
ACTUALIDAD ANALÍTICA  

 

Actualidad Analítica 90 (2025)   https://doi.org/10.69856/AA.2025.328532 Página 19 

Abstract 
 
Este trabajo examina el uso de la extracción en fase 
sólida en línea (SPE en línea) como una técnica 
automatizada e innovadora para el análisis 
enantioselectivo de contaminantes emergentes quirales. 
Para ello, se destacan dos estudios de caso: el primero 
enfocado en el análisis de antibióticos fluoroquinolonas 
quirales en aguas residuales y superficiales y, el 
segundo, en la determinación de fármacos 
antidepresivos y β-bloqueantes quirales en aguas 
residuales, ambos mediante cromatografía de líquidos 
acoplada a espectrometría de masas en tándem con 
ionización por electrospray (LC-ESI-MS/MS). Los 
resultados demuestran que la SPE en línea ofrece alta 
eficiencia en la preconcentración de analitos, 
simplificando y automatizando el tratamiento de 
muestras. Comparada con métodos convencionales, 
mantiene una excelente enantioresolución, sensibilidad 
y reproducibilidad. Además, su simplicidad y 
compatibilidad con técnicas cromatográficas acopladas 
a sistemas de detección avanzados confirman su 
potencial como una alternativa automática y eficaz para 
el análisis enantioselectivo medioambiental. 
 
1. Introducción 

 
Los contaminantes emergentes son sustancias químicas 
que no estaban reguladas anteriormente ni se 
monitoreaban de forma rutinaria en el medioambiente, 
pero que hoy se reconocen como una posible amenaza 
creciente para el medioambiente y la salud humana. 
Entre ellos podemos encontrar fármacos, productos de 
cuidado personal, microplásticos o compuestos 
perfluorados, entre otros.  
 
Tras su uso, estas sustancias pueden llegar a las 
estaciones depuradoras de aguas residuales a través del 
sistema del alcantarillado. Los tratamientos actuales 
empleados en la depuración de aguas no se centran en 
este tipo de contaminantes, lo que se traduce 
habitualmente en una degradación incompleta. 
Posteriormente, las aguas efluentes se vierten a las 
aguas superficiales, contaminando así el 
medioambiente. Por ello es esencial la monitorización de 
contaminantes emergentes en las aguas residuales, al 
ser éstas unas de las principales fuentes de 
contaminación ambiental. Además, la epidemiología 
basada en aguas residuales es una herramienta 
poderosa y emergente en salud pública que consiste en 

analizar las aguas residuales para detectar la presencia 
de sustancias químicas, patógenos o marcadores 
genéticos que reflejan el estado de salud de una 
población. 
 
Los compuestos quirales son moléculas especulares con 
al menos un centro quiral, asimétrico o estereogénico 
que está unido a diferentes átomos o grupos. Una 
sustancia química quiral consiste en al menos un par de 
enantiómeros o isómeros ópticos que giran el plano de 
la luz polarizada en direcciones opuestas, pero que 
presentan las mismas propiedades físicas y químicas. 
Muchos contaminantes orgánicos ambientales 
(fármacos, pesticidas, retardantes de llama bromados, 
bifenilos policlorados, etc.) son compuestos quirales 
producidos en su forma racémica [1]. La quiralidad tiene 
un impacto en el medioambiente porque, aunque los 
procesos ambientales, físicos y químicos afectan a 
ambos enantiómeros de la misma manera, pueden 
interactuar de forma diferente con otras moléculas 
quirales (proteínas, enzimas o receptores), lo que a su 
vez puede dar lugar a diferentes comportamientos 
biológicos y toxicológicos [2]. Por lo tanto, sus 
diferencias en la biodegradación, transformación o 
acumulación en el medioambiente deben considerarse 
para evaluar de manera correcta los riesgos para la 
salud, ya que cada enantiómero puede afectar a los 
organismos vivos de forma diferente. Por ello, su 
determinación enantioselectiva es un requisito 
fundamental. 
 
Las técnicas de extracción empleadas previamente para 
el análisis de contaminantes quirales de muestras 
medioambientales han sido la extracción en fase sólida 
(SPE), la microextracción empleando disolventes 
supramoleculares, la extracción líquido-líquido y la 
extracción en fase sólida magnética [3]. 
 
La mayoría de los métodos analíticos descritos para la 
determinación de contaminantes quirales en muestras 
medioambientales se basan en la cromatografía de 
líquidos [4] y en la cromatografía de gases [5], 
comúnmente acopladas a espectrometría de masas 
debido a la alta selectividad y sensibilidad que 
proporciona [6]. Otras técnicas analíticas empleadas son 
la cromatografía de fluidos supercríticos, la 
electroforesis capilar y la cromatografía 
multidimensional [3].  
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Un aspecto clave en la determinación individualizada de 
los enantiómeros es su correcta separación, la cual se 
lleva a cabo utilizando un selector quiral. El selector 
puede añadirse a la fase móvil cromatográfica o al 
electrolito de fondo en electroforesis capilar, o 
encontrarse recubriendo, o inmovilizado, en la 
superficie de un soporte sólido (fases estacionarias 
quirales) en los llamados métodos directos [3]. También 
se pueden emplear métodos indirectos que utilizan 
agentes de derivatización enantioméricamente puros 
[6]. Los selectores quirales inmovilizados descritos 
incluyen ciclodextrinas y sus derivados, derivados de 
polisacáridos, proteínas, antibióticos, ligandos quirales, 
alcaloides de quina y derivados de aminoácidos, así 
como polímeros de impresión molecular [7]. 
 
En los últimos años han aparecido nuevas alternativas 
en el tratamiento de muestra, como la extracción en fase 
sólida en línea con la cromatografía de líquidos (online 
SPE-LC), pero hasta la fecha ha sido escasamente 
empleada en análisis enantioméricos. 
 
2. Fundamentos de la extracción en fase sólida en 
línea con cromatografía de líquidos 

 
La SPE en línea es una técnica que combina el proceso de 
tratamiento de muestras líquidas con su separación y 
análisis, generalmente mediante cromatografía de 
líquidos acoplada a espectrometría de masas, 
permitiendo aislar y preconcentrar los analitos de 
matrices complejas como son las aguas residuales. 
Algunos autores ya han señalado la idoneidad y los 
beneficios de su uso con contaminantes emergentes en 
aguas residuales [8-11]. 
 
En esta técnica, los cartuchos de SPE se disponen antes 
de la columna cromatográfica, programando todo el 
proceso de extracción como parte del método 
cromatográfico. La muestra se carga en los cartuchos, 
donde los analitos son retenidos, mientras que 
compuestos de la matriz que podrían generar 
interferencias son eliminados. Los compuestos 
retenidos son eluidos hasta la columna analítica para su 
separación y posterior detección. Antes de cargar una 
nueva muestra, los cartuchos se someten a una etapa de 
limpieza y acondicionamiento. 
 
El sistema para la SPE en línea consta de un bucle de 
inyección, una válvula conmutadora de dos posiciones y 
10 puertos y una bomba cuaternaria. La válvula 
conmutadora permite trabajar simultáneamente con 
dos cartuchos de SPE, uno en modo de carga y el otro en 
modo de elución (Fig. 1). En el modo de carga, la muestra 
es arrastrada hacia el cartucho. En el modo de elución, 
los analitos retenidos son arrastrados hacia la columna 
analítica por los mismos disolventes que actúan de fase 
móvil en la separación cromatográfica. 
 
Inicialmente, la muestra se carga en el bucle, desde 
donde es arrastrada por el disolvente de carga hacia uno 
de los cartuchos de SPE, donde los analitos son 

retenidos. Durante ese proceso por el otro cartucho 
circula la fase móvil. Tras la carga de la muestra, se activa 
la válvula conmutadora y el primer cartucho cambia al 
modo de elución, permitiendo que la fase móvil 
transporte los analitos retenidos a la columna analítica. 
Mientras la muestra está siendo eluida, el otro cartucho, 
es lavado y acondicionado para poder ser utilizado para 
la siguiente muestra.  
 

Fig. 1. Esquema de la SPE en línea-LC-MS/MS. 
 
 
Las variables comúnmente optimizadas para esta 
técnica son el tipo de cartucho de SPE (material de 
relleno y dimensiones) que dependerá de las 
propiedades fisicoquímicas de los analitos a determinar, 
el volumen de carga de muestra, los disolventes de 
acondicionamiento de los cartuchos de SPE, entre los 
que se incluye el pH del disolvente de carga de la 
muestra y los disolventes de limpieza de los cartuchos. 
Otras variables a optimizar pueden ser la duración y 
flujo de carga de la muestra. 
 
La SPE automatizada en línea se ha revelado como una 
prometedora técnica de tratamiento de muestras para el 
análisis de trazas de productos farmacéuticos en 
muestras ambientales líquidas. Permite procesar 
muestras en poco tiempo; minimizar la pérdida de 
analitos que puede producirse en tratamientos de 
muestras de varios pasos; reducir la intensidad de 
trabajo en comparación con las técnicas de tratamiento 
offline de muestras, que suelen requerir mayor 
manipulación por etapas de evaporación y 
reconstitución [12]; y mejorar la seguridad del analista. 
Además, permite reducir el consumo de disolvente, el 
volumen de muestra necesario, la generación de 
residuos plásticos y el coste del análisis, ya que los 
cartuchos son reutilizables, en comparación con la SPE 
offline [13]. No obstante, hasta la fecha solo se han 
descrito unos pocos métodos que empleen SPE en línea 
con LC-MS/MS para la determinación de contaminantes 
emergentes en muestras de aguas ambiental [14,15]. Sin 
embargo, casi ninguno de ellos incluye la determinación 
enantioselectiva de compuestos quirales. La Fig. 2 
muestra el procedimiento genérico de la SPE en línea. 
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Fig. 2. Esquema genérico de la metodología analítica 
para la determinación enantioselectiva de analitos en 
matrices acuosas mediante SPE en línea-LC-MS/MS. 
 
3. Determinación enantioselectiva de antibióticos 
fluoroquinolonas quirales en aguas residuales y 
superficiales basada en SPE en línea con LC-MS/MS 
 
Cada vez preocupa más el uso excesivo y abusivo de los 
antibióticos. Estas prácticas están provocando un 
aumento de la resistencia a los antibióticos, lo que pone 
en peligro el tratamiento de las enfermedades 
infecciosas más comunes [16]. Las fluoroquinolonas han 
sido incluidas en la lista de antibióticos de importancia 
crítica por la Organización Mundial de la Salud [17]. La 
ciprofloxacina ha sido incluida en la 3ª [18] y la 
ofloxacina ha sido incluida en la 4ª [19] y 5ª [20] listas 
de vigilancia de sustancias para el seguimiento a escala 
de la Unión Europea en el ámbito de la política de aguas. 
 
En este estudio se aplicó por primera vez la SPE en línea 
acoplada a cromatografía de líquidos con 
espectrometría de masas en tándem para el análisis 
enantioselectivo de principios activos farmacológicos en 
muestras de aguas residuales y superficiales. El 
principal objetivo fue el análisis automatizado y 
enantioselectivo de antibióticos fluoroquinolonas 
quirales y no quirales de manera simultánea y de forma 
automatizada [13]. Las fluoroquinolonas se 
seleccionaron en base a su amplio uso en medicina 

humana (ciprofloxacina (CIP) y ofloxacina (OFL)) y en 
medicina veterinaria (flumequina (FLU)). También se 
incluyeron cuatro de sus principales metabolitos (7-
Hidroxiflumequina (OH-FLU), Ofloxacina N-óxido (OFL 
N-OX), N-desmetilofloxacina (DM-OFL) y 
desetilenociprofloxacina (DES-CIP)). En total, cinco 
analitos de los siete seleccionados son compuestos 
quirales. 
 
El proceso de extracción propuesto fue muy simple.  
Para ello, las muestras de agua (0,95 mL) se mezclaron 
con 0,5 mL de patrón interno en tubos Eppendorf para 
una concentración final del mismo de 25 ng/mL, se agitó 
en vórtex durante 30 segundos y se microfiltró (<0,22 
µm) con un filtro de jeringa. Se inyectaron en el sistema 
700 µL de muestra. A continuación, la muestra se 
transfirió a un cartucho de SPE en línea haciendo pasar 
agua durante 2 minutos a un flujo de 2 mL/min. Tras la 
carga de la muestra en el cartucho, la válvula se cambió 
al modo de elución permitiendo que la fase móvil 
transfiriera los compuestos retenidos en el cartucho de 
SPE a la columna cromatográfica para la separación de 
los analitos. Mientras se eluía el cartucho SPE, el 
cartucho SPE empleado en el anterior análisis es lavado 
y acondicionado para ser utilizado en la siguiente 
muestra. Los cartuchos se lavaron y acondicionaron 
haciendo pasar metanol a un flujo de 2 mL/min durante 
4,4 minutos. A continuación, se empleó agua durante 3,5 
minutos al mismo flujo para su acondicionamiento. La 
SPE en línea se llevó a cabo en cartuchos de SPE de fase 
reversa Bond Elut Online PLRP-S (12,5 mm × 4,6 mm 
diámetro interno, 15-20 μm).  
 
La elución de los analitos de los cartuchos de SPE se 
realizó mediante la fase móvil empleada en la separación 
cromatográfica. Dicha separación se llevó a cabo en la 
columna Chiralcel OZ-RH (150 mm × 4,6 mm diámetro 
interno, 5 μm) a una temperatura de 30 °C y protegida 
por una precolumna Chiralcel OZ-RH (10 mm × 4 mm 
diámetro interno, 5 μm). La fase móvil estaba compuesta 
por una disolución acuosa de 10 mM HCOONH4 ajustada 
a pH 5,4 (con HCOOH) (disolvente A) y metanol 
(disolvente B). La elución de los analitos se llevó a cabo 
en modo isocrático con una proporción 8:92 disolvente 
A:disolvente B a un flujo de 1,5 mL/min. Por último, la 
determinación se llevó a cabo mediante espectrometría 
de masas con ionización por electrospray en modo 
positivo. Se empleó el modo Multiple Reaction 
Monitoring (MRM) seleccionándose dos transiciones, 
una para la cuantificación y otra para la confirmación. El 
tiempo total de análisis fue de 14 minutos [3].  
 
El volumen de carga de muestra es uno de los 
parámetros clave a optimizar en la SPE en línea debido a 
su gran impacto en la sensibilidad. Para ello, en la 
optimización de la metodología, se probaron volúmenes 
de carga de muestra en el rango de 100 a 1000 µL, 
empleando para ello agua residual influente dopada a 20 
ng/mL. Como puede observarse en la Fig. 3, las señales 
de todos los compuestos aumentaron significativamente 
con el aumento del volumen de muestra de 400 μL a 700 
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μL. A volúmenes mayores, la respuesta permaneció 
constante para la mayoría de los compuestos, excepto 
para los enantiómeros de flumequina y 
desmetilofloxacina cuyas señales disminuyeron 
posiblemente asociado a un mayor efecto matriz. Por lo 
tanto, se seleccionó 700 μL como volumen de muestra de 
carga.  
 

Fig. 3. Influencia del volumen de carga de la muestra en 
la sensibilidad. 

 
Fig. 4. Cromatogramas MRM de antibióticos 
fluoroquinolonas en agua residual influente dopada a 
0,5 µg/L (izquierda) y sin dopar (derecha). Rs: 
resolución enantiomérica. <LD: inferior al límite de 
detección. <LC: inferior al límite de cuantificación. 
 
El método se validó a tres niveles de concentración para 
su aplicación a aguas superficiales y aguas residuales 
efluentes e influentes. Se observó efecto matriz por lo 

que fue necesario emplear una calibración en muestra. 
Los valores de exactitud oscilaron entre el 61,4 y el 
122% en aguas residuales y entre el 73,4% y el 119% en 
aguas superficiales. La precisión, expresada como 
desviación estándar relativa, fue inferior al 13,6% para 
todos los compuestos y matrices de muestra. Los límites 
de cuantificación del método oscilaron entre 0,2 y 50 
ng/L para todos los compuestos en aguas residuales y 
superficiales. En la Fig. 4 se pueden observar los 
cromatogramas MRM obtenidos empleando las 
condiciones óptimas para un agua residual influente 
dopada (0,5 µg/L) y sin dopar. 
 
4. Determinación enantioselectiva de fármacos β-
bloqueantes y antidepresivos quirales en aguas 
residuales basada en SPE en línea con LC-MS/MS 
 
En este trabajo, se desarrolló un método analítico para 
la determinación enantioselectiva de fármacos quirales 
de los grupos terapéuticos de β-bloqueantes y 
antidepresivos en aguas residuales influentes y 
efluentes [21]. Se trata de una metodología sencilla y 
automatizada, que incluye el tratamiento de la muestra, 
el lavado y reacondicionamiento del cartucho, así como 
la determinación de los enantiómeros en un tiempo total 
de 40 minutos. Los analitos fueron tres β-bloqueantes 
(atenolol (ATE), metoprolol (MET) y propranolol 
(PRO)), cinco antidepresivos (citalopram (CIT), 
fluoxetina (FLX), duloxetina (DLX), sertralina (SER) y 
venlafaxina (VLF)) y dos de sus metabolitos 
(norfluoxetina (NOR) y O-desmetilvenlafaxina (ODV)). 
Los compuestos fueron seleccionados en función de su 
presencia en el medio ambiente, su uso prolongado, ya 
que se emplean en el tratamiento de enfermedades 
crónicas, y su creciente consumo en los últimos años 
[22,23]. Además, la fluoxetina y el propranolol se 
incluyen en la última lista de vigilancia [20] como 
contaminantes emergentes a monitorizar y el 
citalopram, el metoprolol y la venlafaxina se encuentran 
entre los indicadores de la necesidad de realizar un 
tratamiento cuaternario en las depuradoras en la 
reciente Directiva Europea sobre tratamiento de aguas 
residuales urbanas [24]. 
 
En el método analítico desarrollado, se añadieron 50 μL 
de una solución de mezcla de dos patrones internos 
(atenolol-d7 y venlafaxina-d6 a una concentración de 20 
μg/L para cada enantiómero) a 950 μL de agua residual 
previamente filtrada a través de un filtro de jeringa de 
celulosa (<0,22 μm). Se cargaron 600 µL de muestra en 
el bucle de inyección, que fueron transferidos a un 
cartucho SPE Bond Elut Online PLRP-S (12,5 mm × 4,6 
mm diámetro interno, 15-20 μm). La carga de la muestra 
se hizo con agua (pH 6,5) a un flujo de 1,5 mL/min, 
durante 3 minutos. La fase móvil empleada para 
transportar los analitos a la columna y para su posterior 
separación cromatográfica, consistió en una mezcla de 
metanol y de una disolución acuosa 10 mM de acetato 
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amónico a pH 4 (98:2, v/v). Mientras el cartucho SPE 
cargado estaba en el proceso de elución, el otro cartucho 
se lavó con una mezcla de metanol:acetonitrilo (50:50, 
v/v) a 2 mL/min durante 5 minutos y se acondicionó con 
agua (pH 6,5) antes de ser utilizado para la siguiente 
muestra. 
 
La separación de los enantiómeros se llevó a mediante 
cromatografía de líquidos, empleando una columna 
quiral Chirobiotic V (250 mm × 2,1 mm de diámetro 
interno, 5 μm) protegida por una precolumna quiral 
Astec Chirobiotic V (20 mm × 4 mm de diámetro interno, 
5 μm), ambas de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). 
Se llevó a cabo una elución isocrática con un caudal de 
0,4 mL/min, empleando la fase móvil anteriormente 
descrita. La determinación de los analitos se hizo 
mediante espectrometría de masas en tándem, según un 
método previamente establecido [25].  
 
Se optimizaron los parámetros más relevantes para la 
SPE en línea, empleando agua residual influente dopada 
con una mezcla de los analitos y los patrones internos a 
una concentración de 1,0 μg/L para cada enantiómero. 
 
En primer lugar, se evaluaron dos tipos diferentes de 
cartuchos: Oasis HLB (20 mm × 4,6 mm, 25 μm) de 
Waters y PLRP-S (12,5 mm × 2,1 mm de diámetro 
interno, 15–20 μm) de Agilent. Para ambos materiales, 
los analitos mostraron una respuesta similar. Sin 
embargo, los cartuchos Oasis HLB presentaron menor 
reproducibilidad y peor resolución enantiomérica de 
algunos compuestos (propranolol, duloxetina. 
fluoxetina y sertralina). En consecuencia, se 
seleccionaron los cartuchos PLRP-S. 
 
A continuación, se evaluó la influencia del volumen de 
carga de muestra en un rango de 100 a 900 µL. Las 
señales de todos los analitos aumentaron al incrementar 
el volumen de muestra hasta los 600 µL. A partir de este 
volumen, la respuesta se mantuvo constante o 
disminuyó, probablemente debido a un efecto de 
supresión iónica causado por la matriz. Por lo tanto, el 
volumen óptimo se estableció en 600 µL. 
 
Se optimizó también el pH del disolvente de carga, 
probando valores entre 4 y 6,5. Como muestra la Fig. 5, 
a valores de pH más ácidos las respuestas de la mayoría 
de los analitos aumentaron. Sin embargo, para otros 
compuestos como el metoprolol y el metabolito O-
desmetilvenlafaxina, las señales disminuyeron. Además, 
los enantiómeros del citalopram no pudieron separarse 
a valores de pH inferiores a 6,5. Por tanto, se seleccionó 
este valor como un compromiso entre la sensibilidad y 
la resolución enantiomérica para todos los analitos. 
 
A continuación, se evaluó el caudal para la carga de las 
muestras, probando los valores 1, 1,5 y 2,0 mL/min. Las 
mejores respuestas para la mayoría de los analitos se 
obtuvieron con el caudal intermedio de 1,5 mL/min. 
 
 

 
 
Fig. 5. Influencia del pH del disolvente de carga sobre la 
sensibilidad, expresada como respuesta relativa. 
 
Finalmente, se optimizó el disolvente de lavado para 
asegurar que no se producía contaminación entre una 
inyección y otra. Como disolventes de lavado se 
evaluaron metanol, acetonitrilo y una mezcla 50:50 
(v/v) de los dos, obteniéndose un lavado más eficaz para 
la mezcla de ambos disolventes. 
 
El método fue validado para su aplicación en aguas 
residuales influentes y efluentes, a tres niveles de 
concentración. La resolución enantiomérica estuvo 
comprendida entre 0,51 - 1,24, como muestra la Fig. 6 
donde se recogen los cromatogramas MRM obtenidos 
para agua residual influente dopada a 0,1 µg/L. El efecto 
matriz fue superior en las aguas residuales influentes. 
Para garantizar una cuantificación adecuada, además de 
los patrones internos, se utilizaron rectas de calibrado 
en matriz. La exactitud estuvo comprendida entre 60,8% 
- 114%, y la precisión, expresada como desviación 
estándar relativa, fue inferior al 12,5% para todos los 
compuestos. Los límites de cuantificación oscilaron 
entre 0,10 y 100 ng/L en aguas residuales influentes y 
entre 0,1 y 50 ng/L en los efluentes. 
 

https://doi.org/10.69856/AA.2025.328532


ACTUALIDAD ANALÍTICA  

 

Actualidad Analítica 90 (2025)   https://doi.org/10.69856/AA.2025.328532 Página 24 

Fig. 6. Cromatogramas MRM de fármacos β-bloqueantes 
y antidepresivos en agua residual influente dopada a 0,1 
ng/L. Rs: resolución enantiomérica. 
 
5. Conclusiones 

 
Esta investigación evidencia que los tratamientos de 
muestra basados en SPE en línea representan una 
estrategia eficaz para el análisis enantioselectivo de 
contaminantes quirales en muestras ambientales. Una 
característica clave de este enfoque es su capacidad de 
automatización, fundamental en laboratorios de análisis 
de rutina. La SPE en línea también presenta otras 
ventajas como la reducción de la intensidad del trabajo 
y del tiempo de procesamiento de las muestras, y la 
disminución de la pérdida de analitos, el consumo de 
disolventes y la generación de residuos, al mismo tiempo 
que aumenta la seguridad del analista. 
 
Las dos metodologías analíticas presentadas han sido 
optimizadas y validadas para la determinación 
enantiomérica de distintos grupos de fármacos quirales, 
entre los que se incluyen antibióticos, antidepresivos, β-
bloqueantes y algunos de sus metabolitos, en aguas 
residuales y superficiales. Ambos métodos han 
permitido abordar con eficacia separaciones 
enantioméricas en matrices ambientales complejas, 
consolidando la aplicabilidad de la SPE en línea acoplada 
a LC-MS/MS como una técnica automatizada, sensible, 
robusta y versátil para el análisis de contaminantes 
quirales. 
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