the proposed method is
more rapid with an extraction time of 60 min compared with 2–4 h to
reach equilibrium in SBSE [40], which mainly occurred because the stir
bar does not exceed 750 rpm. Regarding detection limits, the lowest
reported limits were 0.03 [39], 0.18 and 0.12 ng mL−1 [57] for E2, Test
and Prog, respectively, which are higher than those reported in this
work (except for Prog). The recoveries previously found by SBSE were
11.1 [40], 21.2 and 49.5% [57] for E2, Test and Prog, respectively,
which were considerably lower than those reported in this method. The
lower recoveries reported in these studies are since only dilution of the
sample was considered to decrease the complexity of the matrix.

In the case of extraction of TCS from urine by SBSE, the reported
extraction time was 90 min [58]. The lowest detection limit previously
reported was 0.05 ng mL−1, which is slightly higher than that reported
in this study. In this same work, as in our case, they found a high ratio
of conjugation for TCS metabolites in urine samples, from 86.8 to
96.4% [59].

Fig. 5. A. Effect of clean-up stages on the recovery and matrix effects. [C0: Without dilution and without clean-up; C1: with urine dilution (10 × ) and without clean-
up; C2: with urine dilution (10 × ) +MeOH (10%) for clean-up; and C3: with urine dilution (10 × ) +MeOH (10%) for clean-up + EtAcO elution. Note: C0, C1 and
C2 were eluted with MeOH] B. Infrared spectra of the surface of the rotating disk after the desorption stage with MeOH (blue) and EtAcO (red).
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Table 3
Figures of merit of the method.

Analyte Sensitivity
(mL ng−1)

Linearity (R2) LOD (ng mL−1) LOQ (ng mL−1) % Re
(relative)

% RSD (n = 6) % ME

TCS 0.0152 0.993 0.04 0.14 111 9 −21
E2 0.0383 0.969 0.01 0.04 96 7 −15
Test 0.0456 0.979 0.004 0.01 99 11 −14
Prog 0.0044 0.959 0.54 1.77 89 14 −22
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3.5. Real sample analysis

To assess the applications of the methodology, urine samples from
healthy persons of different ages and sexes, including a woman during
pregnancy, were analyzed. In addition, enzymatic hydrolysis was al-
ternatively applied to quantify the free and total concentrations of the
analytes. Without enzymatic hydrolysis, it was only possible to quantify
TCS in the man>50 years of age, E2 in the women samples, Test in the
men samples and in woman<35 years of age, and Prog in the woman
who was pregnant. The use of enzymatic hydrolysis considerably in-
creased the concentration of the analytes in the urine, which is con-
sistent with the fact that these compounds are generally excreted in the
urine in the form of their more polar metabolites. This expected result
for sex hormones was also found for TCS (an O-glucuronide metabo-
lite), which was similar to that previously found for methylparaben
using the same route for enzymatic deconjugation [47]. For the
man>50 years of age, the ratio of the conjugate of TCS in human urine
samples was 90%. E2 and Test were found to be approximately 5- and
40-fold more concentrated in their total form, respectively. Normally,
Prog increases to levels up to 100 times in women during pregnancy;
therefore, Prog could be quantified in this sample, which could not be
done in the samples from the other individuals in the study due to the
lower sensitivity found for this hormone in the proposed methodology
(Table 4).

Saliva testing is other noninvasive alternative for the determination
of hormones. Consequently, we will investigate the application of RDSE
in the preparation of this kind of sample.

4. Conclusions

The proposed method allowed the determination of sex hormones
and TCS in urine samples using RDSE with integrated clean-up, deri-
vatization, and GC–MS quantitation. Regarding derivatization, the ex-
perimental conditions were significantly improved by reducing the
consumption of the derivatizing mixture by 50% and avoiding the ty-
pical use of timer-controlled heating systems, thus achieving a more
ecoefficient method than those already proposed according to the
premises of green chemistry. The clean-up strategy integrated with
RDSE included dilution of the sample (10-fold), washing of the disk
with 10% methanolic solution after extraction and desorption of the
analytes with ethyl acetate. This improved method considerably re-
duces the matrix effects exerted by the presence of pigments such as
urobilin in urine

Total TCS was successfully quantified in almost all urine samples in
the range of 0.44–2.32 ng mL−1, which continues to be a warning
signal for the Chilean population considering that this compound has
suggested characteristics as an endocrine-disrupting chemical.
Furthermore, the ability of this compound to be secreted in urine as a

metabolite has been demonstrated; therefore, many of the already re-
ported concentrations of contaminants in biological fluids could be
higher.

E2 and Test were quantified with high sensitivity using the proposed
technique at concentrations between 0.11 and 10.45 and between 0.20
and 21.23 ng mL−1, respectively. However, determination of proges-
terone by this route is not entirely satisfactory due to the low sensitivity
obtained by GC–MS. Progesterone was only quantified in a woman
during pregnancy (4.82 and 11.92 ng mL−1 in free and total form,
respectively).

It is recommended to apply this method elsewhere to study the ef-
fects of triclosan exposure on the relative concentration level of sex
hormones.
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