n
Q
D
-
O
=
O
o
<
LL]
0
©
o
-
B,
O
W
o
e
S
=
o
qv)
Ll

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Técnicas directas
basadas en sustratos de
papel parala
monitorizacion y analisis
de alimentos

Alumno: José Daniel Huertas Huertas

JULIO, 2024



< € R ¢
e\o?.o;EK o ®o S
S/eee % ® - '..
o.:.‘..'.\‘”
(2= Facultad de

€
Universidad de Jaén Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Técnicas directas
basadas en sustratos de
papel parala
monitorizacion y analisis
de alimentos

Alumno: José Daniel Huertas Huertas

Jaén, Julio, 2024



indice.

RESUMEN / AB ST RA CT ..ttt e e ettt e e 1
1. OBUETIVO. ... 2
2. INTRODUCCION. ... .o, 2
2.1 Analisis quimicode alimentos.......................... 2

2.2 Espectrometria de masas (MS) para el analisis de alimentos............... 5
2.2.1 Instrumentacion y principios basicosde laMS............................... 5

2.2.2 Aplicacion de la MS en el analisis de alimentos.............................. 7
2.2.2.1 Meétodos acoplados con cromatografia...................c.cccuuuenen 7

2.2.2.2 Metodos direClOS. .........ccoueiii e 8
2.3Paper-Spray (PS)........ccoiiii i, 9
2.3.1 Principios basicos y funcionamiento. ...............c.ccooiiiiiiiiiiiiiniannn, 9

2.3.2 TiPOS A PAPEL......c.o.neee i, 10

2.3.3 Materiales para el recubrimiento del papel....................c.ccoooivineeen. 1"

2.3.4 Compuestos analizados por PS-MS en matrices alimentarias.............. 13

2.3.5 Ventajas del uso del Paper-Spray para el anélisis alimentario........... 18

3. ANALISIS BIBILIOGRAFICO...............oovvvmiiicieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenene e 19

DISCUSION DE LOS RESULTADOS............ccooeiiiiiieiiieeeee e 22

4.1 PS con sustrato de papel sin recubrimiento.................................... 22
4.2PS con recubrimientode silice....................o 29
4.3PS con recubrimiento de polimeros de impronta molecular (MIP)...... 32
4.4PS con recubrimiento de nanotubos de carbono (CNT).................... 35
CONCLUSIONES. ... ..o e e 38

BIBLIOGRAFIA . .......ooiiiiiiee e 39



RESUMEN

Dentro del sector agro-alimentario, el andlisis de alimentos es un proceso fundamental
para garantizar la seguridad y la calidad alimentaria. Durante estos andlisis es
importante aplicar metodologias que puedan detectar niveles trazas de los diferentes
compuestos presentes en el alimento, ya sean compuestos intrinsecos, posibles
adulteraciones o contaminaciones. Es por ello, que su monitorizacion, y el desarrollo
de nuevas metodologias analiticas méas eficaces, rapidas y de bajo coste, ha tenido

un creciente interés en los ultimos anos.

El presente Trabajo Fin de Grado recoge una discusion critica de técnicas directas
basadas en sustratos de papel (conocidas como Paper-Spray) para la monitorizacion
y andlisis de alimentos. Dichas técnicas son clasificadas teniendo en cuenta los
diferentes tipos de recubrimientos empleados en el sustrato de papel, incluyendo
cuatro grupos: papel sin recubrimiento, papel con recubrimientos basados en silice,
papel con sustratos de alta especificidad como son los polimeros de impronta

molecular y papel recubierto con nanotubos de carbono.

ABSTRACT

Food analysis is a fundamental process to guarantee food safety and quality in agri-
food sector. It is important to use methodologies able to detect trace levels of the
different compounds present in the food, such as intrinsic compounds, possible
adulterations or contaminations. The monitorization of these compounds, and the
development of new, more effective, fast and low-cost analytical methodologies, has

had growing interest in recent years.

This End Degree Project includes a critical discussion of direct techniques based on
paper substrates (known as Paper-Spray) for food monitoring and analysis. These
techniques have been classified considering the different types of coatings. Along the
discussion are included four groups: uncoated paper, paper with silica-based coatings,
paper with highly specific substrates such as molecularly imprinted polymers and

coated paper with carbon nanotubes.



1. OBJETIVO
El principal objetivo del presente Trabajo Fin de Grado es realizar una discusion critica
de técnicas directas basadas en sustratos de papel para la monitorizacion y analisis
de alimentos, mas concretamente de la técnica de “spray por sustrato de papel”
(Paper-Spray, en inglés). Para ello, se desarrollaran una serie de objetivos
secundarios:
e Evaluar los diferentes tipos de recubrimientos empleados en el sustrato de
papel en funcién de su efectividad para diferentes combinaciones de analitos y

matrices alimenticias.

e Desarrollar la tendencia actual o estado del arte en la combinacioén de la técnica

Paper-Spray con instrumentacién de espectrometria de masas.

2. INTRODUCCION

2.1 Analisis quimico de alimentos.

El andlisis de alimentos, asi como su monitorizacidén, son procesos esenciales para
garantizar la calidad, autenticidad y seguridad alimentaria, aportando a los
consumidores una informacién adecuada sobre los productos en cuestion. Ademas,
permite la retirada de alimentos en los que se perciba alguna anomalia, ya sea por
una mala conservacion, por valores intrinsecos anoémalos o por un mal procesado del

mismo.

La calidad y autenticidad de los alimentos a menudo se relaciona con la presencia de
fitoquimicos bioactivos. Por ejemplo, los carotenoides, los &cidos fendlicos y los
flavonoides presentes en el tomate, son metabolitos encargados de aportar color y
sabor a esta verdura (Wang y Seymour, 2022). Dichas caracteristicas organolépticas
son imprescindibles para que el alimento en cuestién sea elegido por el consumidor.
Sin embargo, el medio de produccién en el que se encuentre puede afectar a las
propiedades fisico-quimicas del alimento, disminuyendo asi el interés de su consumo.
Es por ello que la industria agroalimentaria emplea diversos compuestos, como
estabilizantes, saborizantes y otros aditivos, no sélo para evitar un rapido deterioro del

alimento, sino para hacer mas apetecible el producto para su consumo.

En el ambito de la seguridad alimentaria, existe una creciente preocupaciéon por
problemas toxicolégicos que surgen de la interaccion entre el envase y el alimento.

Algunos componentes del envasado pueden migrar a los alimentos, causando un
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efecto perjudicial para la salud (Blanco-Zubiaguirre et al., 2020; Vilarinho et al., 2019;
Wang et al., 2021). Por ejemplo, sustancias perfluoroalquiladas se pueden encontrar
en el agua, debido a la migracién de estas del envasado a la bebida (Sznajder-
Katarzynska et al., 2020).

Por otra parte, el uso de pesticidas para el cuidado de plantas genera un residuo que
puede encontrarse en alimentos tanto de origen vegetal como animal. El principal
problema de los pesticidas es que algunos de ellos presentan una elevada
persistencia en el medio ambiente, y pueden entrar dentro del ciclo alimentario de los
organismos vivos a través del consumo de alimentos y bebidas contaminadas,
poniendo en riesgo la salud del consumidor (Abdollahdokht et al., 2022). Con respecto
a posibles contaminantes intrinsecos del alimento, podemos destacar los aldehidos.
Estos pueden producirse de modo natural por distintas rutas metabdlicas post-mortem
en muchas matrices alimentarias como mariscos, los cuales se describen como
posibles compuestos cancerigenos. Estos se pueden acumular durante los procesos
de refrigeracion y después de la muerte los crustaceos (Sibirny et al., 2011; FAO,
2024).

La demanda de alimentos seguros y saludables esta en constante crecimiento en todo
el mundo, siendo asi la capacidad para la evaluacion y vigilancia de la composicion y
la seguridad alimentaria un proceso esencial para la salud publica y la confianza del
consumidor. Son varios los organismos y protocolos/leyes establecidos para la
determinacién de contaminantes en muestras alimentarias. Entre las mas importantes,
podemos destacar el Reglamento (CEE) N° 315/93 del Consejo, en donde se
establecen procedimientos comunitarios en relacion con los contaminantes presentes
en los productos alimenticios, asi como la prohibicion de comercializacion de
productos alimentarios que contengan contaminantes en porciones inaceptables y el
mantenimiento de estos contaminantes en el minimo nivel, haciendo una buena
practica de ellos en toda la cadena alimentaria, desde el proceso hasta el consumo.
En el Reglamento (UE) 2023/915 de la Comision, en donde se regulan ciertos
contaminantes como metales pesados, micotoxinas, toxinas vegetales, entre otros. A
demas de estos, existe otra legislacién especifica en donde se regulan residuos de
plaguicidas Reglamento (CE) N° 396/2005, y residuos de medicamentos veterinarios
en alimentos de origen vegetal Reglamento (UE) N° 37/2010 (AESAN, 2024).



Para asegurar todo lo mencionado anteriormente, se lleva a cabo, el analisis quimico
de los alimentos. Este se hace frecuentemente siguiendo el método analitico, que
consiste en una serie de operaciones para la determinacién de analitos en una
muestra. Este proceso consta de tres etapas principales, las cuales vienen reflejadas
en la Figura 2.1. La fase de toma de muestra 0 muestreo, en donde se procede a la
toma de esta de forma representativa de la matriz a analizar; la fase de preparacion
de la muestra, en el cual se adecua la muestra para el analisis dependiendo en el
estado en el que se encuentre; y la determinacion por una técnica analitica (Nielsen
et al., 2008).

|dentificacién Eleccion del
del problema método Muestreo
¢ Resultado Evaluacion Determinacion Preparacion de
conforme? de los por una técnica la muestra
resultados de analisis
Si Mo
Entrega Evaluacion de la fuente de error
resultado (muestreo, preparacion de la muestra o

técnica empleada)

Figura 2.1. Esquema del procedimiento del método analitico.

Las técnicas de analisis han ido evolucionando, en funcion de la demanda en términos
de sensibilidad y selectividad. Es por ello que han pasado desde las técnicas clasicas
tales como volumetrias y gravimetrias, hacia técnicas instrumentales especificas,
aunque algunas técnicas clasicas aun se sigan empleando en analisis de rutina.
Dentro de las técnicas instrumentales, se encuentran, las técnicas espectroscépicas,
como espectrofotometria UV-Vis con una alta sensibilidad, rapidez y simplicidad pero
con altas interferencias ocasionadas por los multiples componentes que absorben a
la misma longitud de onda, baja sensibilidad y selectividad, asi como del requerimiento
del pre-tratamiento de las muestras; y fluorimetria con una alta selectividad y
sensibilidad, pero con interferencias por la presencia de otros compuestos

fluorescentes, foto degradacion en donde algunos compuestos pueden degradarse
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por su exposicion a la luz. Estas técnicas han sido ampliamente usadas para el analisis
de alimentos. Las técnicas cromatograficas son también muy utilizadas, pero en
ambos casos, tanto las técnicas espectroscopicas como separativas, requieren de una
preparacion previa de la muestra. Esto ultimo, requiere de un elevado consumo de
tiempo y costes de reactivos, por lo que se intenta minimizar el proceso siempre que
sea posible (Gu et al., 2024, Gallo et al., 2016, Fakhlaei et al., 2024).

En los dltimos afios, la espectrometria de masas ha ganado gran interés por la
posibilidad de realizar el andlisis directo o con minima preparacion de la muestra
(Ambient Mass Spectrometry) (Huang et al., 2011). En el siguiente apartado se

desarrolla esta técnica, junto con sus aplicaciones en el andlisis de alimentos.

2.2 Espectrometria de masas (MS) para el analisis de alimentos.

La espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) es una de las técnicas
analiticas empleadas para la monitorizacion y analisis de alimentos debido a la alta

sensibilidad, selectividad, precisién y alto rendimiento (Awad et al., 2015).
2.2.1 Instrumentacion y principios basicos de la MS.

La MS es una técnica utilizada para la identificacion de compuestos quimicos en una
matriz, en base a su estructura molecular. La instrumentacion para MS consta de
cuatro partes fundamentales: sistema de introduccién de la muestra, fuente de
ionizacion, analizador de iones y detector, las cuales pueden verse ilustradas en la

Figura 2.2.

e Introduccion de la muestra: en funciéon de la naturaleza de la misma (si es
liquida, solida o gas), la introduccidén de la muestra sera distinta debido a la
necesidad de convertir las moléculas en iones en estado gaseoso para su
analisis. En el caso de muestras liquidas, se puede realizar mediante una aguja
capilar a alto voltaje: ionizacion por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés).
En otro caso, las muestras sélidas, se puede llevar a cabo, mezclando la
muestra con una matriz, que absorba la energia del laser o colocando un
solvente cargado sobre la muestra soélida, causando la ionizacion directa. Por
ultimo, en el caso de muestras gaseosas, se hace su inyeccion de manera

directa o través de capilares.



Introduccion de

Fuente de ionizacion: consiste en obtener iones cargados a partir de moléculas
gaseosas, mediante una fuente de ionizacion. Esta genera un bombardeo de
electrones, iones, moléculas o fotones, sobre las muestras cargadas.
Alternativamente, la ionizacién se lleva a cabo por energia térmica o eléctrica.
Una de la técnica de ionizacion mas usada, es la ionizacidn por electrospray
(ESI), donde la muestra se dispersa en forma de spray una vez sale del capilar,
formando pequenas gotas cargadas, las cuales se evaporan de manera rapida
por desorcién del campo eléctrico o evaporacion del disolvente (Ghosh et al,,
2012).

Analizador: los iones se aceleran con la ayuda de un campo eléctrico y se mide
la relacion masa/carga (m/z) de las particulas cargadas eléctricamente de una
muestra para estudiarla composicion y estructura de los compuestos presentes
en la muestra. Actualmente se pueden diferenciar dos grandes grupos de
analizadores de iones (Holcapek et al., 2012): analizadores de baja resolucion,
que discriminan entre una unidad de m/z (los mas potentes llegan a separar
moléculas que se diferencian en 0,1 m/z), y los analizadores de alta resolucion,
que discriminan valores en el rango 0,001 — 0,00001 m/z. En el primer grupo se
encuentran analizadores de masas mas sencillos, como los de cuadrupolo (Q)
o trampa de iones (IT), mientras que en el segundo se encuentran analizadores

como el tiempo de vuelo (TOF) o el Orbitrap (Zubarev et al., 2013).

Detector: se genera un espectro de masas en funcién de la intensidad con la
que los iones llegan al analizador de masas, mostrando asi, la distribucién de

estos analitos en funcion de su relaciéon m/z.

lonesen fase Salida de Deteccion de Espectrode
ESER053 iones iones masas

Entrada —fu Fuente Analizador Detector de —1s Sistemna de

e . Wl L

Bombas de Vacio Szlida de datos

la muestra

Figura 2.2. Esquema de un espectrometro de masas. Adaptacion de (Aryal, 2022).



Una de las combinaciones mas potentes en el analisis quimico instrumental es la MS

en tandem o MS/MS, la cual proporciona gran cantidad de informacion estructural. Al

mismo tiempo, aumenta la selectividad permitiendo la identificacion y cuantificacion

de compuesto coeluidos (Di Stefano et al., 2012). En esta, no Unicamente se obtiene

informacion del ion precursor, sino que también se obtiene de su fragmentacion,

cediendo informacién més precisa del analito.

2.2.2 Aplicacion de la MS en el analisis de alimentos.
2.2.2.1 Métodos acoplados con cromatografia.

Acoplamiento Cromatografia de Gases - Espectrometria de Masas (GC-MS):
En la GC se precisa de una fase estacionaria, pudiendo ser un sdlido
adsorbente o un liquido retenido en una superficie solida denominada columna.
En dicha fase estacionaria, se llevan a cabo equilibrios de reparto entre los
analitos y dicha fase. Se trata de una técnica dinamica, en la cual hay un gas
inerte/portador que recorre de forma continua el sistema. Este gas, se
denomina fase movil (Valcarcel et al., 2005).
Con ella, se analizan compuestos volatiles, proporcionando informacion
estructural y molecular de los compuestos, permitiendo la identificaciéon de
compuestos de matrices alimentarias. Ademas, ofrece una alta sensibilidad, ya
que es capaz de detectar concentraciones muy bajas, siendo muy importante
para la deteccidon de contaminantes como hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHSs, por sus siglas en inglés) o residuos de plaguicidas en alimentos. Esto
produce unas ventajas sobre esta técnica sobre otros detectores como el de
ionizacién de llama (FID, por sus siglas en inglés), con una menor sensibilidad,
ya que no es capaz de detectar niveles traza de contaminantes y no diferencia
entre compuestos que produzcan la misma sefal en la llama.
Unas de las principales aplicaciones de la GC-MS en el analisis alimentario es
el seguimiento del procesado y la frescura de los alimentos, asi como la
evaluacion y determinacién tanto de la autenticidad como contaminacion de los
productos (Putri et al., 2022).

Acoplamiento Cromatografia de Liquidos - Espectrometria de Masas (LC-MS):

la LC consta también de una fase estacionaria pero esta vez, la fase movil es
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un liquido, y no un gas como en el caso anterior. Su funcion es la misma, portar
los analitos y favorecer algunos coeficientes de reparto con la fase estacionaria,
los cuales son imprescindibles para la su separacion. En este acoplamiento, es
indispensable la existencia de una fuente de ionizacién, la cual genere la
transformacion de los liquidos a estado gaseoso. La mas extensamente
empleada es la ionizacién por electrospray (ESI), ya mencionada en el apartado
anterior en donde la muestra se pasa a través de un capilar al cual se le aplica
un potencial, de manera que la solucién sale del capilar en pequefas gotas
cargadas que se evaporan por la desorcion del campo eléctrico o por la
evaporacién del disolvente, generando moléculas ionizadas a la fase gaseosa
(Gourgiotis et al., 2017).

En cuanto a sus aplicaciones en el andlisis agroalimentario, se usa para el
analisis de compuestos no volatiles organicos e inorganicos en diversas

matrices.

2.2.2.2 Métodos directos.

Espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion laser, asistida por matriz
(MALDI-MS): estos instrumentos incorporan un laser de alta potencia para
ionizar compuestos en la superficie de la muestra. La matriz, de bajo peso
molecular, absorbe facilmente la energia. Esta recubre toda la superficie de la
muestra mezclandose y produciendo la cristalizacion con las moléculas de
interés, seguido de la desorcion o ionizacidon con un rayo laser (Darie-lon et al.,
2022).

Una de sus grandes aplicaciones en el analisis alimentario es para la
determinacion de lipidos en alimentos. Ademas, permite la identificacion,
caracterizacion y cuantificacion de diversos alérgenos, patdégenos vy

contaminantes quimicos en distintas matrices alimentarias.

Espectrometria de masas de ionizacion por desorcién con electrospray (DESI-
MS): esta técnica emplea una corriente de gotas de disolvente cargadas hacia
la superficie de la muestra. La muestra es extraida por el disolvente
produciendo iones secundarios, los cuales se impulsan hacia el analizador de
masas ya ionizadas. Este analisis se realiza a presién atmosférica (Morisasa et
al., 2019).



Una de las aplicaciones es para la cuantificacion de carbohidratos simples
presentes en la muestra, pero también es util para la determinacién de

compuestos apolares (Yoshimura et al., 2020).

e Espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS-MS): la muestra se une
a una superficie conductora y es sometida a un haz de iones primarios de
elevada energia. Se utilizan diferentes fuentes de iones como Ar™*, Au3t, Bi3*.
Tras la colision del haz con la muestra, la energia de los iones primarios se
transfiere al analito para generar una ionizacion secundaria. El haz primario
permite que este instrumento guarde pixeles de tamafo de nandmetros
generando imagenes de alta resolucion y permitiendo la localizacién espacial
de las moléculas con alta resolucién (Morisasa et al., 2019). Se ha aplicado a
la cuantificacion de micronutrientes como manganeso, calcio, sodio, potasio,

selenio, en alimentos (Moore et al., 2010; Kyriacou et al., 2014).

e Paper-Spray (PS): técnica analitica basada en el uso de un sustrato de papel
empleada para la deteccion de compuestos mediante la ionizacion de estos por
el empleo de un solvente. En el siguiente apartado, se explica esta técnica en
profundidad, junto con los tipos de papel y sus recubrimientos, y las

aplicaciones en el analisis alimentario.

2.3 Paper-Spray (PS).

2.3.1 Principios basicos y funcionamiento.

El empleo de PS como método de analisis directo en alimentos, ha crecido hasta

convertirse en uno de los métodos de ionizacion mas exitoso (McBride et al., 2019).

Su metodologia consiste en un soporte de papel que normalmente finaliza en una
punta cuyo angulo es de 30°, en el que se deposita la muestra de interés. Se le aplica
un solvente al sustrato de papel que promueve tanto la extraccion como la ionizacion
del analito. Finalmente se aplica un alto voltaje (pudiendo ser negativo o0 positivo)
rondando entre 2,0 - 55 kV, produciendo una ionizacion similar a una
electropulverizacion en la punta del papel, y esta entra al MS donde es detectado y
cuantificado (McBride et al., 2019). Este procedimiento, queda reflejado en la Figura
2.3.



Los solventes utilizados con mayor frecuencia son las combinaciones de metanol y
agua. El metanol puro a alta concentracion facilita el proceso de ionizacion por
pulverizacién. Ademas, la tensién superficial es mucho menor al igual que, la carga
necesaria para la ionizacion (Liu et al., 2010). Por otro lado, se pude hacer uso de
otros tipos de disolventes no polares para la deteccion de analitos como péptidos y
fosfolipidos que pueden analizarse empleando disolventes como hexano, obviando su
baja solubilidad (Yang et al., 2012).

El solvente actla tanto para la extraccion como la ionizacion de los analitos de interés,
y por ello, este tipo de procedimiento apenas implica tratamiento de muestra previo
cuando se trata de muestras liquidas. Sin embargo, en el caso de muestras sélidas,

normalmente si necesita pre-tratamiento.

Espectrometro de
Solvente masas

I—O — e ® o
kv Sustrato T
_L_ \ de papel Analito

- ionizado

Carga eléctrica

Figura 2.3. Procedimiento de la técnica PS. Adaptacion de (McBride et al., 2019).

Diversos estudios han revelado que en PS factores como el angulo de la punta del
papel, la distancia de la punta a la entrada del espectrobmetro de masas y la
composicion del solvente, podrian afectar drasticamente a la estabilidad de la
formacion de iones, estabilidad de la sefial y al campo eléctrico. Es por ello, que la
eleccion del tipo de papel también es importante, los cuales quedan reflejados en el

siguiente apartado.
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2.3.2 Tipos de papel.

El papel se compone principalmente de fibras de celulosa comprimida que cuando se
forman hojas, producen una serie de canales porosos dentro de la estructura,
permitiendo que el papel sea capaz de absorber y transportar el solvente por
capilaridad, permitiendo que el disolvente re-solubilice el analito seco o liquido
contenido en el papel (Bills et al., 2018). Hay varios tipos de papeles, como el papel
de filtro de Whatman de grado 40, papel de cromatografia de grado 3 y papel de
cromatografia de grado 17 (Nguyen et al., 2022).

e Papel de filtro de Whatman de grado 40: se trata de un papel de celulosa
constituido principalmente por pulpa de algoddon de alta calidad. Posee un
grosor de 210 um, y un grado de poro de 8 um, por lo que puede retener a
particulas de pequeino tamario, permitiendo asi una distribucion uniforme de las
muestras, facilitando su ionizacion. Es altamente resistente a la rotura y al
desgaste, asi como a una alta variedad de solventes y sustancias quimicas.
Esto le hace que sirva de un buen soporte para el proceso de ionizacién del

analito.

e Papel de cromatografia de grado 3: papel de celulosa fabricado principalmente
con linteres de algodon. Tiene un grosor de entre 0,1 — 0,5 mm y un tamano de
poro mayor, de 3 mm. Sirve para retener analitos mas grandes, y es altamente

resistente a la oxidacion y degradacion.

e Papel de cromatografia de grado 17: tiene la capacidad de absorcion y
homogeneidad de la accién capilar. Papel de celulosa, fabricado principalmente

por algodén. Tiene un grosor de 0,92 mm y un tamano de poro de 17 mm.

Un estudio ha demostrado que los papeles mas delgados y los didmetros de poro mas
pequefios tienden a disminuir el flujo a través del papel, mientras que al mismo tiempo
aumentan la eficiencia de ionizacion y disminuye la recuperacion (Bills et al., 2018).
Por esto, podemos afirmar que el papel mas eficaz para el PS es el papel de celulosa
de grado 40, ya que es el que posee menor grosor y tamafio de poro, con lo que
podemos detectar analitos de menor tamafio. Esto permite que la muestra sea mas

uniforme sobre la superficie del papel, guedando mas retenida por este tipo de papel,
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permitiendo una adecuada concentracion del analito. Ademas, ocasiona un mejor
control de ionizacion del analito y reduce el ruido de fondo, ya que hay menos

posibilidad de que se ionice el solvente o contaminantes de la muestra.

Estos tipos de sustratos de papel pueden o no, estar recubiertos de diferentes
materiales, mejorando la eficacia de este en funcién de la muestra que se quiera

determinar.

2.3.3 Materiales para el recubrimiento del papel.

Para la mejora de la absorcién en el soporte de papel y en algunas ocasiones
ionizacion de analitos, se pueden emplear diversos recubrimientos del papel con
composites. Estos también favorecen la mejora de la difusién y formacién de iones en
comparacion con un papel convencional de celulosa (Nguyen et al., 2022). Entre los
descritos en la literatura, podemos destacar recubrimientos en silice, membranas de

impronta molecular (MIP) y nanotubos de carbono (CNT).

e Silice: conocido quimicamente como diéxido de silicio (Figura 2.4), el cual tiene
un elevado punto de fusion y dureza. Se trata de un recubrimiento altamente
poroso, facilitando asi la retencion y concentracion de los analitos. Esto
produce una mejora en la sensibilidad y precision del analisis. Se considera un
recubrimiento con alta estabilidad térmica y quimica, siendo util para diferentes
condiciones termoquimicas (Lin et al., 2020). Algunos estudios han demostrado
que produce una mejora en la superficie hidrofilica, mejorando la disposicion

de las muestras liquidas, siendo crucial para la ionizacion (Silva et al., 2019).

Figura 2.4. Imagen de microscopio electrénico de barrido (SEM) de silice. Adaptacion de (Wu et
al., 2021).

e Membranas de impronta molecular (MIP): se trata de polimero de impronta

molecular (Figura 2.5), con elevada especificidad y selectividad, permitiendo la
12



discriminacion de otros posibles interferentes en la muestra. Posee una elevada
estabilidad en diversas condiciones quimicas y térmicas (Sfoog et al., 2022).
Ademas, tiene una eleva sensibilidad, pudiendo detectar compuestos en
concentraciones bajas (Silva et al., 2019, Pereira et al., 2018). Al poseer una
elevada superficie especifica, se ha demostrado que tienen alto poder de
adsorcion, ya que tienen elevada fuerza idnica, ocasionando que los analitos

queden mas retenidos (Diaz-Lifian et al., 2019).

Figura 2.5. Imagen (SEM) de MIPs. Adaptacion de (Zeng et al., 2021).

Nanotubos de carbono (CNT): son estructuras nanométricas (Figura 2.6.)
basadas en carbono con una alta resistencia y una conductividad eléctrica y
térmica mayor. Se ha demostrado que este tipo de papel posee una mayor
superficie, asi como un menor tamafio de poro. Varios estudios han
demostrados que el papel CNT puede ampliar las capacidades de pulverizacion
de papel y pueden ser empleados para compuesto menos polares y con punto
de ebullicion mas altos. Este recubrimiento puede actuar como electrodo,

facilitando la ionizacién del analito (Zheng et al., 2015; Han et al., 2015).

Figura 2.6. Imagen (SEM) de recubrimiento de CNTs. Adaptacion de (Guzman et al., 2016).
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2.3.4. Compuestos analizados por PS-MS en matrices alimentarias.

La PS-MS es una técnica muy amplia en cuanto a sus aplicaciones en el analisis
alimentario, debido a su alta capacidad para la identificacion y cuantificacion de
compuestos presentes en un alimento. Entre estos compuestos, podemos diferenciar
los que se afiaden a los alimentos como plaguicidas (herbicidas, fungicidas,
pesticidas, insecticidas), y aditivos alimenticios (antioxidantes, adulterantes,
emulsionantes); compuestos que aparecen en el alimento por la mala conservacion
del mismo, como micotoxinas; y los compuestos intrinsecos como &acidos grasos y

vitaminas. Algunos ejemplos representativos se muestran en la Tabla 2.1.

e Plaguicidas (herbicidas, fungicidas, pesticidas, insecticidas): son productos
fitosanitarios que se utilizan para mantener saludable los cultivos, evitando que
estos sean destruidos por enfermedades e infecciones. Sin embargo, un mal
uso de ellos, puede provocar efectos nocivos contra el ser humano o animal
(EFSA, 2024).

e Aditivos alimentarios (antioxidantes, conservantes, adulterantes vy
emulsionantes): son sustancias que se afiaden principalmente a los alimentos,
con el fin de producir mejoras en el mismo, como la mejora de la inocuidad,
aumentar su periodo de conservacion o la modificacion de sus propiedades
sensoriales. Su consumo excesivo, pueden generar grandes problemas en la

salud como efectos carcinogénicos, entre otros (AESAN, 2024).

e Micotoxinas: son sustancias producidas en el metabolismo secundario de
especies de hongos como mohos, que pueden crecer sobre los alimentos en
determinadas condiciones de humedad y temperatura. Se generan en el
proceso de la cosecha o almacenamiento, y pueden generar diversos efectos
como mutagenicidad (AESAN, 2024).

e Nutrientes: acidos grasos, polifenoles y vitaminas, son sustancias con efecto
nutricional o fisiolégico. En concreto, los acidos grasos, son biomoleculas de
lipidos cuya principal funcidn es servir de fuente de energia, entre otras. Sin
embargo, un consumo elevado de los mismos puede provocar dafios hepaticos

en el ser humano o animal (EFSA, 2024).
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Tabla 2.1. Ejemplos representativos de algunas familias de compuestos presentes en alimentos detectados mediante PS-MS.

Compuesto Foérmula Estructura Compuesto Foérmula Estructura
Herbicidas Plaguicidas
o ! h
g o
Metolacloro C15H22CINO2 z>_/ Acefato C4H10NO3sPS - 'N\ﬂ/
)\ 0 o
"--\_z/
' =0
Bencenoacetamida CsH9NO ©_>* = Ciazofamida C13H13CIN4O2S o7 &7
z i ) \f m/
[=] =
Acido 2,4- CaHeCLO Cﬁ Aldicarb | 0 :
8HeCl203 o © icar N N~ ~
diclorofenoxiacetico 4 C7H1aN2028 S& \g/
o-T
Insecticidas Pesticidas
H oy
/J% °—<D
Carbofurano C12H15NO3 T ° Metaldehido CsH1604 Y J
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H22ClNO2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H10NO3PS
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H9NO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H13ClN4O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H6Cl2O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H14N2O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H15NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H16O4

Continuacion Tabla 2.1. Ejemplos representativos de algunas familias de compuestos presentes en alimentos detectados mediante PS-MS.

Compuesto Férmula Estructura Compuesto Férmula Estructura
Fungicidas Antioxidantes
i 0 ML
Pirazol C3HaN2 N Hidroxitirosol CsH1003 1
Isopirazam C20H23F2N30 B z,f Tirosol CsH1002 IOAQK
- =
o =
/
?—N o)
ZF ~ |~.|’Ir
Penflufeno C18H24FN3O : Cafeina CsH10N40O2 T T )
N 4] : N
i ’ T
| =
Adulterantes Acidos grasos
H H A ~i
Acido
Melamina CsHeNe NYN“YNH _ C14H2802 FDW
”\r’” tetradecanoico
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Continuacioén Tabla 2.1.

Ejemplos representativos de algunas familias de compuestos presentes en alimentos detectados mediante PS-MS.

Compuesto Foérmula Estructura Compuesto Férmula Estructura
Flavonoides Emulsionantes
Flavone-O- o
o C21H220s Octadecilamina C18H39N e
glucosidicos
Ho
- . DH
Ho
Micotoxinas Vitaminas
"o
FumosinaB CasHsoNO14 Vitamina C CsHsOs NI
o o= e
Hormonas Antibiéticos
o] 0
F. of
Metiltestosterona C20H3002 Ciprofloxacina C17H18FN303 N \ |

Informacion obtenida de la base de datos PubChem (Ultimo acceso junio 2024) (PubChem, 2024).
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C34H59NO14

2.3.5 Ventajas del uso del Paper-Spray para el analisis alimentario.
El uso del PS en alimentos tiene numerosas ventajas, entre ellas podemos destacar, la
posibilidad de fabricar sustratos desechables y de muy bajo coste para la medida de
cada muestra.
A demas, la facilidad de fabricacion y posible modificacion quimica, abarcan multiples
funciones, ya sea para favorecer la ionizacion, aumentar la pre-concentracion o evitar
posibles interferencias debido a la matriz de muestras complejas (Carrilho et al., 2009;
Vesel et al., 2007).
Entre otras de las ventajas, podemos hacer referencia a su simplicidad y rapidez. Es
una técnica directa, la cual requiere de una menor cantidad de muestra para el analisis,
y evitando o al menos reduciendo de modo considerable un posible tratamiento de
muestra. Es una técnica que puede emplearse para la determinacion simultanea de
sustancias polares y apolares, no depende de sistemas de separacion previos en los
cuales no pueden emplearse cualquier tipo de disolventes o fases. Presentan una
elevada versatilidad, pudiéndose detectar contaminantes y pesticidas y a su vez, hacer
una monitorizacion de los nutrientes y compuesto bioactivos de los alimentos. Al estar
acoplada a la MS, presenta también una alta sensibilidad y selectividad, pudiendo
detectar niveles muy bajos de analitos.
A medida que avanzan las investigaciones basadas en la generacion de un spray a
través de un sustrato, nacen nuevas aplicaciones y también nuevos sustratos que no
estan basados en papel. Hay autores que han descrito el uso de la propia matriz como
sustrato para generar el spray. Malaj et al. (2012), han descrito la posibilidad de generar
un spray directamente de la propia piel/cascara o pulpa de una variedad de matrices
como frutas y verduras (manzana, pera, limon, naranja, zanahoria, pepino). El trabajo
recogido en la literatura es capaz de determinar pesticidas como acetamiprid,
difenilamina o imazalil. En lugar de emplear papel, la pulpa o piel se cortaron en forma
de triangulo, se agrego un estandar y se le aplicd un voltaje de 3,5 kV. Los analitos
ionizados entraron dentro del MS, siendo detectados y cuantificados mediante
espectrometria de masas en tandem (Malaj et al., 2012). Este punto seria un avance
aun mas sostenible, pues no generara ningun tipo de residuo adicional, como es el

papel hasta ahora descrito.
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3. ANALISIS BIBILIOGRAFICO.

Este Trabajo de Fin de Grado, se centra en la busqueda y discusion critica de la
bibliografia acerca de la aplicacion de la técnica de Paper-Spray en el andlisis de
alimentos. Los pasos llevados a cabo para la realizaciéon de la basqueda bibliografica

guedan recogidos en la Figura 3.1.

Para la busqueda bibliografica se han usado diversas bases de datos, como Scopus,
ScienceDirect y PubChem. PubChem es una base de datos de moléculas, con la cual
se ha obtenido informacién sobre las propiedades quimicas de los diferentes
compuestos presentes en este trabajo. Scopus y ScienceDirect pertenecen a la editorial
Elsevier, de manera que mientras Scopus contiene una gran variedad de publicaciones
procedentes de diversas editoriales, ScienceDirect es un buscador que solo ofrece
resultados de las revistas de Elsevier. Una vez seleccionadas las bases de datos, se
procede a la busqueda de la bibliografia por medio de pautas de inclusion y exclusion.
Dentro de estas pautas, se introducen palabras relacionadas con el tema de estudio,
afo de publicacion y tipo de publicacion entre otros. Ademas, se incluye también el uso
de operadores booleanos, que son un conjunto de limitado de palabras, las cuales
ayudan a la busqueda, la cual se ha realizado en inglés, ya que es considerada como

la lengua principal y comun en el ambito cientifico.

Seleccion de
bibliografia
seqgun las pautas
de inclusion y
exclusién

Empleode las | — Seleccion de —
bases de datos palabras claves

—

Eliminacidn de
referencias

Determinar las
referencias

|dentificacion de
referencias

inadecuadas oportunas adecuadas
¢
Realizacion del Organizacion Lectura detenida
estudio y de las
bibliografico analisis referencias

Figura 3.1. Diagrama general para la revision bibliogréfica.




De este modo, pueden seleccionarse referencias segun la idoneidad que estas tengan
con la busqueda, como las que incluyan el andlisis quimico de los alimentos mediante
la técnica de PS-MS y eliminando asi referencias inoportunas como las que incluyan
analisis de muestras bioldgicas. Una vez seleccionada las referencias adecuadas, se
procede a la correcta lectura de ellas, realizando un analisis profundo y una

organizacion de la informacién que nos aporta.

En este trabajo, se realiz6 una primera busqueda basada en conceptos relacionados
con este estudio. Las palabras claves usadas para las correspondientes bases de datos

fueron: food analysis AND Paper-Spray AND Mass Spectrometry.

Inicialmente, con este simple criterio, se han encontrado 76 documentos en el caso de
la base de datos de Scopus. Posteriormente, se filtrd estos resultados en los ultimos 10
afnos, desde el 2014 hasta 2024, obteniendo asi 66 resultados. Para finalizar, se
selecciono review y articulo como tipo de documento, encontrandose 49 articulos y 13

review, es decir, un total de 62 documentos.

En la base de datos de ScienceDirect, con el uso de estas palabras claves y los
operadores, se obtuvieron 13.128 resultados. Para simplificar la basqueda, se hizo uso
de comillas entre las diferentes bases de datos, quedando “food analysis” AND “Paper-
Spray” AND “Mass Spectrometry”, obteniéndose asi, 78 resultados. También, filtrando
por los 10 dltimos afios, se encontraron 74 resultados. Se filtré por review y articulos
encontrandose 26 articulos de revision y 22 articulos de investigacion, es decir, un total

de 48 documentos.

Finalmente, con ayuda del gestor bibliografico Mendeley, un software de gestiéon
bibliografica que permite la creacidon de referencias para la insercion de citas y
bibliografias, se exportaron las 110 referencias obtenidas por ambas bases de datos, y
se procedio a la eliminacion de articulos duplicados, quedando 100 referencias en los
tltimos 10 afos. Se filtran los articulos manualmente en funcién de su titulo completo y
resumen, excluyendo aquellos en donde se emplee la MS acoplada a otra técnica o el
analisis de muestras biologicas, como fluidos sanguineos, orina, saliva, tejidos, entre
otros, quedando 50 documentos. Este procedimiento queda reflejado en la Figura 3.2.
A partir del nUmero de documentos obtenidos, se consiguieron, dentro de estos, otros
articulos de investigacion mas especificos para completar los diferentes apartados de
este TFG.
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Figura 3.2. Esquema de las referencias encontradas y empleadas segun las bases de datos.



4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

El andlisis de compuestos tanto afadidos, toxicos que aparecen en los alimentos y/o
intrinsecos en el propio alimento, no es una tarea facil de realizar debido a la

complejidad en las distintas matrices alimentarias (Gallart-Ayala et al., 2013).

Debido a la escasa concentracion de ciertos compuestos en las matrices alimentarias
y a la abundante complejidad que conlleva el andlisis de muestras, son muy pocos los
métodos directos incluidos en la literatura. Como se ha mencionado anteriormente, en
PS-MS no es necesario tratamiento de la muestra previo a su analisis, sino que en la
mayoria de los casos se deposita directamente la muestra alimentaria sobre el sustrato
de papel (Evard et al., 2015). Ocasionalmente, en el caso de matrices solidas, es
necesaria la realizacion de un tratamiento previo de la muestra, puesto que
normalmente, es necesario que se encuentre en estado liquido para depositarlo sobre
el papel.

Una caracteristica a tener en cuenta para hacer uso de la técnica de PS es la adecuada
eleccion tanto del sustrato de papel como de su recubrimiento en el caso de que sea
necesario. Esto dependera del tipo de matriz y del tipo de analito que se quiera
determinar. Segun los articulos seleccionados después del proceso de analisis
bibliografico descrito en la Seccién 3, la mayoria de los trabajos encontrados no hacen
ningun tipo de recubrimiento del papel, sélo algunos autores han descrito el uso de MIP
y CNTs. Estos recubrimientos se emplean atendiendo a sus caracteristicas, asi como
sus propiedades fisico-quimicas indicadas en el apartado 2.3.2. La eleccién de los
diferentes solventes en el sustrato de papel se lleva a cabo en base a la solubilidad del
analito. Este debe ser compatible con el papel utilizado, volatil para la rapida
evaporacion y polar o no polar en funcion del analito a ionizar y posteriormente detectar.
Entre los mas ampliamente empleados, se encuentran metanol, agua y acido férmico.

En los siguientes apartados se discuten las aplicaciones mas relevantes de la técnica

PS con diferentes recubrimientos y solventes para el andlisis de alimentos.

4.1 PS con sustrato de papel sin recubrimiento.

Cuando se describe la técnica PS sin recubrimiento, hacer referencia al empleo de
papel sin ningun tipo de tratamiento, simplemente papel (algunos de ellos referenciados

en el apartado 2.3.2). Entre las matrices mas analizadas, se incluyen vegetales como
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rdcula, repollo, lechuga y col rizada (Pereira et al.,, 2016); vinos (Ren et al., 2016,
Bartella et al., 2022), frutas como las naranjas, pomelos, uvas, limones o tomate (Evard
et al., 2015, Liu et al., 201, Moura et al., 2020), leche (Basuri et al., 2019) y otro tipo de
bebidas (Yu et al., 2018, Mazzotti et al., 2021, Taverna et al., 2016), diferentes tipos de
aceites (Bartella et al., 2020), miel (Hassanzadeh et al., 2019). En la Tabla 4.1 se
encuentran recogidos los diferentes estudios realizados en estas matrices alimentarias

mediante PS-MS haciendo uso de papel sin ningan tipo de tratamiento.

Los pesticidas tienen un gran impacto, y la mayoria de los trabajos incluidos en la
literatura se centran en la monitorizacion de los residuos de los mismos en alimentos.
Uno de estos estudios se basa en la deteccion de acefato, clorpirifos y ciazofamida en
tomates (Moura et al., 2020). En este caso, los autores hicieron uso de la piel de esta
fruta, debido al tipo de aplicacion que normalmente tiene este tipo de tratamiento con
plaguicidas. En este caso se describe un tratamiento previo, aunque sencillo. La piel
del tomate se centrifugdé en un tubo de polipropileno, se agregé 5 ml de agua para
muestras con acefato y 5 ml de acetronitrilo para muestras con clorpirifos y ciazofamida.
Se filtré a vacio, y el extracto obtenido, se deposité sobre el sustrato de papel y se le
agregé 0,1 %(v/v) de acido formico en metanol, actuando como solvente y el cual
mostré una considerable mejora de la ionizacion. Al mismo tiempo, se hizo una
evaluaciéon de las curvas de calibracion de todos los pesticidas. Para ello, estos se
disolvieron en los extractos y se diluyo en la misma matriz para obtener concentraciones

gue oscilaban desde 0,03 a 20 ppm. Se obtuvieron resultados favorables, como rectas

de calibrado con R*> 0,99 para todos los pesticidas y unos limites de deteccién por
debajo de los permitidos de 0,01 pl/L. Este proceso, también se llevo a cabo durante el
inicio, mitad y final previos a la cosecha para la monitorizacién de estos analitos, en
donde la fruta separ6 en grupos de campo y almacenados. En el caso de los de campo,
se demostré que la concentracion de estos analitos disminuy6 en el trascurso de los
dias, en un 96% para el acefato, un 98% para el clorpirifos y un 76% para la
ciazofamida. En el caso de frutas almacenadas, disminuy6 un 87% para el acefato, 94%
para el clorpirifos y 39% para la ciazofamida. Con esto se demostré la importancia de
adoptar protocolos de cosecha adecuados, para evitar dafios en la salud del

consumidor.

En el caso del limon, al igual que en el caso descrito anteriormente, se hizo uso de su

piel para la deteccion de imazalil y tiabenzadol (Liu et al., 2010). En este caso, se agrego
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metanol a un papel cromatogréfico, y se limpié con este papel toda la piel del limén.
Una vez secado el metanol, se cortd en triangulo el propio papel con el que se limpid,
y se pulverizé sobre él una solucién de 10 yl metanol/agua (1:1, v/v). Se le aplico un
potencial de 4,5 kV, generando un flujo de iones siendo detectado por MS/MS. Los
resultados obtenidos se compararon con otra técnica como DESI, concluyendo que la
recoleccion de la muestra mediante la limpieza con papel tiene una ventaja de
recolectar una cantidad de muestra mayor en una superficie mas grande, alcanzando
unos limites de deteccion 1 pl/L. A su vez, posee menos preparacion de muestra, por

lo que su tiempo de analisis es menor.

También se ha descrito el analisis de polifenoles, que son compuestos hidrosolubles
gue constituyen uno de los grupos mas importantes de pigmentos vegetales. Estos son
de vital importancia, ya que poseen efecto antiinflamatorio, asi como vasodilatador,
mejorando el perfil lipidico (Quifiones et al., 2012). Se encuentran en mayor
concentracion en alimentos como uvas o té, entre otros. Por ello, se ha aplicado la
técnica PS-MS con papel sin recubrir para el analisis cualitativo de polifenoles como
acido fendlico y flavonoides, en vino (Bartella et al., 2022). Los autores depositaron
directamente unos 10 pL de la muestra de vino sin tratar sobre el sustrato de papel.
Cada 20 segundos se agregd metanol como solvente mientras se aplicaba un voltaje
de -5 kV de manera continua. De esta manera, se produjo un transporte y generacion
constante de iones para ser analizados por MS con analizador de trampa de iones lineal
(LIT). El andlisis de estos analitos se llevo a cabo también con otras técnicas directas
basadas en la ionizacion con plasmas a baja temperatura generados por descarga de
barrera dieléctrica (LTP y DBDI). Comparando los resultados, se concluyd que con
ionizacion mediante plasma se obtiene un fondo mas limpio en el espectro; sin
embargo, con PS la abundancia relativa de los polifenoles fue mayor. Por otro lado, con
PS se detectaron mas iones, viendose menos afectada por el efecto matriz. Con todo
esto, se demostr6 que DBDI y LTP sirven para el analisis de compuestos menos
polares, siendo mas adecuado detectar la naturaleza polar de los polifenoles mediante
PS.

Otras bebidas sometidas a PS-MS son las bebidas citricas (Mazzotti et al., 2021), donde
se detectaron otros polifenoles como la flavanona-O-glucésido. Para ello, se le agrego
200 pl/L de un estandar interno, quercetina-3-O y B-D-glucésido a la muestra,

diluyéndose con agua. Esta dilucion se agreg6 al papel pulverizando con metanol para
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producir la desorcidn de los iones. Se aplicé un potencial de 5,0 kV y generd un spray
de iones entrando asi al MS/MS para ser detectados. Estas muestras, se sometieron
también a Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento con deteccion ultravioleta (HPLC-
UV). En la comparacion, se evalué que estos polifenoles estaban sobreestimados
mediante el andlisis de HPLC-UV, debido a la coeluciéon de la muestra, produciendo
una escasa selectividad en este método y un mayor tiempo de analisis. Sin embrago,
en el caso de PS-MS, se obtuvieron unos mayores limites de deteccion de 0,70 — 0,79

pI/L y se consigui6 un tiempo de analisis menor.

Otro de los andlisis llevados a cabo con este sustrato de papel fue la deteccion de
antioxidantes como hidroxitirosol y tirosol totales en el aceite de oliva virgen extra
(Bartella et al., 2020). Para ello, se realiz6 un pre-tratamiento de la muestra sencillo. Se
agrego 56 ul de una solucién madre de 2000 ppm que contenia D2-hidroxitirosol y D2-
tirosol a la muestra. Esta se mezcla se homogeneizo en el vortex y se extrajo con 4 ml
de una disolucion etanol en agua (7:2, v:v) mediante centrifugacion. 500 pl del extracto
se mezcl6 con 500 ul de &cido clorhidrico y se sometid a hidrélisis en un microondas.
La mezcla resultante se diluyé en 5 ml de agua y se cargdé en un cartucho para
extraccion en fase sélida (SPE), en donde primero se lavo tres veces con 5 ml de agua,
y posteriormente se eluyé con 2 ml de metanol. Esta solucidon obtenida se depositd
sobre el papel, al cual se le aplica hexano y metanol. Con la aplicacion de un potencial
de 5,0 kV, genera un spray que es detectado por MS/MS. Los valores de deteccion
obtenidos, de 0,5 y 1,6 ul/L respectivamente, indicaron que este método proporciona
una buena sensibilidad para la determinacidon de este analito. La linealidad se estudio
con las curvas de calibrado obtenidas en el analisis de cinco soluciones de hidroxitirosol
y tirosol con un rango de concentracion de 2,5-20 ppm. Los resultados obtenidos fueron

lineales con un coeficiente de correlacion mayor a 0,998.

La melamina puede estar presente en los alimentos como consecuencia de su uso en
los materiales de contacto en los alimentos. Sin embargo, en 2008 se produjo una alerta
mundial por los altos niveles encontrados en productos lacteos destinados a la
alimentacion especial de lactantes y nifios pequefios procedentes de China. Estos altos
niveles de melamina generan cristales en las vias urinarias y se dieron casos de
muertes de lactantes a consecuencia del consumo de estos alimentos (AESAN, 2024).
Es por esto que se considera de vital importancia el analisis de estos alimentos. Para

detectar la melamina en leche mediante MS de ionizacidn por pulverizacion de papel
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de pre-concentracién super hidréfoba (SHPPSI-MS) se afiadié una concentracién de
melamina de 630 ppm sobre una muestra de leche sin este analito (Basuri et al., 2019).
Una vez realizada la pre-concentracion de la muestra, se agrega sobre el papel de
celulosa y se le aplica metanol como solvente. Al aplicar un rango de potencial de 3-5
kV, gener6 un gas siendo detectado por MS. Se compararon los espectros obtenidos
en el analisis de la leche con y sin la adiccibn de melanina, concluyendo que la
melamina detectada es 200 pg/kg en la leche adulterada. A demas, se vio, que esta
técnica necesitaba de menos volumen de muestra e implicaba una facil preparacion de
la muestra, asi como un menor tiempo de analisis, ya que la muestra no requeria de

pre-tratamiento como en el caso comentado anteriormente.
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Tabla 4.1. Andlisis de compuestos en alimentos mediante métodos basados en PS-MS con sustrato de celulosa.

Limite de
Suspt;:teol e Analito Matriz Solvente / Voltaje Instrumentacion deteccion Referencia
Acefato, clorpirifos Piel de o (Moura et al.,
Celulosa y ciazofamida tomate MeOH (0,1% FA) / 4 kV MS/MS 0,01ul/L 2020)
Pirazol,
isopirazam, Vinos (Ren et al
Celulosa ﬂuxaplfrgzs?/,penflu enriquecidos MeOH /2,5 kV QgqQ-MS/MS 0,002 pl/L 2016)
piraclostrobina
MeOH (0,1% FA) /
Celulosa  Beta-cipermetring ~ 2umode (0.1% FA) QTRAP-MS/MS 0,03 pllL (Yang et al.,
manzana 3,5kV 2015)
Aldicarb, imazalil, Naranjas,
metiocarb, pomelos, H,0 (0,1% FA): ACN ) (Evard et al.,
Celulosa metomilo, y uvas | (2:8, v:v) 1 3.2 KV QqQ-MS /MS < 0,005 pllL 2015)
tiabenzazol limones
Imazalil y . ., MeOH:H,O (1:1, viv) / (Liu et al.,
Celulosa Tiabenzadol Piel del limén 4.5 KV MS/MS 1 ul/L 2010)
Celulosa Melamina Leche MeOH/ 3-5 kV SHPPSI-MS 200 uglkg (Basuri et al,
adulterada 2019)
Acido benzoico y : ACN :H20 (9:1, v:v) / 0.1 pg/mL (Yuetal.,
Celulosa Vitamina C Bebidas —3. 0KV MS/MS 0.3 pg/mL 2018)
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Continuacion Tabla 4.1. Analisis de compuestos en alimentos mediante sustrato de celulosa.

Limite de
Sus;;::: £e Analito Matriz Solvente / Voltaje Instrumentacion deteccion Referencia
Celul Rucu, MeOH (0,1 % FA) /
elulosa i i e , _Arhi ) .
Atracina, dl_uron y repollo, ( o FA) Q-Orbitrap-MS / 0,00123-0,025 pliL (Pereira et
metomilo lechuga y col 3,5 kV MS al., 2016)
rizada
Celulosa Acido fendlico y : (Bartella et
flavonoides Vino MeOH /-5 kv LIT-MS i al., 2022)
: Hidroxitirosol:
Hidroxitirosol y Aceite de Hexano y MeOH / (Bartella et
Celulosa . oliva virgen MS/MS 0,5 ul/L
tirosol i -5 kV al., 2020)
extra Tirosol: 1,6 pl/L
A . (Mazzotti
Celulosa Flavanone-O Bebidas MeOH / 5 KV QqQ-MS/MS 0,70 - 0,79 pllL etal,
glucosidos citricas 2021)
Celulosa Cafeina Bebidas MeOH/ 5 kV MS/MS 0,0016 pliL (Taverna et
gaseosas al., 2016)
kV = Kilovoltios QTRAP= Triple Cuadrupolo con Trampa de lones Lineal
LIT= Trampa de lones Lineal Q-Orbitrap= Cuadrupolo-Orbitrap
MS= Espectrometria de Masas MS/MS= Espectrometria de Masas en Tandem
IT= Trampa de lones SHPPSI= Espectrometria de Masas de ionizacion por pulverizacion de papel de
QqQ= Triple Cuadrupolo preconcentracion superhidréfoba
FA= Acido Férmico ACN= Acetonitrilo

MeOH= Metanol
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4.2 PS con recubrimiento de silice.

Las matrices mas analizadas mediante PS con recubrimiento de silice han sido matrices

complejas como leche (Wang et al., 2015) y muestras de carne (Zhang et al., 2012).

El sustrato de papel recubierto por silice se basa en un papel de celulosa recubierto por
particulas de silice. Este se pude preparar in-situ, quedando reflejado en la Figura 4.1.
Se suspenden particulas de silice en agua desionizada con almidén de maiz cuya
funcién es actuar como agente adhesivo. Esta suspensién se filtra por un embudo a
vacio directamente sobre el papel de filtro. Finalmente se aplica alcohol para eliminar
el agua restante. Este papel también se puede adquirir comercialmente. Sin embargo,
diversos estudios han demostrado que el papel preparado in-situ posee mejores
propiedades, como resistencia térmica y capacidad de absorcion, ademas de ser mas

econémico (Wang et al., 2015).

Figura 4.1. Proceso de preparacion de papel recubierto de silice. Adaptacién de (Zheng et al., 2015).

Una vez obtenido el papel recubierto, ha sido de interés en varias aplicaciones

alimentarias, todas ellas incluidas en la Tabla 4.2.

Dentro de sus aplicaciones, la mas empleada es el andlisis de pesticidas. Un analito
comun en la literatura es el metolacloro. EI metolacloro se trata de un compuesto
guimico usado como herbicida. Hasta el 2023 ha estado permitido su uso, sin embargo,
en 2024, la EFSA lo ha retirado segun establece en el Reglamento de Ejecucion (UE)
2024/20. Se ha detectado un alto riesgo de toxicidad de esta sustancia activa, ya que
se puede encontrar en las aguas subterraneas y suelos y por consecuencia en algunos

animales y alimentos (EFSA, 2023).

El analisis del metolacloro, acetocloro, alacloro, napropamida, pretilacloro, butacloro y
bencenoacetamida en la leche tratada (Wang et al., 2015) se llevé a cabo preparando
soluciones de dichos pesticidas por dilucion en metanol/agua (1:1, v:v), con una

concentracion de 0.001pg/mL. Estas soluciones se agregaron a muestras de leche,
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pipeteando 5 pl del estdndar en 495 pl de leche con una concentracidn de pesticida de
10000 pl/L. Las muestras de leche con menor concentracion de pesticidas se
prepararon con una serie de diluciones, cada una con un pequeio volumen de muestra
de pesticida. 2 pl de estas muestras de leche se agregaron sobre diferentes tipos de
papeles, como el papel recubierto de silice, papel sin recubrir y papel recubierto
comprado comercialmente. Se pulveriz6 metanol/agua (1:1, v/v) y al aplicarle un voltaje
de 3,5 kV produjo un spray con los analitos, siendo detectado por MS/MS. Al papel
preparado recubierto de silice se le agreg6 almidon de maiz modificado como agente
adhesivo de la muestra a este sustrato. Esto demostré una mejora de 2 veces en el
rendimiento Optimo y en la sensibilidad del andlisis del metolacloro. Ademas, la sefial
este herbicida junto con el de alacloro, son 5,7 y 11,3 veces mayores con el papel
recubierto de silice preparado que con el comprado. Los limites de deteccion obtenidos
utilizando el papel preparado recubierto de silice fueron de 3,3 — 33 pl/L, 2 a 10 veces
mayores que los obtenidos con el papel comprado o papel sin recubrimiento,
demostrando que el papel recubierto de silice preparado es mejor para obtener una alta
sensibilidad de pesticidas en leche, ya que estos son analitos se retienen mejor en el

sustrato de papel en lugar de penetrar a través de este.

Con respecto a las matrices de carne, se han descrito la determinacién de aditivos
alimentarios. Estos son compuestos que se encuentran hoy en dia en la mayoria de los
alimentos, no solo para conservar, sino también para aportar un aspecto mas apetitoso
para el consumidor. Sin embargo, un mal uso de ellos puede generar grandes riesgos
en la seguridad alimentaria y el clenbuteroles uno de ellos. Zang y colaboradores
realizan un analisis cuantitativo del mismo (Zhang et al., 2012). Para ello se procedi6 a
la homogenizacion de la muestra de carne de cerdo y se deposito sobre el sustrato de
papel, se empled una solucion de metanol en agua (9:1, v:v) y se genero el espray tras
aplicarle 3,5 kV. Los resultados obtenidos demostraron la dependencia del clenbuterol
con la del mismo en la muestra. A su vez, se obtuvo una relacién linear de R?> 0,998,
y un limite de deteccion de 1,0 ug/kg, entrando dentro del rango establecido por el
Reglamento (UE) N° 37/2010, en donde, el limite maximo establecido es de 1000 —
5000 ug/kg, por lo que demuestra que se trata de un método rapido y eficaz para la

determinacién de este compuesto en carne.
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Tabla 4.2. Analisis de compuestos en alimentos mediante sustrato recubierto de silice.

Limite de
Sus;)t;:t;: de Analito Matriz Solvente / Voltaje Instrumentacion deteccion Referencia
Celulosa MeOH:H,O (8:2v:v) / (Wang et
recubierto Metolacloro Leche tratada 2 o MS/MS 3,3 ul/L
o 3,5 kV al., 2015)
de silice
Acetocloro,
Celul alacloro,
elulosa napropamida MeOH:H,O (8:2v:v) / (W
. : ; ‘Hy 2V ) _ ang et
recubierto pretilacloro, Leche tratada 3,5kV QqQ-MS/MS 3:3-33.0pilL al., 2015)
de silice
butacloro y
bencenoacetamida
Celulosa . oy
MeOH:H,0 (9:1 viv) /
recubierto Clenbuterol Carne 20 ( ) MS / MS 1,0 pg/kg (Zhang et
de silice 3,5 kv al. 2012)

kV = Kilovoltios

MS= Espectrometria de Masas

MS/MS= Espectrémetro de masas tandem

QqQ-= Triple Cuadrupolo

MeOH= Metanol
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4.3 PS con recubrimiento de polimeros de impronta molecular (MIP).

Con PS recubierto con polimeros de impronta molecular (MIP) se han analizado
diferentes matrices, entre ellas: frutas como manzana, platanos y uvas (Pereira et al.,
2018), maiz (Ramalho et al., 2022), y leche (Li et al., 2017).

Los MIP son materiales selectivos con sitios de reconocimiento generados hacia una
molécula de control o un andlogo (Zink et al., 2018; Samah et al., 2018). Este se puede
preparar in-situ, tratandose de una polimerizacion de mondémeros, en donde se
disuelven con un solvente adecuado. A continuacion, se agrega el analito de interés y,
una vez disuelto, se deposita sobre un sustrato de papel (papel de filtro, papel de
celulosa) y se deja evaporar el solvente. Finalmente se lava con algun solvente como
metanol y agua, y retira el analito, dejando asi unos huecos, denominados espacios de
union, en donde se produce la captura selectiva del analito durante el analisis. Esto
gueda representado en la Figura 4.2.

Disposicion de la
mezcla

Agregacién +
del analito evaporacion del
solvente

el T gy O

Disolucién Analito Lavado Mip

del monémero

4
monémero

Figura 4.2. Preparacion de un papel recubierto con membranas de impronta molecular. Adaptacion
de (Diaz-Lifian et al., 2019).

Una vez generado el recubrimiento de papel, ha generado, una gran importancia en el
analisis de algunos analitos en alimentos. Algunos de ellos, quedan recogidos en la
Tabla 4.3.

Entre estos, esta el analisis de plaguicidas como el caso de herbicidas. En el andlisis
del acido 2,4-diclorofenoxiacético en frutas (Pereira et al., 2018), los autores optaron
por un pre-tratamiento de la muestra, en donde 15 g de las diversas muestras como
manzanas, platanos y uvas, se centrifugaron en tubos de polipropileno, con metanol en
porcién 1:1, p/v. Estas mezclas se filtraron a vacio, y en el extracto obtenido se

sumergio el sustrato de papel recubierto por MIP. Después se procedi6 a lavar el papel
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con agua descalcificada para la eliminacién del componente de la matriz en la matriz
polimérica. Se dejo secar, y se le aplicé 15 uL de metanol con 0,1% de FA para los
analisis del modo de ionizacion positiva y con 0,1% de NH,OH para el modo de
ionizacion negativa. Al aplicarle 3,5kV, generd un spray de iones con el analito de
interés, detectandose con el Q-Orbitrap-MS. Los limites de deteccidn obtenidos fueron
para la manzana, 0,60 pl/L platano, 0,31 pl/L y para la uva, 0,17 pl/L lo que demostro
gue la técnica PS-MS con MIP, genera una superficie quimicamente selectiva para el
analisis de estos analitos. Ademas, se obtuvieron rectas de calibrado lineales, asi como

un tiempo de analisis de segundos, ya que las muestras no necesitan casi tratamiento.

Otro de los analisis llevados a cabo con este recubrimiento, es la determinacion de
micotoxinas en alimentos. Su analisis es de especial interés, ya que se encuentran en
mohos y por consecuencia, con el paso del tiempo, en alimentos. En el andlisis de la
Fumosina B1 en maiz (Ramalho et al., 2020) se llevo a cabo una extraccion de la matriz
mediante una dilucibn de metanol en agua (8:2, v/v) en un tubo de centrifuga de
polipropileno. El sustrato de papel MIP se sumergio en el extracto del mismo modo que
lo comentado anteriormente, aplicando metanol 0,1% FA para favorecer el proceso de
ionizacion y con la ayuda la aplicacion de un voltaje de 4 kV, se gener6 un spray de
iones, detectado por MS/MS. Este mismo andlisis, se llevd a cabo con papel sin
recubrimiento. El limite de deteccion obtenido con MIP, de 0,0004 pl/L demostré que el
empleo de este recubrimiento genera una mayor sensibilidad y selectividad, asi como

una mejor precision y exactitud. Ademas, el tiempo de analisis es menor.

Sin embargo, aun se tienen que realizar estudios para la mejora de este tipo de
recubrimiento, asi como la eleccion del solvente, ya que tiene una importante funcion
de eliminar el componente de la matriz, reduciendo la interaccion no especifica en los
sitios de unién, haciendo que el analito se retenga mejor. Esto puede ocasionar mejoras

en los LOD, precision y exactitud (Pereira et al., 2018).
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Tabla 4.3. Andlisis de compuestos en alimentos mediante sustrato recubierto de membrana de impronta molecular (MIP).

Limite de
Suspt;:teol LS Analito Matriz Solvente / Voltaje Instrumentacion deteccion Referencia
MeOH (0,1% FA para
Celulosa Manzanas ionizacion positiva; Manzana:0,60 pl/L
) Acido 2 ,4- . ' o . . ) (Pereira et
recubierto de , . : platanosy 0,1 % de NH,OHpara  QOrbitrap-MS/MS  Platano: 0,31 pl/L
MIP diclorofenoxiacetico T tiva) / al., 2018)
uvas ionizacién negativa) Uvas: 0,17 pllL
3,5kV
Celylosa _ ' MeOH (0,1 % FA) / (Ramalho
recubierto de Fumosina B1 Maiz MS/MS 0,0004 pl/L et al.,
MIP 4 kv 2022)
Celulosa . | MeOH (0,1 % FA) / (Li et al.
recubierto de Ciprofloxacina Leche HPLC 0,02 pl/L 2017 ’
MIP 4,5 kV )
kV = Kilovoltios Q-Orbitrap= Trampa de Orbitales Hibrida Triple Cuadrupolo

MS= Espectrometria de Masas

HPLC= Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

FA= Acido Férmico

MeOH= Metanol

MIP= Impronta Molecular
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4.4 PS con recubrimiento de nanotubos de carbono (CNT).

Por ultimo, con PS recubierto de nanotubos de carbono (CNT) se han descrito de
manera efectiva, para la determinacion de compuestos en matrices como la naranja
(Narayanan et al., 2014), y el té (Zhang et al., 2012).

El nanotubo de carbono son laminas de grafeno enrolladas sobre un mismo eje,
formando una estructura cilindrica. Para la preparacion de este sustrato de papel, se
dispersa el CNT en un liquido portador (agua) y mediante mezclado mecanico o
tratamiento quimico, se obtiene una suspension de él. Con ayuda de una solucion de
polimeros se facilita la union de los CNT sobre el papel sumergiéndolo en esta solucién.
Para su secado, se hace uso de calor o técnicas de secado al vacio (Ma et al., 2022).
Una vez obtenido el recubrimiento de CNT, ha sido de gran utilidad para el analisis

alimenticio. Algunos ejemplos quedan recogidos en la Tabla 4.4.

El carbofurano se trata de unos de los pesticidas mas toxicos. Se usa para el control de
plagas de insectos en diversos cultivos como naranjos, maiz, patatas. Su uso esta muy
delimitado en los ultimos afios segun establece el Reglamento (UE) 2015/399 de la
Comisién (AESAN, 2015). Debido a esto, su analisis es de relevante importancia para
asegurar la salud mundial. Con PS se puede detectar este analito en la superficie de la
naranja (Narayanan et al., 2014). Para ello, se aplicé sobre la piel de la naranja este
pesticida en 50 ppm, para asi pasar sobre ella el papel CNT. Se le aplica como solvente
una solucion de metanol en agua (1:1, v:v). Al aplicarle 3 kV, produjo asi un flujo de
iones, siendo detectados por el LIT-MS. Con eso se demostré que la cantidad de la
muestra en la superficie de la fruta durante el frotamiento puede ser menor que la
cantidad aplicada, y por eso, el limite de deteccion es mucho menor que la

concentracion de la muestra aplicada.

Algunos de los compontes alimenticios como el caso de hormonas, vitaminas y acidos
grasos, se encuentran en alimentos, ya que tiene funciones importantes sobre el ser
humano. Sin embargo, un exceso de estos, pueden generar algunos problemas como
los comentados en el apartado 2.3.4. En otro trabajo, los investigadores analizaron
acido tetradecanoico, octadecilamina y metiltestosterona en el té (Zhang et al., 2012).
En este caso se utilizo el grafito del lapiz para recubrir el sustrato de papel. Previo a
ello, se hicieron pruebas usando diferentes tipos de lapices y diferentes marcas,

obteniéndose resultados similares en ambos casos. El recubrimiento se hizo sobre el
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papel de celulosa, en el que con la punta de un lapiz se pintd todo el sustrato hasta
dejarlo tintado por completo. Para el analisis, se extrajeron con ayuda de ultrasonidos,
hojas de té, con 10 ml de una solucidon de metanol en agua (1:1, v/v). El extracto se
filtrd, se concentrd y se aplico sobre el papel. Se agregd como solvente, una dilucion
de metanol en agua (7:3, v/v), de manera que aplicando un voltaje de -0,5 kV, se genero
un spray con los analitos, siendo captado por el LIT- MS. Este analisis se comparé
entre Espectrometria de masas de ionizacion/desorcion laser asistida por superficie
(SALDI-MS) y MS de andlisis directo en tiempo real (DART-MS). Se detectd que en el
caso del metiltestosterona, podia ser detectado por SALDI-MS a temperatura
ambiental, obteniendo buenos resultados. Sin embargo, con DART-MS no se detect6 a
temperatura ambiente, si no que requirié de un aumento de la temperatura a 200°C.
Con esto se concluyé que con SALDI-MS, se puede detectar iones a temperatura
ambiente, evitando asi la posibilidad de dafar las muestras con el calor. Ademas, con
el empleo de grafito ambiental, se obtuvo una deteccion de alta sensibilidad sin ninguna
sintesis complicada. Se produjo una mejora de la sefial del MS, proporcionado una gran

disponibilidad para simplificar el proceso de analisis.
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Tabla 4.4. Andlisis de compuestos en alimentos mediante sustrato recubierto de nanotubos de carbono (CNT).

Limite de
ggspt;:z Analito Matriz Solvente / Voltaje Instrumentacién deteccion Referencia
Celulosa . . . (Narayan
recubierta Carbofurano S:Japi;ﬂrgf.:e MeOH.H%Ci(\(; v/ LIT-MS / MS <<50 ul/L an etal.,
de CNT J 2014)
Celulosa Acido
recubierta tetradecanoico, Ta MeOH:H,O (7:3, viv) / LIT - MS _ (Zhang et
deCNT octadecilamina y -0,5 kV al., 2012).
(grafito) metiltestosterona
kV = Kilovoltios

LIT= Trampa de lones Linear

MS= Espectrometria de Masas

MeOH= Metanol
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5. CONCLUSION.

En este Trabajo Fin de Grado se ha realizado una revision bibliografica sobre la
combinacién de la técnica de spray por sustrato de papel (Paper-Spray) con
instrumentacion de MS para aplicaciones analiticas en alimentos. Es una técnica
sencilla que proporciona un rapido control de calidad de los alimentos, asi como un
buen rendimiento analitico, que tradicionalmente se logra mediante técnicas mas
complejas, costosas y exigentes, como GC y LC. Ademas, destaca por su menor
tiempo de analisis, debido a que normalmente no se necesita pre-tratamiento de la
muestra, asi como por su simplicidad y bajo coste, ya que no se requiere del empleo
de gran cantidad de disolventes, ocasionando asi un menor impacto medioambiental

y siendo mas sostenible.

Se han descrito diferentes metodologias con y sin recubrimiento del sustrato de papel
usado en PS, como MIPs y CNTs, los cuales ofrecen ciertas ventajas para la
determinacién de diversos analitos en una gran variedad de matrices alimentarias.
Mediante el empleo de los distintos recubrimientos, se han obtenido resultados con
un alto nivel de sensibilidad y selectividad, asi como unos buenos limites de deteccion.
Sin embargo, se ha deducido, que el uso de papel con recubrimiento de MIP reduce
de forma drastica los limites de deteccién y el tiempo de andlisis de los analitos en las
diferentes matrices alimentarias, en diferencia con el papel sin recubrir. No obstante,
con el uso de papel recubierto de CNT se obtuvo una reduccion en el voltaje aplicado,
asi como una mejora en la sensibilidad y en la sefial obtenida en MS, haciendo que

se trate una mejor opcion para el analisis alimentario.

Actualmente, hay investigaciones en donde se ha introducido la automatizacion de la
PS-MS, conllevando a otra reduccion del tiempo de andlisis. También se estan
desarrollando dispositivos mas pequefios y portatiles que permiten el analisis in-situ
de las muestras quimicas. Ademas, como tendencia de hoy en dia, se ha hecho uso
de la PS-MS para el andlisis de muestras biolégicas y medioambientales las cuales
han demostrado unos buenos resultados. Sin embargo, se debe seguir investigando,
realizando estudios mas profundos sobre ella para la mejora del rendimiento analitico,

sensibilidad y precision.
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