
        ANALISYC II 



OBJETIVOS (7) 

OBJETIVOS GLOBALES DEL PROYECTO EN LOS ACTUARA LA UNED 

Objetivo 1: Toxicidad  

Objetivo 4: Adulteración 

 

Objetivo  1 y 2 

Síntesis y caracterización de MIPs que cubran un espectro de analitos de una misma 

familia de contaminantes tales como estrógenos (estriol, estrona, β-estradiol y 

etinilestradiol) y colorantes azoicos (Sudán I-IV y Para Red).  

Puesta a punto de la metodología MISPE para la extracción de contaminantes en aguas 

potables y en alimentos. 

Objetivo 3  

Aplicación de la metodología MISPE desarrollada para la determinación de los 

contaminantes objeto de estudio en muestras de aguas potables y alimentos (salsas 

comerciales de tomate), empleando la técnica de análisis HPLC-DAD,  HPLC-

Fluorescencia y/o HPLC-MS. 

Objetivo 4 y 5  

Puesta a punto de la metodología MSPD y MSPD-MISPE para la extracción de 

contaminantes en aguas potables y en alimentos (salsas comerciales de tomate). 



Previsión de resultados verificables a medio plazo  

(18 meses) 

 

Separación cromatográfica de los colorantes  

azoicos (Sudán I-IV y Para Red) 

Desarrollo de un sistema de extracción  

basado en la metodología MSPD para la extracción de  

Sudán I-IV y Para Red en salsas de tomate, ketchup, curry, etc.. 

2. 

3. 

Síntesis, caracterización y evaluación analítica de MIPs 

selectivos para la determinación de colorantes  

4. 

1. 

Síntesis de los polímeros de impronta molecular para los 

estrógenos objeto de estudio 



1. Síntesis de los polímeros de impronta molecular para los 

estrógenos objeto de estudio 

 
Analito plantilla        ESTRÓGENOS  
 

 

Monómero funcional              MAA  
 

 

Disolvente                  PORÓGENO   
 

 

Entrecruzante                      EDMA  
 

 

Iniciador                               AIBN  
 

ESTUDIOS ANTERIORES:  

SÍNTESIS DEL POLÍMERO IMPRESO  

ü Vía no covalente   
hȊ 365 nm, 4ÜC  - 60ºC 16 h   

ü Polimerización en 
bloque                        

ü REACTIVOS   

β-estradiol 

 

Dietiletilbestrol (DES) 

 

Etinilestradiol (EE2) 

 

ü Extracción MW  ü Detección HPLC -  FL 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/99/Ethylene_glycol_dimethacrylate.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/36/Methacrylic_acid.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Diethylstilbestrol.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Estradiol.svg


CARACTERIZACIÓN DEL MIP  

1- Ensayos de adsorción en discontinuo  

2- Ensayos de adsorción en continuo  

Célula  
flujo  

Válvula  
inyección  

Microcolumna  

Válvula  
de paso  

Bomba  
peristáltica  

Eluyente  

Sol. portadora  

Desecho 

Microcolumna 
Espectrofluorímetro 

Célula de 
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Válvula de 

inyección 
Bomba 
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portadora 



OPTIMIZACIÓN DE VARIABLES  

SISTEMA  
FIA 
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Polímero impreso  

Polímero no impreso  

lexc = 281 nm 
lem = 305 nm 
Tamaño partícula: 50 - 100 mm 

Solución portadora: H2O/ACN, 
97.5/2.5  
Eluyente:  H2O/ACN, 50/50 
Volumen de muestra:  500 mL 

Flujo: 0.35 mL min-1 



MIP 

Eluato 

HPLC 

Eluyente 

 

   H2O/ACN (50/50) 
 

   MeOH / ACN (65/35)    
 

   MeOH / ACN (90/10) 
 

Flujo 
 

   1.5 mL min-1 
 

LAVADO

DIS. 1 

ANALITO 

MISPE en continuo 

ELUCIÓN

DIS. 2 

CARGA 
MUESTRA  

100% B-estradiol 

100% DES  

3- MISPE  

100% EE2  



ESTUDIOS EN DESARROLLO:  

MISPE - POLÍMERO DE IMPRONTA MULTIPLE  

PARA ESTRÓGENOS  

MIP-Multiple 

Eluato 

HPLC 

MeOH AcH H2O 

MIP-DES 

MIP-B-Estradiol 

MIP-EES 

DES 

Bestradiol 

EES 

1- Caracterización on-line 

2- Cartucho SPE 



β-estradiol 

 

             Dietiletilbestrol (DES)    Dienestrol (DEN) 

 

Etinilestradiol (EE2) 

 

 

 

 

ELIMINACIÓN DE ESTRÓGENOS 

PRESENTES EN AGUAS 

MEDIANTE ADSORCIÓN EN 

COPOLÍMEROS DE ÁCIDO 

METACRÍLICO Y 

ETILENGLICOLDIMETACRILATO  

MIP   Č   NIP  

Polímero Ratio 
EDMA/MAA 

(mol) 

Iniciación 

P1 2/1 60ºC 

P2 4/1 60ºC 

P3 8/1 60ºC 

P4 2/1 UV 

P5 4/1 UV 

P6 8/1 UV 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Diethylstilbestrol.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Estradiol.svg


ESTUDIOS PREVIOS DE ADSORCIÓN EN 

DISCONTINUO  

Efecto del tiempo de contacto 

Tiempo (h): 0.5, 2, 4, 16, 30 

Cant. Polímero: 0.2 mg/mL dis. 

Conc. Estrógenos: 2 µg mL-1  
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DEN 

P1 P2 P3 P4 P5 P6

teq: 16 h  



ESTUDIOS PREVIOS DE ADSORCIÓN EN 

DISCONTINUO  

Efecto del tiempo de contacto 

Tiempo (h): 0.5, 2, 4, 16, 30 

Cant. Polímero: 0.2 mg/mL dis. 

Conc. Estrógenos: 2 µg mL-1  

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25 30

%
 A

d
s
o

rb
id

o
 

Time (h) 

E2 

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25 30

%
 A

d
s
o

rb
id

o
 

Time (h) 

EE2 

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25 30

%
 A

d
s
o

rb
e
d

 

Time (h) 

DEN 

P1 P2 P3 P4 P5 P6

teq: 16 h  

Polímero Ratio 
EDMA/MAA 

(mol) 

Iniciación 

P1 2/1 60ºC 

P2 4/1 60ºC 

P3 8/1 60ºC 

P4 2/1 UV 

P5 4/1 UV 

P6 8/1 UV 
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Efecto de la dosis de polímero 

Polímero:  P3 

Tiempo (h): 16  

E S T U D I O S  P R E V I O S  D E  

A D S O R C I Ó N  E N  D I S C O N T I N U O  

0.4 mg P3 / mL dis. 



I S O T E R M A S  D E  A D S O R C I Ó N  

Compuesto 

Langmuir Freundlich 

 

    

R2 

 

 

     

R2 

 

E2 0.0069 0.0300 0.9980 0.0071 0.8788 0.9874 

EE2 0.0077 0.0241 0.9986 0.0079 0.9036 0.9779 

DEN 0.0078 0.0270 0.9978 0.0081 0.9092 0.9859 

mq lK fK n

Polímero:  P3 

Dosis polímero: 0.4 mg mL-1 

Tiempo (h): 16  

[Estrógenos]: 0.1-10 µg mL-1 



Porosimetría mediante adsorción- desorción de 

nitrógeno 

CARACTERIZACIÓN  

 MORFOLÓGICA  

Características texturales 

 polímero P3 

Área superficial                    SBET  (m
2 g-1) 400 

Volumen microporos          VHK (cm3 g-1) 0.156 

Volumen mesoporos          VBJH (cm3 g-1) 0.998 

Diámetro de microporos         dHK  (Å) 9 

Diámetro de mesoporos          dBJH  (Å) 130 

 

  IUPAC 
Macroporos   > 50 nm 
 

Mesoporos    2-50 nm 
 

Microporos    < 2 nm 

      

 

 POLÍMERO 

MESOPOROSO 



E S T U D I O S  D E  A D S O R C I Ó N  

E N  C O N T I N U O  

Curvas de ruptura 

Flujo 
 

  8 mL min-1 
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pH  4 - 9 



Tipo de  

agua 

 
Capacidad de adsorción hasta  punto de 

ruptura (mg g-1) 
 

E2 EE2 DEN 

Milli -Q 28.5 38 69.7 

Grifo 25.3 34.8 60.2 

Río 22.8 31.7 50.7 

•Se han sintetizado distintos copolímeros de ácido metacrílico (MAA) y 

etilenglicoldimetacrilato (EDMA), evaluándose su capacidad de adsorción de 

estrógenos. El polímero que proporcionó la mayor adsorción fue empleado 

para la eliminación de estrógenos en aguas de río y grifo enriquecidas 

mediante  experimentos en continuo a través de microcolumna, 

obteniéndose una elevada capacidad de eliminación para los tres 

estrógenos estudiados (β-estradiol, etinilestradiol y dienestrol).  



Previsión de resultados verificables a medio plazo  

(18 meses) 

 

Separación cromatográfica de los colorantes  

azoicos (Sudán I-IV y Para Red) 

Desarrollo de un sistema de extracción  

basado en la metodología MSPD para la extracción de  

Sudán I-IV y Para Red en salsas de tomate, ketchup, curry, etc.. 

2. 

3. 

Síntesis, caracterización y evaluación analítica de MIPs 

selectivos para la determinación de colorantes  

4. 



GRACIAS POR SU ATENCIÓN 


