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RESUMEN

El aceite de oliva es uno de los alimentos principales en la dieta mediterranea. Su
valor de calidad y pureza se da gracias a que su elaboracion no lleva ningun
tratamiento quimico, por lo que no se altera la composicidn original. Por este motivo
es necesario un control del producto para garantizar su seguridad y los valores
mencionados, y poder detectar contaminaciones y posibles fraudes por adulteracion.
Para ello es necesario realizar técnicas de analisis siguiendo los protocolos de la
Unién Europea, los cuales van siendo actualizados para que dichas técnicas sean

mas rapidas, selectivas, sensibles y econdmicas.

En este trabajo de fin de grado se presenta la busqueda en bases de datos, y sus
resultados, de nanomateriales utiles como sorbentes para las extracciones de los
analitos previas a los analisis del producto, ademas de sus correspondientes

condiciones.
ABSTRACT

Olive oil is one of the main foods in the Mediterranean diet. Its value is attributed to the
absence of chemical treatments during production, preserving its original composition.
For this reason, it is necessary to control the product to guarantee its safety and the
values mentioned, and to be able to detect contamination and possible fraud due to
adulteration. To achieve this objective, comprehensive analysis techniques aligned
with European Union protocols are imperative. These techniques are continuously

evolving, aiming for increased efficiency, selectivity, sensitivity, and cost-effectiveness.

This end-of-degree project focuses on researching databases, and analyzing their
results to identify nanomaterials suitable as sorbents for analyte extraction before
product analysis. The project also encompasses determining the optimal conditions for

utilizing these nanomaterials effectively.



1. INTRODUCCION

1.1. Aceite de Oliva. Importancia y propiedades.

El aceite de oliva es uno de los alimentos clave dentro de la dieta Mediterranea.
Como definicion, el aceite de oliva es aquel que se obtiene del prensado de la
aceituna. Se clasifican en distintas categorias comerciales segun su evaluacion
organoléptica como, por ejemplo, el indice de acidez, que dependen del cultivo de la
aceituna (Comisién Europea, 2022):

e Aceite de oliva virgen extra: el producto de maxima calidad. Este tipo de
aceites se elaboran con aceitunas recogidas directamente del olivo y que se
encuentran en perfectas condiciones. El proceso de elaboracion se realiza
en tales condiciones que eviten la oxidacion de la aceituna y asegurando su
perfecta conservacion.

e Aceite de oliva virgen: tiene el mismo proceso de elaboracion que el aceite
de oliva virgen extra, es decir ambos se denominan zumos de aceituna
extraidos mediante procesos mecanicos. Sin embargo, debido a una mayor
madurez de la aceituna, esta variedad presenta una mayor acidez.

e Aceite de oliva lampante: es el aceite de peor calidad y no es apto para el
consumo humano. No obstante, aunque no sea apto para consumo per se,
este pasa por procesos de refinado para poder comercializarlo y que no
presente un riesgo para la salud del consumidor.

e Aceite de orujo de oliva: se obtiene mezclando aceite de orujo de oliva
refinado con aceite de oliva virgen.

La riqueza del aceite de oliva se presenta en microcomponentes como
carotenos, tocoferoles, fitoesteroles, compuestos fendlicos y compuestos terpénicos,
los cuales hacen que se trate de uno de los alimentos clave dentro de la dieta
Mediterranea. Su principal interés es el aporte a nuestro organismo de multiples
beneficios saludables como la prevencion de cancer, la reduccién de enfermedades
neurodegenerativas, la reduccion de problemas cardiovasculares, etc. Este ultimo se
debe a que el aceite de oliva tiene un alto contenido en acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) en forma de acido oleico (Aparicio, Harwood; 2013).

El aceite de oliva virgen extra y el aceite de oliva virgen, al no ser sometidos a

procesos de refinado, conservan una alta variedad de micronutrientes beneficiosos



como vitaminas, carotenoides, escualeno y compuestos fendlicos (Aparicio, Harwood;
2013).

Para poder atribuir dichas propiedades saludables, es de suma importancia
conocer la calidad del producto, es decir, que cumpla con lo establecido en la
Legislacion y, por tanto, tenga las caracteristicas necesarias para el consumo y la
salud. Actualmente, las propiedades fisico-quimicas y organolépticas de los aceites
de oliva estan reguladas por la Union Europea (UE), concretamente en el Reglamento
2019/1604 donde también son establecidos los métodos de analisis de los mismos.
No obstante, a pesar de la legislacion, existen fraudes, por lo que es necesaria la
continua actualizacion de dichas reglas para evitarlos (Conte et al. 2020). De esta
forma, se mantiene en linea la deteccion de adulteraciones con otros tipos de aceites;
por lo que su analisis y determinacion de ciertos compuestos es completamente
necesario.

Por lo general, la autenticidad de un producto significa cumplir con las normas
de legislacién del pais donde se vende y que esté descrito en su etiquetado (Tena et
al. 2018). La razdn principal detras de los fraudes en la industria del aceite de oliva es
el elevado costo de este producto. Los fraudes implican la adulteracion del aceite de
oliva con aceites de menor calidad para obtener ganancias econémicas. Por ejemplo,
uno de las actividades mas comunes de fraude es la adulteracion del aceite de oliva
virgen extra con aceite de orujo de oliva. Para detectar dicho fraude se realiza la
determinacion de los compuestos intrinsecos del producto, ya que cada tipo de aceite
contiene un determinado valor de estos compuestos. Uno de ellos son los acidos
grasos que pueden ser clave para su identificacion.

Ademas de la monitorizacion de adulteraciones de aceites de oliva, es importante
un seguimiento de las posibles contaminaciones que pueda adquirir el producto desde
el cultivo hasta su venta. Por ejemplo, un mal almacenaje, recolecta de la aceituna en
malas condiciones, falta de limpieza en las instalaciones de la almazara (Mafra,
Coimbra 2004) o la migracion de contaminantes desde el envase hasta el producto
como los ftalatos (Pereira et al. 2019). También es posible una contaminacién por la
presencia de pesticidas, cuyo uso es frecuente para la cosecha de la aceituna, por lo
que, al encontrarse en el fruto, esta presente también en el aceite. Cabe destacar que
la determinacién de la calidad de este producto es fundamental debido al gran
beneficio econdmico que aporta a las empresas, sobre todo en Espafia, ya que es el

pais que, segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion:. “Espafia es el
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principal actor en el mercado mundial del aceite de oliva que se caracteriza por una

tendencia creciente del consumo gracias a sus propiedades beneficiosas desde el

punto de vista nutritivo y de la salud”.

1.1.1. Compuestos intrinsecos de aceites de oliva.

Son numerosos los compuestos que contienen los aceites de oliva. Estos se

dividen en componentes saponificables y componentes insaponificables. En la tabla 1

se muestran algunos ejemplos representativos de cada uno de los compuestos

mencionados. La fraccidn saponificable constituye el 98% del peso total del aceite, en

ella encontramos:

Acidos grasos libres: La cantidad de &cidos grasos depende de la variedad
y madurez de la aceituna. Los mas comunes son el acido palmitico (C16:0),
el acido palmitoleico (C16:1), el acido oleico (C18:1), y el acido linoleico
(C18:2) (Gunstone 2011). Su contenido determina el indice de calidad del
aceite ademas de ser util para su identificacion, ya que cada tipo de aceite
contiene un determinado valor de acidos grasos.

Triglicéridos: Constituyen la mayor parte del aceite. Su estructura se
compone por una molécula de glicerol y tres acidos grasos (Ramirez-Tortosa
et al. 2006). Su determinacion sirve para la identificacion de adulteraciones
del aceite de oliva con aceites de semillas.

Diglicéridos: Su estructura se compone por una molécula de glicerol y dos
acidos grasos. Se encuentran en forma de 1,2-diglicéridos y 1,3-diglicéridos
y se forman por biosintesis incompleta de triglicéridos o lipdlisis. Su
presencia en el aceite de oliva se considera un indice de calidad, ya que
determina la frescura del producto (Gunstone 2011).

Monoglicéridos: Aunque se encuentran en pequefas cantidades, el indice
de acidez depende de estas (Gunstone 2011).

Ceras: Son ésteres de acidos grasos en alcoholes. Cada categoria de aceite
de oliva presenta una concentracion especifica, por lo que sirven para

determinar el indice de calidad y pureza (Aparicio, Harwood; 2013).



Fosfolipidos: Son moléculas anfipaticas constituidas por un glicerol, un grupo
fosfato y dos acidos grasos. Estas le atribuyen la propiedad antioxidante al

aceite de oliva (Aparicio, Harwood; 2013).

La fraccion insaponificable constituye un 2% del peso total del aceite, donde se

encuentran:

Hidrocarburos: No se encuentran de forma natural, sino que aparecen debido
a la refinacion. De esta forma, se pueden detectar adulteraciones de aceite
de oliva virgen extra o aceite de oliva virgen con aceites refinados (Gunstone
2011).

Compuestos fendlicos: La presencia de estos compuestos en los aceites de
oliva dependen de la produccion y el almacenamiento. Debido a sus
propiedades antioxidantes, el aceite consigue ser un producto que
contribuye en la prevencién de enfermedades como el cancer, por lo que su
contenido es un parametro de calidad. El aceite de oliva virgen extra es el
que presenta un mayor contenido (Tuck, Hayball 2002).

Pigmentos: Son los que les dan el color caracteristico a los aceites debido a
la presencia de compuestos como la clorofila y los carotenoides, cuyo
contenido depende del cultivo de la aceituna y el proceso de produccién del
aceite, por lo que se considera un indice de calidad (Gunstone 2011).
Tocoferoles: Ademas de los polifenoles, son compuestos antioxidantes
naturales en el aceite de oliva. Su contenido depende del estado de
maduracién de la aceituna, por lo que cuanto mayor sea la maduracion de la
aceituna, menor sera el contenido de estos compuestos (Aparicio, Harwood;
2013).

Esteroles: Forman la mayor parte de la fraccion insaponificable. Su contenido
depende de las condiciones de cultivo y estado de maduracion de la aceituna
ademas del proceso de extraccion, refinacién y almacenamiento del aceite.
Se considera un parametro de calidad y pureza, ya que con estos

compuestos pueden detectarse las adulteraciones (Kygyk et al. 2016).



Tabla 1. Estructuras de compuestos intrinsecos de los aceites de oliva (Estructuras obtenidas de PubChem)

Compuesto Estructura Compuesto Estructura Compuesto Estructura
Acidos [_,_.J/
grasos I ' Pigmentos Ceras
. ; |
libres " g !
A 7 H
Triglicéridos rfw QOJ Fosfolipidos Hidrocarburos
Wj/r‘ \r'f:/‘ﬂo :JZL’V\? "
J\ s e o
Diglicéridos ks ; i - Monoglicéridos | S Aaasssn 00 Esteroles
ol 0
!
Compuestos 0, Compuestos =
. \/W , Tocoferoles
volatiles H fendlicos e




e Compuestos volatiles: Son compuestos como hidrocarburos, cetonas,
ésteres, etc. Su presencia se debe a la descomposicion de los
hidroperdxidos por la temperatura, presidn o presencia de antioxidantes,
provocando asi una alteracién del sabor y olor de los aceites (Aparicio,
Harwood; 2013).

e Alcoholes grasos: Son alcoholes lineales saturados en forma libre vy
esterificados. Su contenido depende por el cultivo de la aceituna y el

procesamiento (Gunstone 2011).

1.1.1.1. Acidos grasos

Los aceites y grasas se encuentran en forma de triglicéridos donde los grupos
hidroxi del alcohol son esterificados por acidos grasos saturados e insaturados.
(Christy, Egeberg 2006). Ambos son importantes para la actividad bioldgica tanto en
alimentos como seres vivos, por lo que su presencia en el aceite determina la pureza
de dicho producto y por esto se pueden detectar adulteraciones con otros tipos de
aceite, ya que, ademas, cada tipo de aceite tiene una composicion caracteristica de
acidos grasos, lo que hace que su contenido sea también un indice de autenticidad
(Wabaidur et al. 2016).

Su estructura es una cadena hidrocarbonada donde en cada extremo hay un
grupo carboxilo y un metilo. Cada acido graso se diferencia en el numero de atomos
de carbono e insaturaciones.

Otro indice que se puede evaluar gracias a la presencia de acidos grasos libres
es la acidez, ya que se encuentran en este estado debido a la hidrdlisis de los
triglicéridos que se puede dar durante la produccidn del aceite y el almacenamiento.
Cuantos mas acidos grasos libres contenga el aceite, mayor sera la acidez, por lo que
su contenido es un factor de calidad a evaluar (Guo et al. 2019).

Dichos parametros que se pueden conocer gracias al contenido de acidos grasos
libres, los aceites de oliva se pueden clasificar en funcién de ellos, por lo que el
Reglamento Delegado (UE) 2022/2104 tiene establecidos los niveles de acidez que
debe tener como maximo cada tipo de aceite y qué porcentaje de acidos grasos. En
la tabla 2 y en la tabla 3 aparecen el nivel acidez y composicion de acidos grasos

libres, respectivamente, de cada categoria segun el reglamento:



Tabla 2. Clasificacion de los aceites de oliva en funcidn de su acidez segin Reglamento Delegado
(UE) 2022/2104

Categoria Acidez (%)
Aceite de oliva virgen extra <0,80
Aceite de oliva virgen <20
Aceite de oliva lampante >2,0
Aceite de oliva refinado <0,30

Aceite de oliva que contiene
exclusivamente aceites de oliva refinados <1,00

y aceites de oliva virgenes

Aceite de orujo de oliva crudo -

Aceite de orujo de oliva refinado <0,30

Aceite de orujo de oliva <1,00

1.1.1.2. Fosfolipidos

Los fosfolipidos son biomoléculas derivadas del glicerol beneficiosas para la
digestion en los seres humanos. Aunque son componentes menores del aceite de
oliva, y no existe una cantidad regulada para el aceite de oliva, son los principales
responsables de las estructuras de las membranas bioldgicas, ademas de poseer
propiedades nutricionales. Sirven también como biomarcadores de cancer, diabetes,
entre otras enfermedades, ademas de tener efectos antiinflamatorios (Shen et al.
2014).

Las materias insaponificables como los lipidos, pueden constituir hasta el 10%
del aceite, por lo que se puede determinar el origen de la grasa y llegar a saber si hay

fraude por adulteracion (Gémez-Coca et al. 2015).



Tabla 3. Clasificacion de los aceites de oliva segiin su composicion en acidos grasos segun Reglamento Delegado (UE) 2022/2104

Composicion de acidos grasos (%)

Categoria
Miristico | Linolénico | Araquidico | Eicosenoico | Behénico | Lignocérico
Aceite de oliva virgen extra <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.20 <0.20
Aceite de oliva virgen <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.20 <0.20
Aceite de oliva lampante <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.20 <0.20
Aceite de oliva refinado <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.20 <0.20
Aceite de oliva que contiene exclusivamente
aceites de oliva refinados y aceites de oliva <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.20 <0.20
virgenes
Aceite de orujo de oliva crudo <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.30 <0.20
Aceite de orujo de oliva refinado <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.30 <0.20
Aceite de orujo de oliva <0.03 <1.00 <0.60 <0.50 <0.30 <0.20




1.1.2. Contaminantes externos a los aceites de oliva

Ademas de los compuestos que presentan los aceites de oliva intrinsecamente,
también pueden presentar contaminantes como los que aparecen en la tabla 4. Esto
conlleva la alteracion de su composicion y pueda resultar perjudicial para la salud
humana. Dichos contaminantes pueden ser debidos durante los procesos de
produccion y/o almacenamiento en malas condiciones, o bien, por el cultivo de la
aceituna donde se pueden llegar a utilizar numerosos plaguicidas, haciendo asi que
queden restos en el fruto y, por ende, llegue al aceite y cause efectos nocivos en los

consumidores.

1.1.2.1. Hidrocarbonos aromaticos policiclicos.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son compuestos formados por
un minimo de dos anillos de benceno en diferentes configuraciones. Son
contaminantes altamente nocivos para la salud, ya que se tratan de moléculas muy
estables (Lawal 2017) y, por tanto, presentan propiedades téxicas, carcindbgenas y
mutagénicas, llegando asi a la prioridad por su determinacién (Zhang et al. 2017).

Su presencia en el aceite de oliva se debe principalmente al tipo de recolecta de
la aceituna. La recolecta mecanica hace que tenga contacto con los gases que
produce el motor, los cuales son una fuente de HAP, y de esta forma se produce la
contaminacién del fruto (Ekner et al. 2022). Aunque dicha contaminacién también se
puede deber a la extraccidon de solventes durante su produccion o al envasado con el
plastico (Zhang et al. 2017).

Segun el Reglamento (UE) 835/2011, con el fin de minimizar el riesgo de la salud,
se tiene establecido que un 2.0 ug/kg como nivel maximo PAH como el benzo(a)pireno
y un nivel maximo de 10 pg/kg para la suma de benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno y criseno para la mayoria de aceites (Comision Europea, 2011).

1.1.2.2. Micotoxinas
Las micotoxinas son contaminantes que se producen de forma natural por la
presencia de moho. Su presencia en los aceites de oliva es debida al almacenamiento

de la aceituna en condiciones favorables de temperatura para la formacion de estos
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hongos. Entre los numerosos tipos de micotoxinas se encuentran la aflatoxina B1,
ocratoxina A (Ghitakou et al. 2006), y fumonisina B1.

Estos compuestos son altamente perjudiciales para la salud. Las aflatoxinas son
potencialmente téxicas, carcindgenas, mutagénicas e inmunosupresores (Yu et al.
2015), las ocratoxinas A presentan toxicidad para el higado, el sistema nervioso y el
sistema inmunitario, incluso pueden provocar defectos congénitos (Dridi et al. 2015) y
las fumonisinas B1 producen toxicidad hepatica, renal y cardiovascular (Voss et al.
2007).

Aunque no hay establecido ningun valor maximo permitido para el caso del aceite
de oliva, pero si para otros alimentos, sus efectos perjudiciales para la salud, son

motivo para su determinacion en los analisis y asi evitar los riesgos que conllevan.

Tabla 4. Estructuras de contaminantes de los aceites de oliva (Estructuras obtenidas de PubChem)

Compuesto | Estructura | Compuesto | Estructura |Compuesto| Estructura

Hidrocarburo Q
aromatico

Micotoxina
policiclico

Plaguicida [/

1.1.2.3. Plaguicidas

Para obtener un cultivo fructifero es habitual que la agricultura tenga que
depender del uso de plaguicidas para evitar los dafios que producen ciertos insectos.
Para el caso de los olivos, se utilizan plaguicidas para eliminar insectos como la mosca
del olivo, barrenillos, etc. (Hakme et al. 2018). El problema de emplear este tipo de
productos, es que quedan como residuo en la linea de produccion del aceite. Por lo
que son contaminantes del fruto y del producto final, pasando directamente al
consumo humano provocando efectos nocivos para la salud. Por este motivo, la

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) tiene
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establecidos Limites Maximos de Residuos (LMR) de plaguicidas en los alimentos,

por lo que resulta indispensable la determinacion de éstos en los aceites de oliva

(Lopez-Blanco et al. 2018).

Uno de los tipos de plaguicidas que se llegan a usar para los olivos son los

organofosforados, los cuales son compuestos persistentes en el medio ambiente

durante un largo periodo de tiempo dependiendo de sus propiedades y condiciones

climaticas. De esta forma, los humanos o animales se ven perjudicados.

Los compuestos organofosforados que se determinan mayoritariamente en los

aceites de oliva son:

Deltametrina: Es un piretroide de tipo Il artificial eficaz para eliminar plagas
como la de la mosca del olivo. Si se utilizan grandes concentraciones, puede
provocar intoxicaciones, danos hepaticos y edema pulmonar entre otras
(Galadima et al. 2021). Sin embargo, si se usan las dosis adecuadas, los
consumidores no tienen ningun riesgo y, ademas los parametros fisico-
quimicos del aceite no se ven alterados. (Kamoun et al. 2014)

Dimetoato: Es un compuesto muy comun para combatir plagas como las de
la conocida mosca de la fruta (Bactrocera oleae), que provoca danos en la
produccion de los aceites de oliva, aunque tiene el inconveniente de provocar
riesgos para la salud y el medio ambiente (Bakas et al. 2013) debido a sus
caracteristicas altamente mutagénicas y cancerigenas (Martins et al. 2015).
Fention: Es un plaguicida organofosforado potencialmente téxico y
contaminante para el medio ambiente, ademas de sus productos de
oxidacion. También es un disruptor endocrino, siendo asi perjudicial para las
funciones tiroideas. (Kitamura et al. 2003). Dentro del grupo de plaguicidas
organofosforados, el fention es el mas utilizado para combatir plagas de
mosquitos, y aunque ha sido eliminado de las listas de fitosanitarios,
actualmente se sigue usando en varios paises. Asi, este compuesto llega a
la aceituna y, por consiguiente, al aceite de oliva junto a sus metabolitos, ya
que se degrada en la aceituna. La FAO, la OMS y la Comisién del Cédex
Alimentarius han establecido como LMR 1 mg/kg para el fention y sus
metabolitos (Bakas et al. 2014).

Malation: Es un plaguicida organofosforado que, como otros de su mismo

grupo, producen toxicidad para el medio ambiente y la salud. Provoca
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enfermedades en el higado, la sangre y el rifidn, infertilidad (Selmi et al.
2018) entre otras.

e Metidation: Es uno de los compuestos que mas se utilizan, por lo que su uso,
al igual que el resto de los compuestos mencionados, es perjudicial para la
salud (Altuntas et al. 2002). Tiene efectos perjudiciales en el sistema
nervioso de los organismos provocando que no haya transmision del impulso

neural. (Gungordu 2013)

1.2. Nanomateriales para el analisis de aceites de oliva.

Para hacer uso de los nanomateriales para los analisis de aceites de oliva, se
utilizan métodos convencionales y oficiales que sirven para la extraccion de los
diferentes analitos que se mencionan en este Trabajo Fin de Grado.

Segun la Recomendacién de la Comision Europea de 10 de junio de 2022
relativa a la definicion de nanomaterial: “Por «nanomaterialy se entiende un material
natural, accidental o fabricado, constituido por particulas soélidas que estan presentes
individualmente o como particulas constituyentes identificables en agregados o
aglomerados, y en el que el 50 % o mas de estas particulas en la granulometria
numeérica cumple al menos una de las condiciones siguientes: (Comisién Europea,
2022)

“Una o mas dimensiones externas de la particula se hallan en el intervalo de
tamarios comprendido entre 1 nmy 100 nm”.

Los nanomateriales son habitualmente aplicados como sorbentes para extraer
contaminantes en matrices muy variadas, debido una alta capacidad de adsorcioén y

gran area superficial, ademas algunos de ellos pueden ser muy selectivos.

1.2.1. Polimeros de Impronta Molecular (MIPs)

Los polimeros de impronta molecular (MIPs) son aquellos que se forman a partir
de un compuesto como plantilla. Esto les hace uno de los materiales sorbentes mas
selectivos hasta el momento. La impresion molecular es una técnica para crear un
material. Tras su creacion, dicho material tendra espacios y puntos de interaccion,

donde puedan reconocer ligandos o grupos funcionales de una misma familia de

13



analitos selectivamente. Como se observa en la figura 1, es necesario tomar un analito
representativo del grupo, que actuara como “molécula plantilla” para el resto de
moléculas a determinar, ya que la plantilla es un elemento que dirige a los grupos
funcionales. Dicha molécula se elige en funcion de sus propiedades fisico-quimicas
(Chen et al. 2016). Ademas, no deben reaccionar durante el proceso (Almajed Asaad
Abdullah Sfoog et al. 2022).

Los elementos principales durante una impresién molecular son: la molécula
plantilla, un iniciador, reticulante y monomeros. Se realiza una polimerizacion por
radicales libres entre un iniciador y mondémeros, los cuales se agregaran
excesivamente, creando asi un complejo monémero-plantilla. Luego se selecciona un
reticulante adecuado para formar una matriz de MIP porosa y estable (Shahar et al.
2016).

Las ventajas de los MIPs son sus propiedades de alta capacidad quimica y fisica,
selectividad y reproducibilidad. También son resistentes a la alta presién y
temperatura (Almajed Asaad Abdullah Sfoog et al. 2022).
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Figura 1. Formacion de MIP (Chen et al. 2016)

1.2.2. Nanoparticulas de dioxido de titanio

Dentro de la amplia variedad de nanoparticulas descritas, el diéxido de titanio
(TiO2) presenta altas capacidades sorbentes debido a su tamafo, propiedad
superficial y morfologia. De entre sus numerosas ventajas se encuentran su bajo

coste, su alta estabilidad quimica y su baja toxicidad (Bagheri et al. 2015).
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Segun las condiciones de reaccion, las nanoparticulas de TiO2 pueden presentar

distintos tamafos y porosidades (Liu et al. 2015, Wang et al. 2022).

1.2.3. Silica mesoporosa

Los nanomateriales de silice son potenciales sorbentes de contaminantes debido
a que tienen una estructura estable, un area de superficie especifica alta y porosidad
variable, ademas de no ser perjudicial para el ambiente y facil de sintetizar.

Los nanomateriales de silice se clasifican en 5 tipos:

1) Nanomateriales de silicio.

2) Nanomateriales de oxidos de silice.

3) Nanomateriales de organosilice.

4) Nanomateriales de silsesquioxano.

5) Nanomateriales de silica mesoporosa.

Dentro de esta clasificacion, en funcion de sus propiedades fisico-quimicas estan
los nanomateriales de silica no porosas, mesoporosas, nucleo-capa y huecas. Cada
uno de ellos tienen un método de sintesis diferente. Generalmente, tanto la silica
mesoporosa como el resto de nanomateriales de silice, son sintetizados por hidrdlisis
y condensacion de tetraalcoxisilanos. En el caso de que el interés del material sea
mas poroso, suelen afiadirse también tensioactivos en el medio de reaccion. Este tipo
de material tienen una alta area superficial, alta porosidad, mesoporosidad uniforme,
considerable biodegradacion y elevada estabilidad térmica y mecanica (Li et al. 2021).

En algunas ocasiones y con el objetivo de aumentar las capacidades sorbentes
de este tipo de materiales, estos suelen ser funcionalizados con grupos funcionales
como: -NH2, -COOH, -OH, etc. De este modo pueden aumentar las interacciones
analito sorbente durante el proceso extractivo. En la figura 2 puede observarse un

ejemplo de este proceso.
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R = -NH,, -SH, -COOI. ...

Functionalization

A 4

Desorption

* M Melal ions

Figura 2. Ejemplo de funcionalizacion de silica mesoporosa en adsorcion de iones pesados (Li et al.
2021).

1.2.4. Redes metal-organicas (MOFs)

Las redes metal-organicas (MOF) son materiales compuestos por cluster
metalicos y ligandos organicos por medio de enlaces de coordinacion. Se caracterizan
por ser los materiales con mayores areas superficiales conocidas. Su alta porosidad
puede alcanzar hasta un 90% de su propio volumen (Poole 2020). Ademas, presentan
una buena estabilidad en condiciones de humedad y estabilidad térmica (Li et al.
2019).

. $ R o PP
MOP-1 DO-MOF Be,,(OH),,(BTB),

Figura 3. Estructuras de los MOF (Kampouraki et al. 2019)

En la figura 3 aparecen varios tipos de MOF, entre los que se encuentran el
Material Institute Lavoisier (MIL), el cual es el mas aplicado para el analisis de aceites
de oliva. Los MILs son un tipo de MOF sintetizados con metales de transicion y
ligandos de acido dicarboxilico. Dentro de este grupo, encontramos los MIL-53, MIL-
68, MIL-88, MIL-96, MIL-100 y MIL-101. Este ultimo es el que mas se utiliza por ser el
mas eficiente, ya que cuenta con una mayor porosidad. Pueden emplear cromo o
hierro en su estructura, MIL-101(Cr) o MIL-101(Fe) (Poole 2020).
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1.2.5. Nanomateriales de carbono

Existen multitud de estructuras basadas en unicamente carbono (Fig.4).
Actualmente, se clasifican segun su superficie, via sintética y siendo las mas
comunes: nanofibras de carbono (CNF), tamiz molecular de carbono, carbono basado
en plantilla, carbono amorfo, carbono poroso, carbén activado, fullereno, éxido de
grafeno, puntos cuanticos de grafeno, oxido de grafeno reducido, nanotubo de
carbono (CNT), nanodiamante de carbono, puntos de carbono, etc. (Ramar, Balraj
2022)

Graphena Carbon nanotubes Carbon dots  Carbon nanofibers Nanodiamonds Buckminsterfullerene
Figura 4. Algunos tipos de nanomateriales de carbono (Ramar, Balraj 2022).

Los sorbentes que se utilizan para el analisis de aceite de oliva son los nanotubos
de carbono y nanocomposite de 6xido de grafeno. Los nanotubos de carbono son
laminas enrolladas en forma de cilindro de grafeno donde los atomos de carbono
tienen enlaces sp2. Hay tres tipos: de pared simple (una hoja de grafeno), de pared
doble (dos nanotubos de carbono) y de pared multiple (varias capas de grafeno)
(Iorahim 2013). Su ventaja como sorbente se encuentra en su estructura, ya que
tienen una alta estabilidad térmica, mecanica y quimica, ademas de una gran area
superficial, siendo asi utiles para compuestos polares y apolares (Liang et al. 2014).
También poseen buenas conductividades eléctricas y térmicas (Ibrahim 2013).

Los oxidos de grafeno son compuestos amorfos de carbono, hidrégeno y oxigeno
con una estructura bidimensional (Brisebois, Siaj 2020). Son derivados del grafeno ya
que su formacion se debe a la oxidacién de éste gracias a agentes oxidantes. De esta
forma el carbono cambia de hibridacion sp2 a sp3 (Singh et al. 2023). Presenta un
caracter hidrofilico y su interaccion superficial es bastante alta (Brisebois, Siaj 2020),

lo que hacen que sea ideal como material adsorbente.
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2. OBJETIVOS

Este trabajo de fin de grado se centrara en la descripcidn objetiva, tras la sintesis

de informacidn, del uso de nuevos materiales en el analisis de compuestos intrinsecos

y externos de aceites de oliva.

Para llevar a cabo este objetivo principal sera necesario realizar una serie de

objetivos secundarios:

Realizar una investigacion y analisis de las diferentes técnicas de extraccion,
con el fin de comprender su funcionamiento y aplicaciones, asi como sus
limitaciones y desafios.

Describir las propiedades y caracteristicas de los nuevos materiales mas
utilizados en dichas técnicas, como composicion, tamano, forma, estructura
y propiedades superficiales.

Desarrollar la capacidad de seleccionar vy filtrar la informacién necesaria
encontrada. Asi como integrar y defender los conocimientos adquiridos con

criterio cientifico.

3. METODOLOGIA

Para ampliar conocimientos sobre el aceite de oliva, su importancia para la salud

humana y, sobre todo, el interés de monitorizar los mismos para garantizar su calidad

y evitar fraudes, se ha hecho uso de reglamentos europeos como el Boletin Oficial del

Estado (BOE) y la Comisién Europea, los cuales son:

REGLAMENTO DE EJECUCION (UE) 2022/2105 DE LA COMISION de 29
de julio de 2022 por el que se establecen las normas relativas a los controles
de conformidad de las normas de comercializacion del aceite de oliva y a los
métodos de andlisis de las caracteristicas del aceite de oliva.
REGLAMENTO DE EJECUCION (UE) 2019/1604 DE LA COMISION de 27
de septiembre de 2019 por el que se modifica el Reglamento (CEE) n.o
2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites
de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis.

REGLAMENTO (UE) No 835/2011 DE LA COMISION de 19 de agosto de
2011 que modifica el Reglamento (CE) no 1881/2006 por lo que respecta al

18



contenido maximo de hidrocarburos aromaticos policiclicos en los productos
alimenticios.

e REGLAMENTO DELEGADO (UE) 2022/2104 DE LA COMISION de 29 de
julio de 2022 por el que se completa el Reglamento (UE) n.o 1308/2013 del
Parlamento Europeo y el Consejo, en lo que respecta a las normas de
comercializacion del aceite de oliva.

Ademas, se ha recurrido a los organismos como la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) donde se ha hecho uso de una
base de datos para encontrar los tipos de plaguicidas en los aceites de oliva. Por otro
lado, se ha hecho uso de las normativas recogidas en el Coédex Alimentarius,
concretamente de la norma para los aceites de oliva y aceites de orujo de oliva CXS
33-1981.

Estos recursos han sido de ayuda para conocer los niveles permitidos por la
Legislacion de los compuestos intrinsecos o ajenos que puede contener la muestra,
asi como su proporcion para evaluar su calidad. Una vez identificados cuales podrian
ser esos compuestos intrinsecos o ajenos, se hizo uso de bases de datos para
encontrar las estructuras y propiedades de dichos compuestos. Cabe destacar, que
estas busquedas se han realizado en inglés por ser el idioma principal en la ciencia.

PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) es una web que proporciona

todos los datos sobre los compuestos quimicos, ademas de su estructura y
nomenclatura.

Para la seccién de resultados y discusion se han empleado bases de datos de
tipo bibliografico: Scopus, ScienceDirect y Google Académico. En cuanto a los
nanomateriales, son diversos los que se utilizan como sorbentes en diferentes tipos
de extracciones de los compuestos que pueden encontrarse en los aceites de oliva.
Para conocer cuales son dichos sorbentes, se ha realizado una busqueda bibliografica
exhaustiva que ha permitido, no sé6lo conocer los materiales empleados para la
monitorizacion de este producto, sino ademas obtener conocimiento sobre sus
propiedades, sintesis y ventajas que presentan su aplicacion.

Con dichas busquedas se ha conseguido la obtencidn de distintos articulos y
revistas cientificas publicados hasta la fecha actual. En funcion de los intereses de
busqueda, se filtraron palabras clave. La principal en todas las bases de datos fue
“olive oil” y, como se muestra en la figura 5, en Scopus se filtré como segunda palabra

clave el nombre del nanomaterial: “metal organic framework”, “carbon nanotubes”,
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” “

“graphene oxide”, “molecular imprinted polymers” y “mesoporous silica”. Para el caso
de “carbon nanotubes” fue necesario especificar el area de la quimica y, por tanto, no
obtener resultados pertenecientes a otras areas.

Para la seleccion de articulos se descartaron aquellos donde los estudios se

realizaban para otras muestras como biodiesel u otros tipos de aceites que no eran

de oliva.
METAL ORGANIC )
FRAMEWORK 8 RESULTADOS | 1 ARTICULO
CHEMISTRY
.| CARBON NANOTUBES | » 19 RESULTADOS | 3 ARTICULOS
OLIVE OIL

» GRAPHENE OXIDE —— 18 RESULTADOS | 2 ARTICULOS

MOLECULAR
IMPRINTED POLYMER

—— 14 RESULTADOS | 11 ARTICULOS

»| MESOPOROUS SILICA —— 18 RESULTADOS | 1 ARTICULO

Figura 5. Referencias seleccionadas en Scopus

En Science Direct, como se muestra en la figura 5, se filtr6 como tercera palabra
clave: “sorbent” debido a la necesidad de especificar la funcion del nanomaterial y
descartar los articulos donde los nanomateriales tenian otra utilidad que no cumplia
con los objetivos.

A diferencia de Scopus, en ScienceDirect la cantidad de resultados fue mayor
por la variedad en areas y tipos de articulos, por lo que fue necesario especificar el
area de la quimica y articulos de investigacion. Para obtener resultados actualizados,
se filtré por fechas a partir del 2010.

Aunque estas filtraciones resultaron de utilidad, cabe destacar que en esta base
de datos se realizé la segunda busqueda, por lo que algunos resultados ya se habian

obtenido previamente en Scopus y fue necesario descartarlos.
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METAL ORGANIC
FRAMEWORK

+ CHEMISTRY 7
— 637 RESULTADOS M 110 RESULTADOS ————— 29 RESULTADOS | 2ARTICULOS
| + RESEARCH
SORBENT ARTICLES
MOLECULAR
» [IMPRINTED }|—
POLYMERS YEAR = 2010 + CHEMISTRY -
| — 395 RESULTADOS ————— 70 RESULTADOS ——— 48 RESULTADOS | {1 ARTICULO
+ RESEARCH
Az SORBENT ARTICLES
o/ MESOPOROUS
ot YEAR = 2010 + CHEMISTRY
| 399 RESULTADOS —————— 74 RESULTADOS — = 18 RESULTADOS | 1 ARTICULO
+ RESEARCH
SORBENT ARTICLES
CARBON YEAR = 2010 + CHEMISTRY "
* SORBENT [ 2508 RESULTADOS m&mu RESULTADQS — 195 RESULTADOS | 3ARTICULOS
ARTICLES

Figura 6. Referencias seleccionadas en Science Direct
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La informacién sobre los nanomateriales de didxido de titanio solo se ha obtenido
con el buscador Google Académico debido a que en las otras no se encontrd la
informacion que se buscaba. De la misma forma, con las palabras clave: “olive oil”,
“titanium dioxide” y “sorbent” se consiguid un resultado.

Por otro lado, a través de este buscador también se han hallado referencias
sobre las propiedades de cada uno de los nanomateriales, asi como los compuestos
que se pueden determinar con ellos en los aceites de oliva.

Ademas, se ha utilizado la base de datos Refworks, un software de gestion
bibliografica que permite la creacién de referencias para la inserciéon de citas y
bibliografias que aparecen en este Trabajo de Fin de Grado.

Por ultimo, para realizar las figuras que aparecen en este apartado indicando la
busqueda en cada base de datos, se ha hecho uso de Microsoft PowerPoint.

4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Tras la busqueda bibliografica de materiales utilizados como sorbentes para la
extraccion de compuestos intrinsecos y contaminantes de los aceites de oliva, se
encontraron 5 tipos de nanomateriales que se utilizaban para varios tipos de
extraccion previos a las técnicas de analisis correspondientes. En la tabla 5 se
encuentran los parametros mas relevantes de la bibliografia seleccionada.

e Extraccion en fase solida (SPE). Consiste en un cartucho con un sorbente

confinado. A través de este, se hace pasar una cierta cantidad de muestra
liguida, de este modo los analitos quedaran retenidos en el sélido y
posteriormente eluidos para su analisis. Dicha retencion sera fruto de la
afinidad de estos por la fase sélida. Como norma general, la extraccion lleva
4 pasos fundamentales: acondicionamiento para activar la fase sodlida, de
modo que sus poros y puntos de interaccién se encuentren libres para poder
interaccionar con los analitos en cuestion; carga de muestra, en el cual los
analitos y alguno interferencia procedente de la matiz, queda retenido en el
sorbente sdlido; lavado, para eliminar interferencias que quedan retenidas
en el cartucho; y la elucién para extraer el analito separandolo del sorbente.
En este ultimo paso es crucial la seleccion del disolvente de elucién. En la
figura 8 se muestra un esquema de un procedimiento convencional de SPE.

En este caso concreto es un ejemplo donde el MIP es el sorbente.
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Figura 8. Ejemplo de extraccion en fase soélida con MIP (Maranata et al. 2021)

Extraccién en fase sodlida dispersiva (dSPE): Esta técnica consiste en la
dispersion de un sorbente en la muestra con objeto de retener el analito
mediante su interaccion. Una vez que el sorbente es anadido a la muestra,
este se somete a agitacion externa, ya sea vortex, ultrasonidos, agitacion
manual... de este modo se favorece la interaccion “analito-sorbente”
obteniendo mejores resultados extractivos. Con la centrifugacion o filtraciéon
se consiguen separar ambas fases. A continuacién, se procede a a la elucién
de los analitos del sorbente para su analisis como se muestra en la figura 9.
Al igual que en el caso de la SPE, es crucial elegir el disolvente extractante
en este ultimo paso, para garantizar que todos los analitos han sido extraidos
de nuevo del sorbente. Sus principales ventajas son la rapidez y facil
utilizacion, y debido al bajo consumo de disolventes, es una técnica
respetuosa con el medio ambiente (Islas et al. 2017).
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Figura 9. Ejemplo del proceso de dSPE (Islas et al. 2017)
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Extracciéon en fase sdlida dispersiva asistida por imanes (MdSPE): La
estrategia es la misma que el caso anterior, no obstante, en este caso en
lugar de emplear centrifugacién, decantacién o filtracion, aprovechamos las
propiedades magnéticas del sorbente. Como se muestra en la figura 10, en
este caso, se anade el sorbente con propiedades paramagnéticas a la
muestra, se agita y una vez que el analito quede retenido, mediante un iman
se separa del resto de la muestra. Finalmente, mediante una elucion, el
sorbente queda retenido en el iman y se libera el analito para determinarlo
mediante la técnica de analisis correspondiente. Esta técnica aporta la
ventaja de ser bastante sencilla y rapida, ya que no necesita de pasos como

la filtracion o centrifugacion para tratar la muestra..
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Figura 10. Ejemplo de extraccién en fase sélida magnética (Plastiras et al. 2021)

Extracciéon por dispersion de matriz en fase sélida (MSPD): al contrario de
los casos descritos hasta ahora la MSPE se emplea para la determinacion
de muestras en estado sodlido, no liquido. Consiste en aumentar el area
superficial de una muestra solida. Para ello se mezclan con el denominado
agente dispersante que puede ser, entre los mas usados, gel de silice, C18
o incluso arena (Fig.11). Dicho material, tiene la funcién de aumentar la
superficie de extraccion de la muestra, dejando disponibles posibles puntos
de interaccion analito-eluyente. Ademas, facilita la adsorcion y retencion de
los analitos ya que es capaz de estabilizar la fase sdlida, asegurando asi que

los analitos queden capturados y se mantengan en la fase extractante
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durante el proceso. Se homogenizan ambos soélidos y se colocan en un
cartucho o una columna, para seguir un proceso similar a la SPE descrita
durante esta seccion (con todas sus etapas, carga, lavado y elucion). En la
figura 11 se muestra un ejemplo de esta técnica.

S —————

Figura 11. Proceso de MSPD (Ding et al. 2019)

Microextraccion en fase solida (SPME): Esta técnica deriva de la SPE, pero
en este tipo de estrategias, el sorbente se encuentra depositado sobre un
soporte metalico de pequeno grosor, por lo tanto las cantidades de sorbentes
son infimas en comparacion con otras técnicas Como se muestra en la figura
12, consiste en la adsorcion de analitos en una fibra recubierta por un
sorbente solido sin necesidad de uso de grandes cantidades de disolventes,
incluso con consumo nulo. Consta de dos etapas, la primera es la extraccion
de analitos de la muestra a la fibra y, posteriormente, su desorcién para el
analisis.

Respecto a la extraccion, hay dos formas de realizarlas:

1. SPME en espacio de cabeza (HS-SPME): Es valida para compuestos
volatiles en muestras liquidas o sélidas. El analito debe estar en forma
gaseosa para su retencién en la fibra.

2. SPME directa: Este modo sirve para muestras liquidas o solidas.
Consiste en la inmersion de la fibra en la muestra con objeto de que los
analitos queden retenidos en ella, de forma que se podra realizar la
desorcion.

En cuanto a la desorcién, hay dos modos que dependen de la muestra a

analizar. El primero es la desorciéon térmica, que no debe emplearse para
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compuestos no volatiles o termolabiles, ya que se realiza en un inyector de
un cromatografo de gases a alta temperatura. EI segundo modo es la
desorcion con disolventes donde la fibra se sumerge en un eluyente a una
temperatura no muy alta para llevar el objetivo. Mayoritariamente se inyecta
en HPLC.

A : Analyte
@ : Matrix N

|

1

Figura 12. Ejemplo de proceso de SPME (Weggler et al. 2020)
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Tabla 5. Nanomateriales para extraccion de compuestos en aceites de oliva.

TECNICA DE TECNICA DE
MATERIAL ANALITO EXTRACCION CONDICIONES EXTRACTIVAS ANALISIS REFERENCIAS
MIP
DR-MIP Dimetoato MdSPE! Tiempo irradiacion: 90 minutos (Garcia et al. 2020)
A: 440 nm y 365 nm ]
Tiempo agitacion: 10 minutos
MMIP Dimetoato MdSPE! Lavado: n-heptano (Garcia et al. 2018 (a))
Elucion: MeOH3
Acondicionado: n-heptano
Inif-MIP Dimetoato SPE* Lavado: n-heptano:20% CH2Cl2 (Martins et al. 2015 (a))
Elucion: MeOH3
Terbutilazing + Acondicionado: n-heptano HPLC-DAD?
DL-MIP Di Lavado: n-heptano:CH2Cl2 (Garcia et al. 2016)
Imetoato Elucion: MeOH?
SPE* — :
Acondicionado: MeOH3 + CH2Cl2
MIP Terbutilazina Lavado: CH2Cl2 (Garcia et al. 2015)
Elucion: MeOH3
Acondicionado: MeOH? + n-heptano
MIP Deltametrina SPE* Lavado: heptano:10% CH2Cl2 (Martins et al. 2015 (b))
Elucion: MeOH3
Acondicionado MeOH? + Hexano
MIP Fention SPE* Lavado: CH2Cl2:5% ACNS5 (Bakas et al. 2014)
Elucion: MeOH:2% TFAS
Acondicionado: Hexano HPLC-UV7
MIP Metidation SPE* Lavado: Hexano 20% CH2Cl2 (Bakas et al. 2012)
Elucion: MeOH?3 2% TFA®
MIP Dimetoato SPEA vavado: Flexanort iz 2 (89:19) (Bakas et al. 2013)
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MMIP

Tiempo agitacién: 40 minutos

Feromona MdSPE! Lavado: Hexano GC-MS8 (del Carmen Alcudia-
Elucién: MeOH? Leodn et al. 2016)
MOF
Disolvente: Ac. Formico 2% + ACN®
0
MIL-101(Cr) | Fumonisinas |  dSPE® . 60% HPLC-MS/MS™|  (Yang et al. 2023)
Tiempo agitacion: 15 min
Elucién: ACN3:Ac. Férmico 10%
Temperatura extraccion: 30°C
P . Tiempo extraccion: 40 min
- 11 _FID12
MIL-88(Fe)/GO| Acido ftalico SPME Temperatura desorcion: 260°C GC-FID (Zhang et al. 2018)
Tiempo desorcion: 10 min
Nanomaterial de carbono
Gog;glli?/lirgirlg de| Esteres ftalicos| SPME? T desorcion: 230°C GC-FID™?  |(Amanzadeh et al. 2016)
GO/Fe304- Tiempo agitacion: 1 min 13 :
Acido fitico PAHSs MdSPE! Elucién: Tolueno HPLC (Jietal.2017)
Fe304/GO- , Elucién: MeOH? 14 .
Dopamina Benzo[a]pireno Tiempo elucion: 0,5 — 2,5 min HPLC-FLD (Li et al. 2022)
Monopalmitato 9 _ L . GC-FID"2 .
GO/Fe304 2-glicerilo dSPE Solventes: Hexano:Eter dietilico GC-MS? (Rashidi et al. 2022)
Acondicionado: Acetona . .
Pesticidas SPEA Lavado: Hexano GC-MS® ('-OpeZ'Fezf))et al. 2009
Nanotubo de Elucién: Acetato de etilo
carbono Componente 1: MWCNT'6 + H20 +
NaDS'” (Lépez-Feria et al. 2009
15 _ 18
Ftalatos dLLME Componente 2: Aceite de oliva HS-GC/MS (b))
Tiempo agitacién: 1 min
MoS:-Grafito PAHs MdSPE! Tiempo agitacion: 1 min GC-MS®
Elucion: Tolueno

(Peng et al. 2022)
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Silica mesoporosa

Acondicionado: Acetona:H20 +

mSi Aftaloxinas SPE* Hexano HPLC-MS/MS™|  (Zhou et al. 2017)
Lavado: Isopropanol

Elucién: Acetona:H20

Nanoparticulas de dioxido de titanio

TiO: Fosfolipidos | MSPD1® B O e O, (Shen et al. 2013)
ABREVIATURAS

1Extraccién en fase solida dispersiva asistida por imanes "Microextraccion en fase solida
2Cromatografia liquida de alta resolucion con detector de 12Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama
diodos 3Cromatografia de liquidos de alta resolucién
3Metanol 14Cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a
4Extraccion en fase sélida detector de fluorescencia
SAcetonitrilo SMicroextraccion liquido-liquido dispersiva
6Acido trifluoroacético 18Nanotubo de carbono de pared muiltiple
"Cromatografia liquida de alta resolucion con detector 17Dodecilsulfato de sodio
ultravioleta 18Cromatografia de gases con espacio de cabeza acoplada a
8Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas espectrometria de masas
9Extraccion en fase solida dispersiva 19Extraccion por dispersion de matriz en fase soélida
19Cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a 20Desorcidn/ionizacion con laser asistida por matriz con
espectrometria de masas en tandem detector de tiempo de vuelo acoplado a espectrometria de

masas




4.1. Polimeros de Impronta Molecular (MIPs)

Dando un vistazo a la Tabla 5, se observa como los MIPs son los sorbentes mas
utilizados en el andlisis de aceites de oliva. Concretamente, en la literatura se
describen como potenciales sorbentes de plaguicidas, aunque también se ha descrito
para la determinacién de feromonas, las cuales pueden presentarse en el aceite como
consecuencia de plagas en el olivar durante el cultivo. Como se indica en la
introduccién, este nanomaterial se sintetiza a partir de una polimerizacion entre
monomeros y un iniciador en presencia de una plantilla para la formacion de un
complejo mondmero-plantilla; y con un reticulante se forma la matriz del MIP. De entre
los iniciadores mas empleados, se encuentra el 1,1-azobis(isobutironitrilo) (AIBN) y
como reticulante, el dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA) es el mas empleado (Garcia
et al. 2018 (a); Garcia et al. 2015; Bakas et al. 2013; Bakas et al. 2014; Bakas et al.
2012; Martins et al. 2015 (a); Martins et al. 2015 (b); del Carmen Alcudia-Ledn et al.
2016), debido a que facilita la unién del analito a los grupos funcionales gracias a la
flexibilidad que proporciona (Shaipulizan et al. 2020). Por otro lado, en algunos casos
se emplean trimetacrilato de trimetilolpropano (TRIM) (Garcia et al. 2020; Garcia et al.
2018 (b)), ya que su estructura ramificada por tres grupos vinilo facilita alta resistencia
y sitios de unién efectivos en los polimeros (Hasanah et al. 2021). Otro elemento
importante para la obtencién de un MIP es su composicion polimérica, los monémeros
mas empleados son aquellos metacrilicos, siendo los mas utilizados la acrilamida
(Bakas et al. 2014; Martins et al. 2015 (b)) o el acido metacrilico (Garcia et al. 2015;
Martins et al. 2015 (a)), debido a que es donador y aceptor de enlaces de hidrégeno,
y, por tanto, es compatible con multiples moléculas que actuan como plantilla para la
formacion del complejo (Vasapollo et al. 2011; Nishchaya et al. 2023). No obstante,
esto depende de la afinidad entre el monomero y la molécula plantilla que debe ser
bastante alta. Es por ello que otros estudios hacen uso de derivados de la misma. La
adicion de ciertos grupos funcionales al monémero implica que la relacion monémero-
plantilla sea mas estable, como es el caso de la metacrilamida (Garcia et al. 2018 (a);
Martins et al. 2015 (b)), acido itacénico (Bakas et al. 2013), N,N’-metilenobisacrilamida
(Bakas et al. 2012), acido 4-[(4-metacriloiloxi)fenilazo]bencoico (MPABA) (Garcia et
al. 2020; Garcia et al. 2018 (b)), o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (del Carmen
Alcudia-Leon et al. 2016). Garcia et al, con el objetivo de abarcar la determinacion de
analitos de distinta naturaleza, sintetiza el denominado MIP de doble capa (DL-MIP),
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el cual hibrida dos MIPs obtenidos a través de plantillas de analitos distintas, lo que le
confiere una cierta versatilidad a la hora se extraer ciertas familias de compuestos
(Garcia et al. 2016).

Una vez obtenido el MIP, es necesario el disefio del proceso extractivo. EI mas
empleado en este tipo de materiales es la SPE, debido a la comodidad de confinar el
mismo en un cartucho (Bakas et al. 2014; Garcia et al. 2015; Bakas et al. 2012; Martins
et al. 2015 (a)). No obstante, algunos autores realizan algunas modificaciones del MIP
en funcion de la técnica extractiva mediante el cual va a ser empleado para el analisis
de aceites de oliva. Es el caso de la MASPE, en la cual es necesario afiadir un material
con propiedades magnéticas que confiera al MIP la posibilidad de recolectarse por
medio de un iman de neodimio. Es el caso de Garcia et al. y del Carmen Alcudia-Leo6n
et al. (Garcia et al. 2020, Garcia et al. 2018 (a), del Carmen Alcudia-Leon et al. 2016).
Dichos autores, agregan nanoparticulas de FesOs4 durante la sintesis del MIP,
aportando asi ciertas caracteristicas paramagnéticas al material sorbente.

Cabe destacar que la utilidad de los MIPs no solo se encuentra en las técnicas
de SPE y esquemas similares, sino que también se pueden utilizar en técnicas de
separacién donde unicamente se irradia luz UV en la muestra en disolucion y en
presencia del sorbente denominado “photo-MIP”, formado a partir de un monémero
fotosensible para la extraccion (Garcia et al. 2018 (b)). Un caso particular es la
extracciéon de dimetoato haciendo uso de DR-MIP, un sorbente con capacidad de
respuesta “doble”, ya que con él se consigue un resultado foténico y magnético en la
extraccion. Esto es resultado de su formacién a partir de un mondémero fotosensible y
nanoparticulas de FesOs que le proporciona el magnetismo. Como se muestra en la
figura 13, se realiza una MdSPE, y para ello, primero hay que irradiar con luz visible
la muestra con el sorbente afiadido, y asi poder separar de la matriz el sorbente con
el analito retenido mediante un iman. Para conseguir separar el analito del sorbente
hay que irradiar con luz UV, y de esta forma se consigue extraer el sorbente, de nuevo,

por un iman, dejando libre el analito para la técnica de analisis (Garcia et al. 2020).
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Step 1: Sample preparation Step 2: Uptake of Dmt by DR-MIPs

™
o DR-MIP
oo o e
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° [} Extraction Magnetic separation
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Step 3: Release of Dmt from DR-MIPs Step 4: Quantification of Dmt
uv
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At: 90 min . ’) [ ] ®
] V 0.°

° Reusablein step 1

Magnetic separation °
Quantification HPLC/DAD

Figura 13. Proceso de extraccion con DR-MIP (Garcia et al. 2020)

4.2. Redes metal-organicas (MOFs)

Los MOFs, han despertado gran interés en la comunidad cientifica por sus
propiedades unicas. Entre ellas, |la elevada area superficial y su estabilidad térmica y
quimica, los hacen idoneos como sorbentes en estrategias de SPE. Es por ello que
algunos autores han empleado MOFs para la determinacion de contaminantes
externos procedentes de unas inadecuadas condiciones de almacenamiento del
aceite de oliva, como son las fumonisinas y acido ftalico.

Yang et al., describen la extraccion de fumonisinas de forma exitosa, haciendo
uso de MIL-101(Cr) en estrategias de dSPE. Debido a su estructura flexible resulta
ser un sorbente muy versatil para extraccion en general. Ademas, los autores indican
que se obtienen unos resultados altamente selectivos, rapidos y precisos en
comparacién con las técnicas convencionales como el uso de columna de SPE o
cromatografia de cambio i6nico, las cuales son procesos mas largos y costosos. Hay
que tener en cuenta que este sorbente no adsorbe directamente en el aceite debido a
que puede afectar al metal, por lo que es necesario hacer un tratamiento previo a la
muestra con una solucién acuosa de ACN y acido formico para llevar a cabo la
extraccion. Ademas, resulta ser un nanomaterial reutilizable y con una alta
repetibilidad (Yang et al. 2023).

Por otro lado, Zhang et al. emplean el composite MIL-88(Fe)/GO para la
extraccion de acido ftalico a través de una estrategia de SPME. En este caso, no solo
se emplea el MOF como sorbente, sino que se crea un composite junto con GO. Esta

combinacion, potencia una elevada estabilidad al material ante una alta temperatura
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durante la extraccion. Una de las ventajas principales de este trabajo, es que el
recubrimiento en la fibra se realiza a través de enlaces covalente con acero inoxidable
que actua como soporte del sorbete. De este modo, ésta puede ser reutilizada hasta
en un centenar de ciclos, sin perder precision ni eficacia extractiva (Zhang et al. 2018).

No obstante, en el analisis de aceites de oliva, también se han empleado los
MOFs, pero esta vez no como sorbente en procedimientos extractivos. Wang et al.,
emplean el MIL-101(Fe) como matriz para la determinacidén de benzo(a)pireno en la
técnica MALDI-TOF aportando asi la ventaja de una buena reproducibilidad en la
medida, asi como una excelente ionizacion del hidrocarburo en cuestion (Wang et al.
2018). La técnica de analisis “Matrix Assisted Laser Desorpcion/lonization” (MALDI)
consiste en estudiar una matriz que lleva incorporada una muestra con el fin de
determinar compuestos de alto peso molecular. Tras la unidon muestra-matriz, se le
irradia laser UV con una longitud de onda de 337 nm, por lo que la matriz le transfiere
energia al compuesto que es desorbido e ionizado y, de esta forma, el analito pasa de
estado sdlido a gaseoso con carga. Por otro lado, esta técnica va acoplado al
analizador de tiempo de vuelo, que en inglés se conoce como “Time Of Flight” (TOF).
Una vez que se obtiene el analito ionizado, se determina con este analizador midiendo
el tiempo que tardan los iones generados en alcanzar un electrodo colector situado a
una distancia fijjada. El tiempo que alcanza cada ion depende de las masas

moleculares, ya que cuanto mas masa o carga tenga, mas tardara su alcance.

4.3. Nanomateriales de carbono

Los nanomateriales basados en carbono, son el segundo grupo mas empleado
en el analisis de aceites de oliva. DE entre ellos podemos definir 3 grupos bien
diferenciados: los GO, los CNT y grafito.

4.3.1. Compuestos de 6xido de grafeno

Los sorbentes formados con GO son los mas empleados en MASPE, como se
observa en la tabla 5. Esto se debe a que el nanomaterial esta sintetizado junto con
un compuesto magnético, Fe3Os, el cual otorga paramagnetismo al sorbente. Dichos
materiales magnéticos basados en GO, presentan elevada capacidad de adsorcion.
No obstante, presentan una cierta inestabilidad quimica. Son altamente oxidables, por
tanto, en el caso de determinaciones en medios hidréfobos, es conveniente

funcionalizarlo con el objetivo de proteger la estructura del material, con algun
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compuesto de origen anfipatico. Como casos concretos, en la literatura se encuentran
varios ejemplos para la determinacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHSs), Se han desarrollado sorbentes con mayor especificidad al ser funcionalizados
o combinados con otros materiales especificos, como el GO/Fes0s-Acido fitico para
la extraccion (Ji et al. 2017), cuyos autores realizan un estudio de recuperacion de
hasta 20 ciclos, y el Fe304/GO-dopamina para la extraccion de benzo[a]pireno (Li et
al. 2022), con prometedores resultados y bajos limites de deteccion.

Este ultimo sorbente con dopamina presenta las mismas ventajas que el resto
de composites basados en GO, pero con la excepciéon de requerir de menor cantidad
reactivos y un tiempo mas corto de extraccion. Esto es debido a que su estructura,
donde existe una union con dopamina, la cual aporta la ventaja de aumentar la
adsorcidn ya que la presencia de triglicéridos en el aceite puede interferir en la
deteccion del analito y ralentizar el proceso (Li et al. 2022).

La HS-SPME también hace uso de nanomateriales basados en GO para el
analisis de aceite. En este caso Amanzadeh et al. emplean un material de GO-Cloruro
de polivinilo para extraer ésteres ftalicos del aceite. Al ser una determinacion de
compuestos semi-volatiles, la desorcidn de los analitos se realiza en el mismo inyector
de GC, lo que elimina por completo el uso de disolventes organicos en el proceso
extractivo. Esto deriva en un tratamiento de muestra mas simple y respetuoso con el
medio ambiente en comparacion con otras. El GO, el cual tiene una alta afinidad por
los compuestos organicos, unido a un polimero como el cloruro de polivinilo en este
caso, presenta propiedades fisico-quimicas aventajadas con respecto a sorbentes
convencionales. Ademas, presenta una mayor robustez y se ha demostrado una
buena reproducibilidad y repetibilidad, asi como la capacidad de reutilizacion en varios
ciclos y elevadas recuperaciones (Amanzadeh et al. 2016).

El GO no solo se ha descrito para la extraccion de analitos en matrices de aceites
de oliva, sino que también se emplea como técnica de limpieza de la matriz. Un estudio
llevado a cabo por Rashidi y colaboradores emplea un nanomaterial de carbono en el
paso de limpieza de una dSPE para la posterior determinacion de monopalmitato de
2-glicerilo, siendo el unico compuesto intrinseco del aceite que se ha determinado
mediante nuevos nanomateriales. En este caso concreto, se emplea un
nanocomposite magnético de GO para eliminar compuestos interferentes. Asi, la
técnica resulta ser rapida y elimina efectos matriz que puedan interferir en la sefial de

la instrumentacion analitica (Rashidi et al. 2022).
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4.3.2. Nanotubos de carbono y derivados

Los CNT son sorbentes que se pueden utilizar para la extraccién de
contaminantes en el aceite de oliva como son los pesticidas y ésteres ftalicos. En el
caso de los pesticidas se emplean CNT de pared simple, los cuales han demostrado
una sensibilidad superior a materiales convencionales como C18. Se emplea
principalmente la SPE, con la ventaja de poder reutilizar el sorbente hasta en 100
ciclos (Lopez-Feria et al. 2009 (a)).

En el caso de los éstes ftalicos se ha descrito un material mas peculiar. Se realiza
una dSPE, con MWCNTs, sin embargo, estos se encuentran recubiertos por un
material liquido sorbente. Lépez-Feria et al. describen este procedimiento como una
ventaja para la eliminacién de efecto matriz junto con una elevada selectividad.
(Lopez-Feria et al. 2009 (b)). En este caso, no es exactamente una extraccion en fase
sélida ya que la fase extractante es liquida (surfactante), pero el procedimiento a
seguir es una dSPE al estar soportado en un sélido (MWCNTSs) (Lépez-Feria et al.
2009 (b)).

Aparte de los CNT, existen nanomateriales similares, como los nanohorns de
carbono. La diferencia entre ellos radica en su morfologia y, por ende, su funciéon. En
este caso, los nanohorns no actuan como sorbentes sino como matriz con una alta
capacidad de ionizacidén para la determinacion de triglicéridos en SALDI-MS sin la
necesidad de un tratamiento de muestra (Roverso et al. 2022). Esta técnica cuyas
siglas viene de “Desorcion/lonizacién Laser Asistida por Superficie” acoplado a
espectrometria de masas (MS), sirve para la determinacion de moléculas de bajo peso
molecular, al contrario que MALDI, aunque su procedimiento es bastante similar. En
este caso, la muestra se incorpora a la matriz para aumentar el area de superficie y
ésta absorbe la energia del laser que se le irradia para transferirsela a los compuestos
de la muestra. Tras esta transferencia de energia, se produce la desorcion e
ionizacion, y luego se analiza por MS. Durante este proceso, las moléculas, ademas

de ionizarse, se fragmentan, lo que permite determinar su relacion masa/carga.

4.3.3. Nanolaminas de MoS2 mesoporoso/grafito

Las nanoldaminas de MoS2 mesoporoso/grafito es un nanomaterial que se
MdSPE debido a sus propiedades magnéticas. Hasta ahora, se ha destacado que las
propiedades magnéticas de los nanometeriales incluidos en este TFG las aporta, de

modo general, el FesO4. Sin embargo, en este caso es el MoS2. Este sorbente es
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anfipatico, es decir, el MoS:2 es hidrofilico y el grafito es hidrofébico, lo que ha permitido

la extraccion efectiva hasta 13 PAHs. (Peng et al. 2022).

4.4. Silica mesoporosa

La silica mesoporosa es un nanomaterial utilizado en la extracciéon de aftaloxinas
presentes en los aceites de oliva. Su caracteristica distintiva es que permite llevar a
cabo una SPE en combinacién con un acido humico, el cual le confiere propiedades
anfipaticas para la extraccion del analito. Esto resulta en una técnica reproducible,

precisa y con una elevada capacidad de recuperaciéon (Zhou et al. 2017).

Otro articulo interesante, es el propuesto por Ahn y Kwak. En este caso, se
realiza isoterma de Langmuir y Freundlich para disefiar este tipo de nanomaterial con
el objetivo de determinar acidos grasos y clorofila en el aceite de oliva y asi investigar

la capacidad de adsorcién, selectividad y estabilidad en la muestra (Ahn, Kwak 2020).

4.5. Nanoparticulas de didxido de titanio para extraccion de fosfolipidos

Las nanoparticulas de TiO2 son empleadas en el trabajo de Shen et al. para
realizar una MSPD para la extraccion de fosfolipidos. Este trabajo ha resultado ser el
unico encontrado donde se extrae un compuesto intrinseco. No obstante, dicha
técnica solo se emplea para muestras sélidas, es decir, el aceite no es una muestra
adecuada para la extraccion; en su lugar, la muestra ha sido aceituna en este trabajo.
Ademas, se hace un estudio comparativo con el método Bligh & Dyer, el cual si es
adecuado para muestras de aceite tratandolo con disolventes.

Tras la extraccion con ambas técnicas, se utiliza MALDI-TOF/MS para
determinar el analito extraido. En el caso de Bligh & Dyer se obtienen resultados con
interferencias, los cuales son totalmente opuestos a los obtenidos con MSPD. En este
caso, los picos obtenidos en MS son limpios demostrando ser un método selectivo,
econdmico, rapido y con alto porcentaje de recuperacion, ademas de ser respetuoso

con el medio ambiente por el menor consumo de disolventes (Shen et al. 2013).
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5. CONCLUSIONES

En este Trabajo de Fin de Grado se han abordado diferentes tipos de sorbentes
basados en materiales para la extraccion de contaminantes y compuestos intrinsecos
del aceite de oliva. Se observa que un amplio numero de trabajos estan enfocados en
la extraccion de contaminantes, especificamente plaguicidas, debido a la notable
selectividad. Entre materiales mas utilizados en la literatura destacan los MIPs, los
cuales han demostrado ser los mas efectivos en comparacion con los CNT que
también son ampliamente empleados. Los GO magnético han sido también
empleados para la extraccion de otros contaminantes externos, como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, demostrando selectividad y especificidad. Estos
sorbentes de carbono han resultados ser efectivos debido a la union con un
compuesto anfipatico que han presentado cada uno de ellos. En menor medida,
escasos estudios han empleado estos materiales en técnicas para la extraccion de
micotoxinas y compuestos ftalicos.

La mayor limitacion del empleo de este tipo de materiales en técnicas extractivas
se debe a la complejidad de la matriz del aceite de oliva. Es por ello que se han
encontrado un numero limitado de trabajos que aborden la extraccion de compuestos
intrinsecos. Sin embargo, el didéxido de titanio se ha empleado puntualmente para la
extraccion de fosfolipidos en aceituna, aunque este tipo de extraccién escogido solo
es valido para muestras sélidas y, por tanto, no se puede aplicar para la extraccion de
aceite de oliva.

Por otro lado, seria interesante ampliar el campo de conocimiento para el uso de
nanomateriales capaces de extraer compuestos intrinsecos del aceite de oliva, como
los triglicéridos, acidos grasos o estigmastadienos. De esta forma, seria posible
detectar fraudes de forma rapida y fiable, aprovechando las ventajas de selectividad

que ofrecen estas técnicas.
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