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El consumo y la producción de aceite de oliva virgen (AOV) 

se ha incrementado en los últimos años de manera considerable, lo 

que otorga a este producto de una gran importancia económica y 

social. Entre los compuestos del aceite de oliva, los fenoles resultan 

fundamentales para la estabilidad, sabor y aroma del aceite. Por 

ello, el estudio de la actividad antioxidante de compuestos 

fenolicos presentes en el aceite y la caracterización de dichos 

compuestos se han convertido en temáticas de gran relevancia en la 

investigación de los efectos beneficiosos del AOV en la salud, 

motivo por el cual, se ha incluido este alimento dentro de los 

denominados “alimentos funcionales”. 

 Así pues, en la primera investigación realizada (capítulo 2) 

se hace uso del fluoróforo 2,3-diazabiciclo[2.2.2]oct-2-eno (DBO) 

como alternativa al tradicional método espectrofotométrico en el 

cual se utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•). 

Esta nueva metodología proporciona un valor fijo, kq (M-1s-1), para 

cada compuesto; siendo éste más fiable que el valor percentual, Q, 

obtenido con el DPPH•.  

Al comparar los resultados obtenidos con ambos ensayos, se 

ha comprobado que existe una relación estructura-reactividad 

antioxidante perfectamente correlacionada utilizando ambos 

métodos. Así pues, debido a sus ventajas inherentes, se propone el 

uso del DBO como método para determinar la reactividad 

antioxidante de compuestos fenólicos.  

Con el fin de aplicar este método a muestras de AOV, se 

compararon tres diferentes métodos de extracción de fenoles 
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totales (extracción líquido-líquido (ELL), micro extracción líquido-

líquido (MELL) y extracción líquido-líquido con sonda de 

ultrasonido (ELLSU)) para trabajar del modo más eficiente posible 

(capítulo 3). El análisis estadístico de los datos demostró que el 

método MELL era un buen candidato para extraer fenoles totales.  

Teniendo en cuenta el trabajo previo realizado con la Dra. 

Pizarro (Pizarro et al., 2013), en el cual se demostró que el método 

MELL era el más recomendable para extraer fenoles individuales 

en AOV, éste método fue optimizado con el fin de mejorar esta 

metodología. Los porcentajes de recuperación del método 

obtenidos fueron superiores al 80% para la mayoría de los 

compuestos estudiados. 

Como una primera aproximación, para analizar los 

compuestos fenólicos individuales, se utilizó una cromatografía 

líquida de alta resolución equipada con un detector UV-Vis de 

diodos (HPLC-DAD). Trece compuestos fenólicos en una 

disolución estándar y en un aceite de oliva refinado dopado 

(AORD) fueron identificados y cuantificados. De este modo, queda 

demostrada la viabilidad de esta metodología para el fin 

propuesto. 

Finalmente, con el objetivo de obtener mayor información 

cualitativa y cuantitativa de la composición fenólica del AOV, se 

desarrolló un método que combinaba la MELL con un equipo de 

cromatografía líquida de ultra alta resolución (UHPLC) acoplado a 

una fuente de ionización electrospray (ESI) y un detector de 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS) (capítulo 4). 
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Se trabajó en el modo Reacción Múltiple Dinámica 

Monitorizada (DMRM); en el cual, se hace uso de tiempos 

específicos para cada compuesto, lo que proporciona una mayor 

selectividad y sensibilidad en los resultados. 

La metodología propuesta se utilizó en una disolución 

multiestándar y en un aceite de oliva refinado dopado (AORD) y 

los valores obtenidos de repetitividad, reproducibilidad, límites de 

detección y cuantificación fueron menores en el AORD. También se 

ha estudiado el efecto matriz, los porcentajes de recuperación y la 

eficiencia del proceso haciendo uso del AORD. La aplicabilidad y 

fiabilidad de esta metodología se han confirmado con muestras de 

AOV reales de diferentes variedades. 
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Virgin olive oil (VOO) production and consumption has 

significantly increased during the last years as a result of the 

worldwide recognition of the health benefits offered by the 

Mediterranean diet. VOO represent a global industry with 

substantial economic and social influence in many different 

countries. Phenols are between the most important compounds in 

VOO, influencing its stability, taste and aroma. Hence, the 

characterization (e.g., antioxidant reactivity) and quantification of 

VOO phenolic compounds has become fruitful and cutting edge 

research topic within food and analytical chemistry research areas. 

In this respect, VOO has recently been categorized by as 

“functional food” due to its demonstrated health benefits.  

 To this end, the first research covered in this thesis (chapter 

2) compared two different analytical methods to measure phenols 

antioxidant reactivity. A conventional and well-established 

spectrophotometric method using the free radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH•) was compared with a new approach based 

on the use of the 2,3-diazabiciclo[2.2.2]oct-2-eno (DBO) 

fluorophore. One of the main benefits of using the DBO method is 

obtaining a more accurate fix value, kq (M-1s-1), for each compound 

instead of the percentage value, Q, offered by the DPPH• method.  

The existence of a correlation between the chemical structure of 

each studied phenol and its antioxidant reactivity was proposed by 

both analytical procedures. Nevertheless, due to its inherent 

advantages as its lower cost and higher sensitivity, the DBO 



Abstract 

 

xvi 

method is proposed as the best analytical method to study the 

antioxidant reactivity of phenolic compounds.  

Previous to the application of the DBO method to phenolic 

compounds from VOO it is necessary to assess the best extraction 

method to separate such phenolic compounds from other VOO 

components. To this respect, the third chapter of this thesis was 

dedicated to the comparison between three different extraction 

methods for the selective recovery of total phenols from VOO, 

namely: liquid-liquid extraction (LLE), liquid-liquid micro 

extraction (LLME) and liquid-liquid ultrasonic extraction (LLUSE). 

The statistical analysis of the results suggested the LLME method 

as the best candidate to extract total phenols from VOO.  

Taking into account the results obtained in the previous 

collaborative research with Dr. Pizarro (Pizarro et al., 2013), where 

the LLME method was presented as the best extraction method to 

recover individual phenols from VOO, the LLME was selected as 

the extraction procedure previous to analyze both individual and 

total phenols in VOO. The recovery percentages obtained with this 

extraction method were consistently higher than 80% for the great 

majority of phenolic compounds studied.  

As a first approach to analyze individual phenolic 

compounds, a high performance liquid chromatography equipped 

with a diode-array detector (HPLC-DAD) was used. This analytical 

technique allowed the identification and quantification of 13 of 

phenolic compounds in standard solutions and spiked refined 

olive oil (SROO). 
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The final study comprising this thesis research (chapter 4) 

aims to design and optimized a combined analytical method to 

obtain precise and sensitive qualitative and quantitative 

information of VOO phenolic composition.  To this end, after VOO 

phenols were extracted using the LLME procedure, the samples 

were analyzed employing an ultra high performance liquid 

chromatography (UHPLC) technique coupled to an electrospray 

ionization source (ESI) and tandem mass spectrometry (MS/MS). 

The MS/MS was used in dynamic multiple reaction monitoring 

(DMRM) mode, which allows an unequivocal identification and a 

reproducible quantification of VOO phenols in a wide range of 

concentrations. 

This coupled analytical method was tested using multi-

standard solutions and SROO. The results obtained in terms of 

reproducibility, repeatability and detection and quantification 

limits were favorable for the SROO samples. Additionally, a careful 

assessment of the matrix effect and the concomitant ion 

suppression/enhancement effect, the recovery percentages and the 

process efficiency was obtained for the SROO samples. Finally, the 

reliability and versatility of the state-of-the-art analytical technique 

employed and the analytical method designed was proved using 

three real samples of extra virgin olive oil. 
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11..11..  EELL  AACCEEIITTEE  DDEE  OOLLIIVVAA  

11..11..11..  CCoonntteexxttoo  hhiissttóórriiccoo  yy  aaccttuuaall  

El legendario árbol del olivo y el aceite obtenido de sus frutos 

han acompañado a la historia de todas las culturas que se han 

desarrollado en la cuenca mediterránea. Ha jugado un papel 

ponderante en numerosos aspectos de la vida cotidiana tales como 

en la preparación de alimentos, cosmética, farmacopea y religión, 

entre otros. (Goor, 1966).  

Una visión lo más general y certera posible sobre la 

producción, comercio y consumo del aceite de oliva en la 

actualidad nos hace conscientes de la importancia de éste en la 

economía de ciertas partes del mundo. Hoy en día, su producción 

se ha extendido más allá de las zonas mediterráneas, pero aún son 

éstas las mayores productoras de dicho aceite. Como se muestra en 

la Tabla 1.1, España es el país con mayor superficie cultivada y con 

la mayor producción de aceite del mundo. En el gráfico de la figura 

1.1, quedan representados los porcentajes de producción de aceite 

de oliva mundial de cada uno de los países (todos los datos 

estadísticos que se presentan en esta sección pertenecen a las bases de 

datos del COI (Consejo Oleícola Internacional), los cuáles son el resultado 

de recopilar las cifras suministradas regularmente por los estados 

miembros. También hay datos obtenidos de la FAO (Food and Agriculture 

Organization) de Naciones Unidas). 

 

 



Capítulo 1 
 

4 

La tabla 1.1 muestra los valores medios de las campañas 

olivareras desde el año 2007 hasta el año 2012. Como puede 

observarse, la superficie que empleada para este cultivo en España 

es muy superior al resto de países, lo que hace que su producción 

sea también considerablemente mayor. 

Tabla 1.1. Superficie utilizada y producción de aceite de oliva de los países del 
mundo. 

Países Superficie ha (1.000) Producción 

España 2573 1334.1 

Italia 1167 474 

Grecia 1230 309.4 

Túnez 1600 156 

Siria 500 151.6 

Turquía 897 140 

Marruecos 720 112 

Mundo 10700 2876.6 

Media de las campañas de 2007/08 a 2011/12. Fuente: ICO. 

Debido a la producción y al consumo de aceite de oliva en 

nuestro país, éste se ha convertido en un producto clave en el 

comercio español. Por ello, la reglamentación para el mismo está 

siempre actualizada. Las características físicas, químicas y 

organolépticas de los aceite de oliva y orujo de oliva, así como los 

métodos de evaluación de tales características están regidas por el 

Reglamento de ejecución (UE) nº 299/2013 de la comisión de 26 de 

marzo de 2013 que modifica el Reglamento (CEE) nº 2568/91 

relativo a las características de los aceites de oliva y de los aceites 

de orujo de oliva y sobre sus métodos de análisis.  
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Figura 1.1. Porcentajes de los principales países productores de aceite de oliva. 

En dicho Reglamento se hace incapié en que los Estados 

miembros se cercioren de que los controles de conformidad se 

lleven a cabo de forma selectiva, sobre la base de un análisis de 

riesgos, y con la frecuencia apropiada, con el fin de garantizar que 

el aceite de oliva comercializado se ajusta a la categoría declarada. 

La clasificación de los aceites de oliva establecida por este 

reglamento es la siguiente: 

 Aceite de oliva virgen extra: aceite de oliva virgen cuya 

acidez, expresada en ácido oleico, no supera el 0.8%; su 

conterido en ceras es menor o igual a 250 mg/kg,  y 

cuyas demás características son conformes a las 

establecidas para la categoría. 

 Aceite de oliva virgen: aceite de oliva virgen cuya acidez, 

expresada en ácido oleico, no supera el 2%; su conterido 

en ceras es menor o igual a 250 mg/kg,  y cuyas demás 

características son conformes a las establecidas para la 

categoría.
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 Aceite de oliva lampante: aceite de oliva virgen cuya 

acidez, expresada en ácido oleico, es superior al 2%; su 

conterido en ceras es menor o igual a 300 mg/kg,  y 

cuyas demás características son conformes a las 

establecidas para la categoría. 

 Aceite de oliva refinado: aceite de oliva virgen cuya 

acidez, expresada en ácido oleico, no supera el 0.3%, su 

conterido en ceras es menor o igual a 350 mg/kg,  y 

cuyas demás características son conformes a las 

establecidas para la categoría. 

 Aceite de oliva (compuesto de aceites de oliva refinados 

y de aceites de oliva vírgenes): aceite de oliva virgen 

cuya acidez, expresada en ácido oleico, no supera el 1%; 

su conterido en ceras es menor o igual a 350 mg/kg,  y 

cuyas demás características son conformes a las 

establecidas para la categoría. 

En este trabajo, sólo se ha trabajado con aceite de oliva virgen 

extra, debido a que sus cualidades organolépticas (olor, color y 

sabor) y su capacidad antioxidante lo convierten en el mejor de los 

aceites tanto para uso gastronómico como para la salud (Cicerale et 

al., 2012).  
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11..11..22..  EEll  aacceeiittee  ddee  oolliivvaa  vviirrggeenn  

El aceite de oliva virgen, es el zumo natural procedente del 

fruto del olivo: olivas o aceitunas, que durante su elaboración no 

tiene contacto en ningún momento con productos químicos o 

disolventes orgánicos. 

El aceite de oliva virgen se puede consumir crudo, sin 

necesidad de ser refinado (Olías et al., 1993). Ésta es la razón por la 

cual, la composición del aceite de oliva virgen no se ve alterada, 

conservando todas sus propiedades nutricionales, sus cualidades 

organolépticas y sus efectos beneficiosos para la salud, ya que 

durante el proceso de refinado de un aceite se pierden muchos 

compuestos, especialmente de la fracción insaponificable, de gran 

valor biológico, formándose nuevos compuestos (radicales libres, 

peróxidos, ácidos grasos conjugados, etc…), que pueden tener 

efectos nocivos. 

Cuando este zumo oleoso procede de frutos sanos, recogidos 

en su mejor momento, de forma correcta y bajo una elaboración 

adecuada, da lugar a un aceite de excepcionales características 

organolépticas: olor, color y sabor. Una mala técnica de recolección 

del fruto, una maduración anormal o un tiempo inadecuado de 

almacenamiento en las tolvas a la espera de ser molturado, 

provocan la alteración del aceite de oliva, afectando a sus 

características organolépticas y aumentando su acidez, siendo 

necesario, en ocasiones, su refinado para que sea apto para el 

consumo humano. 
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11..11..33..  VVaarriieeddaaddeess  eessppaaññoollaass  ddee  aacceeiittuunnaass  

Las variedades predominantes de aceitunas de almazara en 

España son las siguientes: Picual, Picudo, Arbequina, Hojiblanca, 

Cornicabra, Verdial, Empeltre y Lechín. En este trabajo, se ha 

trabajado con las variedades: Picual, Arbequina y Hojiblanca. 

♣ Picual: Es la variedad más importante del mundo, 

representando el 50 % de las aceitunas y árboles de 

España y aproximadamente el 20 % mundial. Su difusión 

geográfica está claramente ligada a Andalucía, principal 

región productora a nivel mundial, y en concreto a las 

provincias de Jaén, Córdoba y Granada. Esta variedad 

recibe diferentes nombres según la zona de producción, 

pero su nombre principal se debe a la forma del fruto 

como un pezón pronunciado terminado en pico.  

 

Figura 1.2. Aceitunas de la variedad Picual.
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La aceituna madura es de color negro, tamaño mediano y 

presenta una relación pulpa/hueso alta, además de un 

elevado rendimiento graso (27%) (Oliveras, 2005). Desde 

el punto de vista físico-químico, su aceite resulta 

excelente por su composición de ácidos grasos y su 

cantidad de antioxidantes naturales.  

♣ Arbequina: Se halla entre las variedades españolas más 

conocidas. Aunque llega a internarse en las provincias de 

Zaragoza y Huesca, en la comunidad de Aragón, es 

originaria de la localidad de Arbeca (Lérida), de donde le 

viene el nombre, encontrándose extensamente extendida 

por las provincias de Tarragona y Lérida, ambas en la 

comunidad de Cataluña. Es una variedad muy resistente 

al frío (Fernández et al., 2010). Su árbol de tamaño 

pequeño, permite su cultivo intensivo. Aunque su fruto 

es uno de los más pequeños utilizados, sus aceites son de 

exquisito flavor frutado, temprana producción, elevadas 

cosechas y buen rendimiento graso. 

 

Figura 1.3. Aceitunas de la variedad Arbequina. 
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♣ Hojiblanca: su área de influencia se extiende por 

Andalucía, en concreto por el este de la provincia de 

Sevilla, Córdoba y Málaga. Su nombre se debe al color 

del envés de la hoja. Aunque con muchas oscilaciones, su 

fruto suele ser de tamaño grande a grueso alcanzando de 

media los 4,3 gramos. Su rendimiento en aceite es bajo, 

con una media entre 17-19%. El aceite presenta una 

composición de ácidos grasos muy equilibrada con 

ácidos saturados relativamente más bajos que en el resto 

de los aceites de otras variedades.  

 

Figura 1.4. Aceitunas de la variedad Hojiblanca. 

11..11..44..  CCoommppoossiicciióónn  qquuíímmiiccaa  ddeell  aacceeiittee  ddee  oolliivvaa  vviirrggeenn  

El aceite de oliva es una matriz compleja compuesta 

principalmente por triglicéridos; en menor proporción, posee una 

composición de ácidos grasos muy característica, con un contenido 

en ácido oleico del 56-84% y un contenido del 3-21% de ácido 
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linoleico, y un 0.5-1.5% de constituyentes no glicéridos. Por lo 

tanto, en el aceite de oliva existen dos fracciones, una saponificable 

y otra insaponificable. Esta segunda, a pesar de estar en una menor 

proporción, contiene compuestos fundamentales para la 

estabilidad, sabor y aroma del aceite. 

En el siguiente esquema (figura 1.5) se muestran los 

compuestos presentes en ambas fracciones:  

 

Figura 1.5. Esquema de la composición química del aceite de oliva virgen. 

De todos estos compuestos presentes en el aceite, los 

compuestos fenólicos juegan un papel clave en la estabilidad y el 

sabor del aceite (Gutiérrez-Rosales et al., 1992); pero la concentración 

de ellos está muy influenciada por el clima (Kalua et al., 2005), la 

variedad de la aceituna, el proceso de extracción del aceite (Servili 
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et al., 1996), las condiciones de almacenamiento, etc (Morello et al., 

2004; Montedoro et al., 1992; Amiot et al., 1986). 

Por ello, en el siguiente apartado vamos a centrarnos en los 

compuestos fenólicos del aceite de oliva y sus funciones. 
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11..22..  CCOOMMPPUUEESSTTOOSS  FFEENNÓÓLLIICCOOSS  

Los polifenoles son sustancias solubles en agua, que se 

encuentran en el mesocarpio de las aceitunas y se transfieren al 

aceite de oliva virgen durante el proceso de extracción. De todos 

los aceites de oliva, es en el aceite de oliva virgen, donde hay un 

mayor contenido de fenólico, ya que el proceso del refinado reduce 

drásticamente su contenido, mostrando importantes pérdidas en 

compuestos como la oleuropeína y el ligtrósido, y en lignanos 

(Owen et al., 2000). 

En los últimos años, se habla de alimentos funcionales 

cuando se ha demostrado que un alimento posee un efecto 

beneficioso sobre una ó varias funciones específicas del organismo, 

más allá de los efectos nutricionales habituales (Life Sciences 

Institute, Europe, 1999). El aceite de oliva se ha considerado un 

alimento funcional gracias, entre otras propiedades, a los 

compuestos fenólicos que posee, lo que revela su importancia en el 

consumo habitual. 

Los compuestos fenólicos del aceite de oliva han manifestado 

tener las siguientes propiedades fundamentales: 

1) Tienen una capacidad antioxidante superior a la de la 

vitamina E cuando actúan sobre la oxidación de lípidos y 

ADN (Fitó et al., 2000; Visioli et al., 1999). 
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2) Previenen la disfunción endotelial, causante de 

enfermedades como la arterioescleriosis, la hipertensión 

arterial, etc (Carluccio et al. 2003). 

3) Mejoran la transcripción del ARNm de la enzima 

antioxidante glutatión peroxidasa (Marsella et al., 2004). 

4) Poseen una potencial actividad quimiopreventiva y 

tienen efectos anti-inflamatorios (Beauchamp et al., 2005). 

Por ello, el estudio de la actividad antioxidante de 

compuestos fenolicos presentes en el aceite y la caracterización de 

dichos compuestos se han convertido en temáticas de gran 

importancia en la investigación de los efectos beneficiosos del 

aceite de oliva en la salud. 
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11..33..  OOBBJJEETTIIVVOOSS  

Debido al papel que juegan los antioxidantes frente a la 

prevención de enfermedades; en la actualidad, la investigación está 

encaminada a conocer los mecanismos por los que el aceite de oliva 

virgen ejerce efectos beneficiosos para la salud. En este sentido, se 

pretende estudiar los mecanismos de acción antioxidante de los 

compuestos fenólicos presentes en el aceite de oliva virgen, así 

como caracterizar de la forma más efectiva posible, tales 

compuestos.  

A partir este planteamiento, podemos desglosar los principales 

objetivos de la presente tesis en los siguientes: 

 Determinar la reactividad antioxidante de compuestos 

fenólicos utilizando un método espectrofluorimétrico 

alternativo a los espectrofotométricos tradicionales. 

 Comparar y optimizar procedimientos de extracción de 

compuestos fenólicos totales e individuales para trabajar 

de la forma más eficiente y económica posible. 

 Identificar y cuantificar los compuestos fenólicos por 

técnicas de cromatografía de líquidos. 

 Desarrollar una nueva metodología para determinar 

compuestos fenólicos en UHPLC-ESI-MS/MS.  
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11..44..  EESSTTRRUUCCTTUURRAA  DDEE  LLAA  TTEESSIISS  

La tesis está compuesta por esta introducción, tres capítulos 

principales y un capítulo  último de conclusiones generales. A su 

vez cada capítulo principal está estructurado en  introducción, 

metodología, resultados y discusión, y conclusiones; de tal forma 

que  pueden ser leídos de forma independiente. Esta estructuración 

tiene el inconveniente de  que cierta información puede resultar 

redundante, sin embargo debido a la variedad de  temas tratados y 

enfoques empleados en los tres capítulos principales, se hace  

deseable dotar a cada capítulo de la independencia necesaria para 

su óptima  comprensión. Según esto, la estructura de la tesis queda 

de la siguiente forma: 

Capítulo 1: Introducción 

En él se aborda el contexto histórico y actual del aceite de 

oliva, se realiza una descripción del aceite de oliva virgen como 

alimento funcional, sus variedades y su composición química. Por 

último, centramos la atención del mismo en los compuestos 

fenólicos presentes en el aceite y sus propiedades beneficiosas para 

la salud, lo que los convierte en nuestro objeto de estudio principal. 

Capítulo 2: Determinación de la reactividad 

antioxidante de compuestos fenólicos mediante el radical 

libre DPPH• y la sonda fluorescente DBO 

En este capítulo se realizará un estudio de la reactividad 

antioxidante de los fenoles más representativos en el aceite de oliva 
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utilizando un novedoso método espectrofluorimétrico  gracias al 

uso del 2,3-diazabiciclo[2.2.2]oct-2-eno (DBO). Para proporcionar 

mayor fiabilidad al estudio, los resultados se compararán con los 

obtenidos por un ensayo espectrofotométrico paralelo utilizando el 

radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•). 

Capítulo 3: Estudio comparativo de diferentes métodos 

de extracción para la determinación de la fracción fenólica 

del aceite de oliva 

En el tercer capítulo de la tesis se compararán tres métodos 

de extracción con el objetivo de encontrar la metodología más 

apropiada para extraer los compuestos fenólicos totales del aceite 

de oliva virgen. Logrado este primero objetivo, se optimizará el 

método elegido para extraer los compuestos fenólicos individuales 

y se optimizará una metodología basada en el empleo de un HPLC-

DAD para identificar y cuantificar dichos compuestos de la forma 

más eficiente y rápida posible. 

Capítulo 4: Desarrollo de un método basado en una 

micro extracción líquido-líquido acoplada a un UHPLC-

ESI-MS/MS para determinar compuestos fenólicos en el 

aceite de oliva.  

El cuarto capítulo optimizará una metodología donde se 

combinan una micro extracción líquido-líquido que nos permitirá 

economizar en tiempo y dinero; y una tecnología de última 

generación de análisis proporcionada por el uso del UHPLC-ESI-
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MS/MS que nos proporcionará una información fiable y 

reproducible de la composición fenólica del aceite de oliva. 

Capítulo 5: Conclusiones generales 

En el último capítulo se resumirán los resultados más 

relevantes obtenidos en la realización de la tesis teniendo en cuenta 

los resultados y discusiones comentados en los capítulos anteriores.  
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EEssttuuddiioo  ddee  llaa  rreeaaccttiivviiddaadd  

aannttiiooxxiiddaannttee  ddee  ccoommppuueessttooss  

ffeennóólliiccooss  mmeeddiiaannttee  eell  rraaddiiccaall  

lliibbrree  DDPPPPHH•  yy  llaa  ssoonnddaa  

fflluuoorreesscceennttee  DDBBOO  
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RREESSUUMMEENN  

La reactividad antioxidante de algunos compuestos fenólicos 

característicos del aceite de oliva virgen se ha analizado utilizando 

dos metodologías diferentes. Por un lado, se determinó la 

reactividad antioxidante gracias al método espectrofotométrico 

tradicional mediante el uso del radical libre 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH•), y por otro lado, se ha utilizado el 

compuesto fluoróforo, 2,3-diazabiciclo [2.2.2] oct-2-eno (DBO). Éste 

último ha supuesto una mejora en la medida debido a la utilización 

de la espectroscopía de fluorescencia para este propósito. Esta 

nueva metodología proporciona un valor fijo de una constante kq 

(M-1s-1) para cada compuesto similar en diferentes disolventes. De 

este modo, la fiabilidad de los resultados se ha visto incrementada 

considerablemente. 

Contrastando ambas metodologías, se han establecido 4 

grupos basándonos en la relación estructura-reactividad 

antioxidante mostrada por los compuestos fenólicos estudiados. El 

estudio de esta información demuestra que la reactividad 

antioxidante aumenta en relación al número de grupos hidroxilo (-

OH) y grupos metoxi (-OCH3). Esto sucede porque el primero está 

involucrado en la transferencia de átomos de hidrógeno (HAT), y 

el segundo toma parte en el mecanismo de transferencia de 

protones acoplada a electrones (PECT). Además, debido al 

mecanismo PECT, un mayor número de insaturaciones en la 

cadena lateral del compuesto, y la posición orto del grupo -OH 
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suponen un incremento es la reactividad antioxidante del 

compuesto. 

Por lo tanto, se propone el uso del DBO mediante 

espectroscopia de fluorescencia para determinar la reactividad 

antioxidante de los compuestos fenólicos como una alternativa 

rápida y eficiente en comparación con las técnicas anteriores 

aplicadas en este campo. 
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AABBSSTTRRAACCTT    

The antioxidant reactivity of some characteristic phenolic 

compounds from virgin olive oil has been analyzed using two 

methodologies. On one hand, it was tested the reactivity thanks to 

the traditional spectrophotometric method by using the free radical 

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•); and on the other hand, the 

fluorophore compound, 2,3-diazabicyclo [2.2.2] oct-2-ene (DBO) 

has allowed an improvement due to the use of fluorescence 

spectroscopy for this purpose. This new methodology provides a 

fixed value kq (M-1s-1) for each compound which is also similar in 

different solvents. Because of that, a major reliability is given to the 

results. 

Contrasting both methodologies, it has been established 4 

groups basing on the structure-antioxidant reactivity relationship 

which is shown by the phenolic compounds studied. The study of 

all of this information proves that the antioxidant reactivity 

increases in relation to the number of hydroxyl (-OH) and methoxy 

(-OCH3) groups. This happens because the first one is involved in 

the transfer of hydrogen atoms (HAT), and the second one takes 

part in the proton transfer mechanism coupled to electrons (PECT). 

Additionally, due to the PECT mechanism, the greater number of 

unsaturations the compounds have in their side chain, and the orto 

position of radical –OH, the higher antioxidant reactivity they 

show. 

Thus, it is proposed the use of DBO by fluorescence 

spectroscopy to determinate the antioxidant reactivity of phenolic 
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compounds as a fast and efficient alternative comparing with 

previous techniques which were applied in this field.    
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22..11..  IINNTTRROODDUUCCCCIIÓÓNN  

Los compuestos fenólicos son una de las fuentes más 

importantes de compuestos bioactivos de la dieta humana y se 

encuentran fundamentalmente formando parte de frutas, bebidas, 

chocolate, y en menor proporción, de verduras, legumbres y 

cereales. Esta familia de compuestos puede definirse como aquella 

en la cual sus componentes poseen como mínimo un anillo 

aromático unido al menos a un grupo hidroxilo (-OH). A lo largo 

de los años se han identificado más de 8000 compuestos fenólicos 

(Orzechowski et al., 2002; Saura-Calixto y Goñi, 2006). Representan a 

una amplia cantidad de sustancias divididas en subgrupos tales 

como: ácidos fenólicos, alcoholes fenólicos, flavonoides, estilbenos 

y lignanos. 

Estos compuestos son potentes antioxidantes debido a su alta 

capacidad de captación de radicales libres (R•) (Perona et al., 2006). 

La principal característica estructural responsable de la reactividad 

antioxidante de los compuestos fenólicos (AH) es el grupo 

hidroxilo que poseen, debido al hecho de que los fenoles son 

capaces de donar el átomo de hidrógeno a los radicales libres, 

deteniendo así la cadena de propagación que se produce durante 

su proceso de oxidación. El mecanismo que tiene lugar es la 

inhibición o ralentización de los procesos después de que hayan 

comenzado capturando (scavenging) a los radicales portadores de 

cadena, generalmente, radicales peroxilo (ROO•). El proceso 

detallado consiste en la transferencia de hidrógeno para formar 

hidroperóxidos (ROOH) y un radical mucho menos reactivo (A•) 
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derivado del antioxidante. Un esquema simplificado de la forma de 

actuar estos antioxidantes se muestra en la figura 2.1. 

 

Figura 2.1. Mecanismo de acción de los compuestos antioxidantes. AH: 
antioxidante, A•: radical estable, RH: sustrato, R•: radical libre, ROOH: 

hidroperóxido, ROO : radical peroxilo. 

 

Es bien conocido el hecho de que la presencia de un segundo 

grupo hidroxilo en la posición orto aumenta la tasa de transferencia 

de átomos de H a los radicales peroxilo (Lucarini y Pedulli, 1994). 

Además, la cadena de alquilo que conecta el anillo fenólico y el 

grupo carboxílico o alcohol que contienen algunos compuestos 

fenólicos es de vital importancia para estabilizar el radical formado 

(Nenadis et al., 2003). Todo esto ha hecho que haya crecido el interés 

en estudiar la reactividad antioxidante de varios compuestos 

fenólicos mediante métodos espectrofotométricos.  

En los estudios de cinética de reacciones, el radical más 

utilizado ha sido el radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

(DPPH•) (Liangli Yu et al., 2002; Sánchez Samaniego et al., 2007; 

Poerio et al., 2008; Koprivnajk et al., 2008). La importancia de este  
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radical se debe principalmente a características tales como su 

comportamiento en diferentes disolventes, estabilidad, color y 

disponibilidad comercial. Los antioxidantes fenólicos (AH) han 

sido un sustrato muy apropiado para estos estudios debido a que 

se presume que sus reacciones con DPPH• son similares a las 

reacciones con radicales peroxilo, ROO•. 

En anteriores estudios se han establecido dos mecanismos 

diferentes que suceden en la abstracción de átomos de hidrógeno 

de los fenoles (Litwinienko e Ingold, 2007, Foti y Daquino, 2006): la 

transferencia de átomos de hidrógeno (HAT), y la transferencia de 

protones acoplada a electrones (PECT) (Tishchenko et al., 2008). 

Estos procesos complican el estudio de la reactividad antioxidante 

de los fenoles si sólo se utiliza la medida obtenida de la cinética de 

la reacción del antioxidante con el radical estable DPPH• en un 

espectrofotómetro convencional (Foti et al., 2011). 

Para dar solución a esta problemática, en este trabajo se ha 

estudiado la reactividad antioxidante de los fenoles mediante la 

desactivación (quenching) de la fluorescencia de la sonda 2,3-

diazabiciclo[2.2.2]oct-2-eno (DBO), la cual posee una alta 

sensibilidad y selectividad hacia el mecanismo de acción de los 

antioxidantes (figura 2.2). Su aplicación es sencilla y además la 

reacción es inmediata, lo que supone un gran ahorro de tiempo. 

Este cromóforo, cuando se encuentra en estado excitado singlete 

n,*,  se comporta de forma similar a un radical libre (Nau, 1998). 
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Figura 2.2. Estructura molecular del 2,3-diazabiciclo [2.2.2] oct-2-eno (DBO). 

De este modo, la eficacia de los compuestos fenólicos como 

captadores de radicales se evaluó mediante su reactividad hacia 

una sonda de fluorescencia 2,3-diazabiciclo [2.2.2] oct-2-eno (DBO) 

en estado excitado singlete n,* (Pischel et al., 2006; Anbazhagan et al. 

2008a, b; Anbazhagan y Renganathan, 2009; Nau, 1998). El DBO 

muestra una pronunciada tendencia a experimentar reacciones 

directas de abstracción de hidrógeno con alcoholes, éteres, alcanos, 

fenoles y alquilbencenos. Aprovechando esta propiedad, el DBO se 

ha utilizado en este trabajo para investigar la reactividad 

antioxidante de diversos compuestos fenólicos procedentes del 

aceite de oliva y la relación de ésta con la estructura del compuesto, 

ya que previamente Torres de Pinedo y col. describieron esta 

relación utilizando el radical estable DPPH•  (Torres de Pinedo et al., 

2007). Los resultados obtenidos con este método fluorimétrico 

fueron contrastados con los obtenidos utilizando el  radical estable 

DPPH•. 

Como se ha citado anteriormente, el consumo de aceite de 

oliva presenta efectos beneficiosos para la salud, lo que lleva a 

considerarlo como un ingrediente básico en la dieta mediterránea 

(Owen et al., 2000; Owen et al., 2004; Cicerale et al., 2008). La 

importancia de este alimento se debe, entre otras cualidades,
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a las propiedades antioxidantes que posee gracias a la elevada 

cantidad de compuestos fenólicos que se han encontrado en él; por 

este motivo, los fenoles elegidos para este trabajo han sido algunos 

de los más representativos en el aceite de oliva (Bendini et al., 2007). 

En la figura 2.3 se muestran los compuestos fenólicos 

seleccionados. 

 

Figura 2.3. Estructuras de los compuestos fenólicos. 

 

Como puede observarse en la figura 2.3, las estructuras de los 

compuestos son muy diversas, lo que se intuye que puede 

proporcionar bastante información sobre las posibles reacciones 

que se espera que sucedan en los dos estudios realizados.
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22..22..  MMAATTEERRIIAALL  YY  MMÉÉTTOODDOOSS  

22..22..11..  MMaatteerriiaalleess  

El DBO se obtuvo como donación del Prof. W. M. Nau, 

Universidad Jaccobs de Bremen, Alemania, y se sintetiza de 

acuerdo con un procedimiento previamente publicado (Askani, 

1965). El ácido gálico (99%), ácido protocatéquico (97%) y ácido 

siríngico (98%) fueron adquiridos de Aldrich. El DPPH• (99%), 

ácido vanílico (97%), vainillina (98%), tirosol (97%), ácido p-

hidroxifenilacético (100%), ácido p-hidroxibenzoico (99%), ácido p-

cumárico (98%) y o-cumárico (97%), se adquirieron de Fluka. El 

hidroxitirosol fue adquirido del Departamento de Química 

Orgánica y Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de Sevilla, 

España. 

El metanol de calidad espectrofotométrica (99.9%) fue 

obtenido de  Panreac. El agua ultrapura se obtuvo de un sistema de 

purificación Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). 

Para los ensayos con el radical libre DPPH•, se utilizó un 

espectrofotómetro UV-Vis (Termo Spectronic Helios-γ v4.60, 

Cambridge, UK). Para los estudios de quenching de la fluorescencia 

del DBO se empleó un espectrofluorímetro (Cary Eclipse Varian, 

California, USA). Todas las medidas se realizaron por triplicado a 

temperatura ambiente en presencia de oxígeno.  
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22..22..22..  EEnnssaayyoo  ccoonn  llaa  ssoonnddaa  fflluuoorreesscceennttee  DDBBOO  

Este ensayo se realizó en dos disolventes diferentes: en agua 

Mili-Q y en una mezcla agua/metanol (76:24, v/v). Inicialmente se 

trabajó en agua Mili-Q porque el DBO en este disolvente tiene un 

tiempo de vida 0 superior al que tiene en otros disolventes, pero 

para poder comparar los resultados con los del ensayo con DPPH•, 

se realizaron también todas las mediciones en la mezcla 

agua/metanol (76:24, v/v). De este modo también podemos 

comprobar si existen diferencias en las reactividades antioxidantes 

obtenidas para cada compuesto al utilizar diferentes disolventes. 

La concentración de DBO con la que se trabajó fue controlada 

mediante el valor de absorbancia obtenido a 364 nm (max). Este 

valor fue de 0.05 para todos los ensayos. 

Con el fin de obtener el quenching para cada antioxidante 

fenólico, 50 µL de cada compuesto a una concentración 0.04 M 

fueron añadidos a 3 mL de DBO disueltos en agua o en una mezcla 

de agua/metanol (76:24, v/v). Posteriormente, se administraron 

cantidades crecientes del antioxidante (siempre volúmenes de 50 

µL). El espectro de fluorescencia se midió para exc = 364 nm. El 

quenching de la fluorescencia en el máximo de la banda de emisión 

del DBO (420 nm en agua y 417 nm en la mezcla agua/metanol 

(76:24, v/v) fue monitorizado. Los datos se representaron de 

acuerdo con la ecuación de Stern-Volmer (ecuación 1): 

0/  = I0/I = 1 + kq 0 [AH] (ec. 1) 
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Donde I0 es la intensidad del DBO en ausencia de 

antioxidante, I es la intensidad del DBO en presencia de 

antioxidante, kq es la constante de quenching, 0 es el tiempo de 

vida del DBO en ausencia de antioxidante y [AH] es la 

concentración del antioxidante. 

Las pendientes de las rectas obtenidas para cada antioxidante 

equivalen a: kq 0, por lo tanto, el valor de la pendiente dividido por 

el tiempo de vida 0 (en ausencia de antioxidante) nos proporcionó 

la contante bimolecular de quenching (kq) para cada uno de los 

compuestos estudiados. El tiempo de vida 0 fue de 325 ns para los 

ensayos en agua (Nau et al., 1999) y de 75.3 ns (medida obtenida en 

un  I900 TCSPC de Edinburgh Instruments) para los ensayos en la 

mezcla de agua/metanol (76:24, v/v). 

 

22..22..33..  EEnnssaayyoo  ccoonn  eell  rraaddiiccaall  lliibbrree  DDPPPPHH••  

En este ensayo, la reactividad antioxidante de varios 

compuestos fenólicos se determinó mediante el uso del DPPH• 

que presentó su banda de absorción a 515 nm, desapareciendo ésta 

tras su reducción debido a la presencia de un antioxidante. La 

figura 2.4 muestra la reacción del DPPH• con una molécula 

antioxidante. 
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Figura 2.4. Estructura del DPPH antes y después de reaccionar con un 

antioxidante (AH). 

Para realizar este ensayo, se preparó una disolución 

diariamente de DPPH• 0.06 mM en metanol. Los compuestos 

antioxidantes con una concentración 0.5 mM fueron disueltos en 

una mezcla agua/metanol (76:24, v/v). Se utilizó el metanol como 

blanco de referencia. La absorbancia se midió a 515 nm en una 

cubeta de cuarzo (1 cm de longitud de trayecto óptico), a la cual se 

añadieron 2 ml de solución de DPPH•. Posteriormente, 1 mL del 

estándar antioxidante fue añadido a los 2 mL de DPPH• y la 

absorbancia de esta mezcla se midió en el momento de adicionarlo 

y después de 5 minutos. Es importante señalar que los datos 

obtenidos han sido corregidos teniendo en cuenta la dilución que 

se produce al adicionar el antioxidante al DPPH•. La reactividad 

de captación de radicales libres fue expresada en términos de 

porcentajes de reducción de la absorbancia del DPPH•, y se calculó 

utilizando la ecuación 2: 

 
(ec. 2) 
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Donde ADPPH• es la absorbancia inicial del DPPH• en 

ausencia de antioxidante y At es la absorbancia tras la adición y a 

los 5 minutos. De este modo, obtenemos los siguientes valores de 

Q: Q0 y Q5 para el minuto 0 y 5, respectivamente.  
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22..33..  RREESSUULLTTAADDOOSS  YY  DDIISSCCUUSSIIÓÓNN  

22..33..11..  DDeessaaccttiivvaacciióónn  ((qquueenncchhiinngg))  ddee  llaa  fflluuoorreesscceenncciiaa  ddeell  

DDBBOO  

Los valores de quenching para los diferentes compuestos 

fenólicos fueron calculados en agua y en la mezcla agua/metanol 

(76:24, v/v). Inicialmente, se empezó a trabajar en agua debido al 

largo tiempo de vida (0) de la fluorescencia del DBO en ausencia 

de antioxidante en este disolvente (0 = 325 ns) (Nau et al., 1999). 

Este disolvente presentó como problema que no todos los 

compuestos eran solubles en él; debido a ello, se decidió utilizar 

también la mezcla agua/metanol (76:24, v/v) como disolvente. El 

tiempo de vida del DBO en este disolvente en ausencia de 

antioxidante es de 75.3 ns. Este valor para el tiempo de vida de la 

sonda en ausencia de antioxidante fue medido en la Universidad 

Jacobs de Bremen, Alemania. 

Cuando se realiza un barrido entre 350 y 600 nm para una  

de excitación de 364 nm; el espectro del emisión del DBO presenta 

su máximo a 420 nm cuando se emplea el agua como disolvente, y 

417 nm para la mezcla agua/metanol (76:24, v/v). La figura 2.5 

muestra un ejemplo del espectro de fluorescencia del DBO en el 

ensayo en el cual se ha utilizado ácido gálico como antioxidante y 

el agua como disolvente. Se observa como a medida que aumenta 

la concentración de antioxidante se va produciendo una 

disminución del valor de la intensidad inicial de la fluorescencia 

del DBO. La cantidad de quenching, la cual se cuantificó mediante 
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datos experimentales obtenidos de la intensidad del DBO en 

ausencia (I0) y en presencia de antioxidantes (I), depende de la 

concentración del antioxidante; y la constante de la reacción (kq) 

debe respetar la ecuación de Stern-Volmer. Las regresiones 

obtenidas a partir de los datos experimentales para el quenching de 

la fluorescencia fueron lineales para todos los antioxidantes 

estudiados proporcionando resultados muy consistentes. 

 

Figura 2.5. Espectro del quenching de la fluorecencia del DBO en agua al 
interaccionar con diferentes concentraciones de ácido gálico. 

 

El proceso de desactivación (quenching) puede producirse 

mediante dos mecanismos: la abstracción directa del átomo de 

hidrógeno o la formación de un complejo excitado de transferencia 

de carga (Pischel et al., 2000; Pischel y Nau, 2000). Valgimigli y sus 

colaboradores concluyeron que la abstracción de hidrógeno sólo 
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proviene de los enlaces O-H, ya que los enlaces C-H en compuestos 

fenólicos no tienen esta capacidad (Valgimigli et al., 1996).  

Resulta importante señalar que en otros compuestos como los 

derivados de compuestos benzofuranos, el enlace C-H sí es capaz 

de ceder protones (Lundgren et al., 2006). Las constantes del 

quenching bimolecular  (kq) para cada uno de los compuestos 

fenólicos disueltos en agua y en la mezcla agua/metanol (76:24, 

v/v) se muestran en la tabla 2.1.  

Tabla 2.1. Valores de kq para los compuestos antioxidantes en agua y en la 
mezcla agua/metanol (76:24, v/v). 

Antioxidante 
kq/ 109 M-1s-1[a] 

H2O 

kq/ 109 M-1s-1[b] 

MeOH 24% 

Ácido p-hidroxibenzoico 0.3 0.6 

Ácido protocatéquico 1.3 1.6 

Ácido gálico 2.4 2.7 

Ácido vanílico - 1.0 

Ácido siríngico 1.8 1.6 

Vainillina - 9.9 

Tirosol 0.7 1.1 

Hidroxitirosol - 1.3 

Ácido p-hidroxifenilacético 0.5 0.8 

Ácido p-cumárico 2.1 3.5 

Ácido o-cumárico - 7.9 

[a]: Constante bimolecular para el quenching de la fluorescencia del 

DBO en agua; 0 = 325 ns. 

[b]: Constante bimolecular para el quenching de la fluorescencia del 

DBO en una mezcla de H2O/MeOH (76:24, v/v); 0 = 75.3 ns. 
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Los resultados recopilados en la tabla previamente 

mencionada muestran que al comparar los valores de kq obtenidos 

en los dos disolventes (salvo para los compuestos: ácido vanílico, 

vainillina, hidroxitirosol y ácido o-cumárico, de los cuáles no 

pudieron obtenerse valores debido a su insolubilidad en agua), se 

observó que los valores bastante similares aunque ligeramente 

superiores en la mezcla agua/metanol (76:24, v/v). El orden de 

magnitud para todos ellos fue de 109 M-1s-1. Dicha tabla también 

declara que el compuesto fenólico con más reactividad 

antioxidante es la vainillina (6), con un valor de kq de 9.9×109 M-1s-1; 

por el contrario, el ácido p-hidroxibenzoico (1) es el tiene menos 

reactividad antioxidante ya que mostró un valor de kq de 0.6×109 M-

1s-1.  

 

Figura 2.6. Representación de los datos del quenching según la ecuación de 
Stern-Volmer para los antioxidantes: ácido p-hidroxibenzoico (1), ácido 

protocatéquico (2), ácido gálico (3) y tirosol (7).
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La figura 2.6 muestra las rectas obtenidas a partir de los 

valores de quenching de la fluorescencia del DBO que se produce en 

presencia de diferentes concentraciones de algunos de los fenoles 

estudiados, tales como: ácido p-hidroxibenzoico (1), ácido 

protocatéquico (2), ácido gálico (3) y tirosol (7). 

Los diferentes valores obtenidos para las pendientes de los 

distintos compuestos estudiados podrían justificarse en función a 

su estructura. Así, a continuación se muestra una explicación de los 

valores obtenidos. 

Como previamente se ha mencionado, la vainillina (6) fue el 

compuesto que presentó el mayor valor, por lo tanto, es el que 

posee mayor reactividad antioxidante. Sin embargo, este hecho 

resulta curioso debido a que, a pesar de que la estructura del ácido 

vanílico y la de la vainillina es la misma con la diferencia de que el 

primero posee un grupo ácido y el segundo un grupo aldehído en 

uno de los radicales del anillo de benceno, los valores para sus kq 

son de 1.0 y 9.9 M-1s-1, respectivamente. Este hecho hace pensar que 

el grupo aldehído supone un incremento considerable en la 

reactividad antioxidante de un compuesto. Los siguientes 

antioxidantes con los valores superiores de kq fueron el ácido p-

cumárico (10) y ácido o-cumárico (11); ambos poseen tanto un 

grupo hidroxilo como una  cadena lateral insaturada unida a un 

grupo ácido, siendo los únicos de todo el grupo estudiado que 

tienen esta estructura. Esto demuestra que las insaturaciones 

favorecen las reacciones de transferencia de carga como mecanismo 

de desactivación (Adam y Nikolaus, 1998). Es importante señalar que 
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el valor obtenido para el ácido o-cumárico es el doble que para el 

ácido p-cumárico; esto se debe a que el primero tiene el grupo –OH 

en posición orto (Lucarini y Pedulli, 1994). El siguiente compuesto 

con mayor reactividad antioxidante fue el ácido gálico (3), con tres 

grupos hidroxilo y una cadena simple donde tiene un grupo ácido. 

Posteriormente, el ácido siríngico (5) y el ácido protocatéquico (2), 

ambos con un grupo ácido unido al benzeno, y con la diferencia de 

un grupo hidroxilo y dos grupos metoxi en los radicales para el 

primero,  y dos grupos hidroxilo para el segundo, presentaron un 

valor de 1.6×109 M-1s-1. Este resultado evidencia que la reactividad 

de dos grupos metoxi es relativamente equivalente a la reactividad 

de un grupo hidroxilo en posición orto. 

A continuación, el hidroxitirosol (8) presentó un valor de kq 

algo inferior (1.3×109 M-1s-1), debido a que la cadena lateral que 

posee no favorece su reactividad antioxidante. Tras estos 

compuestos, el ácido vanílico (4), con un grupo hidroxilo y un 

grupo metoxi en sus radicales, y el tirosol (7), con un grupo 

hidroxilo, mostraron valores de 1×109 M-1s-1. Este caso, al igual que 

lo que ocurre con el ácido siríngico y el ácido protocatéquico 

demuestra la importancia que revela el complejo de transferencia 

de carga frente a la abstracción directa de un átomo de hidrógeno 

en el mecanismo de desactivación de la fluorescencia. 

Finalmente, los valores más bajos de las constantes kq se 

obtuvieron para los antioxidantes 1 (ácido p-hidroxibenzoico) y 9 

(ácido p-hidroxifenilacético), los cuales presentaron valores de un 

orden de magnitud inferior al resto. Estos últimos compuestos 
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tienen sólo un grupo hidroxilo en posición para con la capacidad de 

reaccionar con el DBO. 

22..33..22..  RReeaaccttiivviiddaadd  aannttiiooxxiiddaannttee  oobbtteenniiddaa  mmeeddiiaannttee  eell  

uussoo  ddeell  rraaddiiccaall  DDPPPPHH••      

Con el fin de comparar los resultados obtenidos con el 

quenching de la fluorescencia del DBO, se realizó otro estudio 

utilizando el radical DPPH•, el cual es el más utilizado para 

estudios de cinética (Sánchez Samaniego et al., 2007; Poerio et al., 

2008). De acuerdo con la literatura publicada, el DPPH•debe estar 

disuelto en metanol; por lo tanto trabajamos con éste disuelto en 

metanol y los antioxidantes disueltos en la mezcla agua/metanol 

(76:24, v/v). 

Se midió la absorbancia del DPPH• en ausencia de 

antioxidante a 515 nm (ADPPH•); inmediatamente tras la adición del 

antioxidante, y tras 5 minutos.  

 

Figura 2.7. Espectros de la absorbancia del DPPH• en ausencia del antioxidante 
Tirosol ,y en presencia de éste en los minutos 0 y 5. 
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La figura 2.7 muestra un ejemplo de cómo varía la 

absorbancia del DPPH• en presencia de antioxidante, en este caso, 

el antioxidante en cuestión ha sido el tirosol. Utilizando la ecuación 

2 descrita en la sección 2.2.3, se obtuvieron dos valores de Q. Por 

un lado: Q0 = (1A0/ADPPH•) × 100%, y por otro lado: Q5 = 

(1A5/ADPPH•) × 100%; donde A0 es la absorbancia observada 

directamente después de la adición del antioxidante y A5 es la 

absorbancia observada tras 5 minutos. La tabla 2.2 muestra los 

valores de Q obtenidos utilizando las ecuaciones previamente 

descritas. 

Tabla 2.2. Valores de Q para los compuestos antioxidantes disueltos en la mezcla 
agua/metanol (76:24, v/v). 

Antioxidante 
Q0 (%)[a] 

MeOH 24% 

Q5 (%)[b] 

MeOH 24% 

Ácido p-hidroxibenzoico 7.6 7.6 

Ácido protocatéquico 18.3 80.7 

Ácido gálico 43.4 82.4 

Ácido vanílico 6.9 9.5 

Ácido siríngico 14.4 81 

Vainillina 2.1 3.6 

Tirosol 12.3 41.1 

Hidroxitirosol 63.8 74.8 

Ácido p-hidroxifenilacético 8.7 9.1 

Ácido p-cumárico 4.2 5.1 

Ácido o-cumárico 1.1 2.9 

[a]: λobs = 515 nm directamente tras la adición del antioxidante 

(t = 0 min). Q0 = (1-A0/ADPPH•) × 100%. 

[b]: λobs = 515 nm, 5 minutos tras la adición del antioxidante 

(t = 5 min). Q5 = (1-A5/A DPPH•) × 100%.
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La tabla 2.2 muestra los valores de Q0 y Q5 obtenidas para los 

antioxidantes estudiados. A partir de los resultados obtenidos se 

han definido tres tipos de compuestos que describo a continuación: 

1) Los antioxidantes que tienen una rápida reacción con 

DPPH•, porque la abstracción de hidrógeno se produce 

cuando entran en contacto el antioxidante y la disolución 

de DPPH•, (ácido gálico e hidroxitirosol) 

2) Los antioxidantes tales como el ácido protocatéquico, ácido 

siríngico y tirosol, los cuales necesitan 5 min para 

reaccionar con el DPPH•. 

3) Los antioxidantes que no reaccionan con el DPPH• en los 

primeros 5 min (ácido p-hidroxibenzoico, ácido vanílico, 

vainillina, ácido p-hidroxifenilacético, ácido p-cumárico y 

ácido o-cumárico).  

Los antioxidantes del primer grupo (ácido gálico e 

hidroxitirosol)  son los únicos que tienen tres grupos hidroxilo 

capaces de donar su protón. El ácido protocatéquico (2) y el tirosol 

(7) tienen dos grupos hidroxilo, y el ácido siríngico (5) es el único 

antioxidante que tiene un grupo hidroxilo y dos grupos metoxi. En 

este caso, se evidencia la importancia de los grupos metoxi en la 

reactividad antioxidante obtenida. El resto de los compuestos sólo 

tienen un grupo hidroxilo, por lo tanto, los valores de Q obtenidos 

resultaron muy bajos.  
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22..33..33..  DDBBOO  vvss  DDPPPPHH  

Finalmente, se han diferenciado varios grupos de reactividad 

antioxidante en función de la estructura de los compuestos de 

acuerdo con los valores comprobados con la sonda de fluorescencia 

(DBO) y el radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH•). Tomando 

en consideración la relación estructura-reactividad de los 

compuestos antioxidantes, se han conseguido  establecer 4 grupos 

diferentes. 

Grupo A: dicho grupo está formado por el ácido p-

hidroxibenzoico (1), ácido protocatéquico (2), ácido gálico (3), ácido 

vanílico (4) y ácido siríngico (5). Lo primero a mencionar de este 

grupo es la evidencia de que un aumento en el número de grupos 

hidroxilo en el anillo de benceno aumenta proporcionalmente la 

reactividad antioxidante del compuesto, debido al hecho de que 

hay más átomos de hidrógeno que pueden ser donados (Rice-Evans 

et al., 1996). Así, la kq y Q de: ácido gálico > ácido protocatéquico > 

ácido p-hidroxibenzoico. La tabla 2.3 muestra los valores de kq y Q 

para los compuestos que forman el grupo A. 

Por otra parte, la presencia de grupos metoxi también 

aumenta la reactividad del antioxidante ya que participan en la 

transferencia de carga. Así, los valores que aparecen en la tabla 2.3 

reflejan que el valor de kq y Q del ácido siríngico (5) es superior al 

del ácido vanílico (4).  
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Tabla 2.3. Valores de kq y Q para los compuestos antioxidantes del grupo A 
disueltos en la mezcla agua/metanol (76:24, v/v). 

Grupo Nº Estructura 
kq/ 

109 M-1s-1 
Q0 (%)[a] Q5 (%)[b] 

A 

1 

 

0.6 7.6 7.6 

2 

 

1.6 18.3 80.7 

3 

 

2.7 43.4 82.4 

4 

 

1.0 6.9 9.5 

5 

 

1.6 14.4 81 

[a]: λobs = 515 nm directamente tras la adición del antioxidante (t = 0 min).  

Q0 = (1-A0/ADPPH•) × 100%. 

[b]: λobs = 515 nm, 5 minutos tras la adición del antioxidante (t = 5 min).  

Q5 = (1-A5/A DPPH•) × 100%. 

Es interesante mencionar que el ácido protocatéquico (2) y el 

ácido siríngico (5) tienen valores similares de kq y Q; de lo que se 

podría deducir que la reactividad de dos grupos metoxi es 

equivalente a la reactividad de un grupo hidroxilo.  

El grupo B comprende dos compuestos: tirosol (7) e 

hidroxitirosol (8). El hidroxitirosol tiene dos grupos hidroxilo y el 

tirosol sólo tiene uno, debido a esto, el hidroxitirosol,  presenta el 
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mayor valor de kq y Q. En la tabla 2.4 se muestran los valores para 

el grupo B. 

Tabla 2.4. Valores de kq y Q para los compuestos antioxidantes del grupo B 
disueltos en la mezcla agua/metanol (76:24, v/v). 

Grupo Nº Estructura 
kq/ 

109 M-1s-1 
Q0 (%)[a] Q5 (%)[b] 

B 

7 
 

1.1 12.3 41.1 

8 
 

1.3 63.8 74.8 

[a]: λobs = 515 nm directamente tras la adición del antioxidante (t = 0 min). 

Q0 = (1-A0/ADPPH•) × 100%. 

[b]: λobs = 515 nm, 5 minutos tras la adición del antioxidante (t = 5 min). 

Q5 = (1-A5/A DPPH•) × 100%. 

El grupo C está constituido por el ácido p-cumárico (10) y 

ácido o-cumárico (11). La tabla 2.5 muestra los valores de kq y Q 

para los compuestos del grupo C.  

Tabla 2.5. Valores de kq y Q para los compuestos antioxidantes del grupo C 
disueltos en la mezcla agua/metanol (76:24, v/v). 

Grupo Nº Estructura 
kq/ 

109 M-1s-1 
Q0 (%)[a] Q5 (%)[b] 

C 

10 
 

3.5 4.2 5.1 

11 

  
7.9 1.1 2.9 

[a]: λobs = 515 nm directamente tras la adición del antioxidante (t = 0 min). 

Q0 = (1-A0/ADPPH•) × 100%. 

[b]: λobs = 515 nm, 5 minutos tras la adición del antioxidante (t = 5 min). 

Q5 = (1-A5/A DPPH•) × 100%.
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El ácido o-cumárico tiene un valor de kq de 7.9×109 M-1s-1 en la 

mezcla agua/metanol (76:24, v/v), mientras el ácido p-cumárico 

presenta un valor de 3.5×109 M-1s-1, lo que evidencia que la posición 

orto del grupo hidroxilo proporciona una mayor reactividad 

antioxidante al compuesto en cuestión (Lucarini y Pedulli, 1994).  

Finalmente, un cuarto grupo (grupo D) compuesto por ácido 

p-hidroxibenzoico (1), tirosol (7), ácido p-hidroxifenilacético (9) y 

ácido p-cumárico (10) fue establecido.  

Tabla 2.6. Valores de kq y Q para los compuestos antioxidantes del grupo C 
disueltos en la mezcla agua/metanol (76:24, v/v). 

Grupo Nº Estructura 
kq/ 

109 M-1s-1 

Q0 
(%)[a] 

Q5 (%)[b] 

D 

1 

 

0.6 7.6 7.6 

7 
 

1.1 12.3 41.1 

9 
 

0.8 8.7 9.1 

10 
 

3.5 4.2 5.1 

[a]: λobs = 515 nm directamente tras la adición del antioxidante (t = 0 min). 

Q0 = (1-A0/ADPPH•) × 100%. 

[b]: λobs = 515 nm, 5 minutos tras la adición del antioxidante (t = 5 min). 

Q5 = (1-A5/A DPPH•) × 100%. 

Todos estos compuestos tienen un grupo fenol en común, 

pero la cadena lateral es diferente para cada uno de ellos. Los 

valores más bajos de kq fueron los del ácido p-hidroxifenilacético y 

ácido p-hidroxibenzoico; seguidos por el tirosol y el ácido p-
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cumárico, debido a la insaturación que posee en la cadena lateral, 

la cual facilita las reacciones de transferencia de carga. La tabla 2.6 

muestra los valores de kq y Q para los compuestos que forman el grupo 

D. 

Tras este análisis de los resultados, podemos concluir que el 

quenching de la fluorescencia del DBO es un método óptimo para 

evaluar la reactividad antioxidante de los compuestos fenólicos, 

por un lado debido a la buena relación encontrada al comparar los 

datos con los obtenidos utilizando el radical 1,1-difenil-2-

picrilhidracilo (DPPH•); y por otra parte debido a su rapidez y al 

menor consumo de muestra y reactivos que es necesario para dicho 

análisis. 
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22..44..  CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  

Con el presente estudio  se pretende demostrar la efectividad 

de la sonda fluorescente (DBO) para la determinación de la 

reactividad antioxidante de compuestos fenólicos. Tras realizar un 

estudio comparativo de los resultados obtenidos utilizando el DBO 

y el DPPH•, se observaron similitudes en cuanto a la relación 

estructura/reactividad antioxidante.  

El uso del DBO como una nueva alternativa al radical libre 

DPPH• implica un menor consumo de tiempo para realizar los 

análisis, y nos proporciona un valor fijo en diferentes disolventes 

de una constante kq para cada uno de los compuestos estudiados, 

dando lugar a resultados fiables y reproducibles. 

Por todo lo mencionado, sugerimos el uso de esta nueva 

metodología espectrofluorimétrica para el estudio de la reactividad 

antioxidante frente a las espectrofotométricas comúnmente 

utilizadas. Así, abrimos nuevas vías de estudio con el objetivo de 

determinar la reactividad antioxidante en muestras de aceite de 

oliva con esta nueva metodología propuesta. 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCaappííttuulloo  33  

EEssttuuddiioo  ccoommppaarraattiivvoo  ddee  

ddiiffeerreenntteess  mmééttooddooss  ddee  

eexxttrraacccciióónn  ppaarraa  llaa  

ddeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  ffrraacccciióónn  

ffeennóólliiccaa  ddeell  aacceeiittee  ddee  oolliivvaa  

  

  

  
  

  
 
 
 
 
Parte de este capítulo está basado en el artículo: 
M. Luz Pizarro, Mercedes Becerra, Ana Sayago, María 
Beltrán and Rafael Beltrán. (2013). Comparison of Different 
Extraction Methods to Determine Phenolic Compounds in 
Virgin Olive Oil, Food Analytical Methods 6,123–132.
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RREESSUUMMEENN  

Con el fin de evaluar la eficacia del método de extracción de 

fenoles totales, se ha realizado una comparación entre diferentes 

métodos (extracción líquido-líquido (ELL), micro extracción 

líquido-líquido (MELL) y extracción líquido-líquido  con sonda de 

ultrasonido (USO)) utilizando una muestra de aceite de oliva 

virgen (AOV). El análisis estadístico de los datos analíticos 

obtenidos en función del contenido de fenoles totales, mostró que 

la MELL y USO pueden ser una alternativa fiable al procedimiento 

tradicional basado en la ELL, la cual necesita más cantidad de 

muestra, genera más desechos y requiere más tiempo, siendo a su 

vez, una técnica más tediosa. 

El trabajo publicado en colaboración con la  Dra. Pizarro 

(Pizarro et al., 2013) mostró que la MELL era la metodología de 

extracción más eficiente para los compuestos fenólicos individuales 

presentes en el AOV. Por este motivo, las condiciones de la MELL 

fueron optimizadas con el fin de mejorar esta metodología. 

Por último, para analizar compuestos fenólicos individuales, 

se utilizó una cromatografía líquida de alta resolución equipada 

con un detector UV-Vis de diodos (HPLC-DAD). Gracias a esta 

técnica analítica, se identificaron y cuantificaron 13 compuestos 

fenólicos en la disolución estándar y en el aceite de oliva refinado 

dopado (AORD). Ocho compuestos fueron encontrados en las 

muestras de AVO. 
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Para calcular los porcentajes de recuperación de los fenoles 

individuales extraídos con el método MELL, se utilizó un AORD. 

Los valores fueron superiores al 80% para la mayoría de los casos. 

Así, se demostró la eficacia y la fiabilidad de ambas metodologías 

para determinar el contenido fenólico en muestras de aceite de 

oliva. 
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AABBSSTTRRAACCTT    

A comparison between different extraction methods has been 

performed in order to assess their effectiveness for the analysis of 

total phenols (liquid–liquid extraction (LLE), liquid–liquid micro 

extraction (LLME), and ultrasound liquid–liquid extraction (USE)) 

from virgin olive oil (VOO). Statistical analysis of the analytical 

data obtained for the total phenol content of a VOO, showed that 

LLME and USE can represent a reliable alternative to the 

traditional procedure based on LLE that needs more amount of 

sample, generates more wastes, and is more time consuming.  

The work published by Pizarro et al. (Pizarro et al., 2013) 

showed that the LLME was the most efficient extraction method of 

individual phenolic compounds in olive oil. For this reason, the 

conditions of the LLME were optimized with the purpose of 

improving this methodology. 

Finally, a high-performance liquid chromatography 

equipped with a diode-array detector (HPLC-DAD) was used to 

analyze individual phenolic compounds. In this way, 13 phenolic 

compounds were identified and quantified in standard solution 

and spiked refined olive oil (SROO). Eight compounds were found 

in VOO samples. 

A SROO was used to calculate the recoveries of the phenolic 

compounds studied by using LLME. These values were higher 

than 80% in most cases. Thus, the efficiency and reliability of both 

methodologies were demonstrated to determine phenolic 

compounds in olive oil. 
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33..11..  IINNTTRROODDUUCCCCIIÓÓNN  

El aceite de oliva virgen (AOV) es el principal aceite de 

consumo de la dieta mediterránea. Este aceite se obtiene de 

aceitunas maduras únicamente por procedimientos mecánicos u 

otros procedimientos físicos en condiciones, sobre todo térmicas, 

que no provoquen la alteración del aceite y cuyo tratamiento no sea 

otro que el del lavado, decantación, centrifugado y la filtración. Se 

trata de un aceite vegetal con excelentes cualidades organolépticas 

y nutricionales que proporciona efectos beneficiosos para la salud 

humana. Estos efectos se deben principalmente a su capacidad 

antioxidante (gracias a su contenido en fenoles, tocoferoles, 

carotenoides y otros componentes) (Méndez y Falqué, 2007; Kiritsakis 

y Christie, 2000). 

“Polifenoles” o “compuestos fenólicos” es un término que se 

utiliza frecuentemente para definir aquellas sustancias que poseen 

un anillo aromático con uno o más grupos hidroxilo unidos a él 

(Harborne y Dey, 1989; Escarpa y González, 2001). Este grupo 

hidroxilo es el responsable de evitar o ralentizar la oxidación al 

poseer la capacidad de captar los radicales libres que la provocan. 

Los fenoles son capaces de donar el átomo de hidrógeno del 

hidroxilo a los radicales libres, interrumpiendo así la propagación 

del proceso de oxidación.  

Esto explica las tendencias investigadoras que tratan de 

poner de manifiesto la existencia de una posible correlación entre 

la actividad antioxidante y la composición fenólica del AOV (Servili 

y Montedoro, 2002; Ninfali et al., 2001). Los compuestos fenólicos 
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contribuyen a la estabilidad del AOV y prolongan su vida útil en 

comparación con otros aceites vegetales (Angerosa et al., 2000; Toschi 

et al., 2005). 

Además, estos compuestos otorgan al AOV un papel 

importante en el tratamiento y la prevención de enfermedades 

crónicas asociadas a la generación de sustancias con carácter 

oxidante; tales como la aterosclerosis, la neurodegeneración, y 

otros procesos normales de envejecimiento. Por último, cabe 

mencionar que dichos compuestos también están relacionados con 

las características organolépticas que afectan el sabor y el gusto 

(amargor y purgencia), y con las cualidades nutritivas del AOV 

(Andrews et al., 2003; Gutiérrez Rosales et al., 2003). 

La fracción fenólica de un AOV consiste en una mezcla 

heterogénea de compuestos, tales como: ácidos fenólicos, ácidos 

benzoicos y ácidos cinámicos, alcoholes fenólicos, secoiridoides, 

lignanos y flavonoides. 

La concentración de estas especies se ve influida por muchos 

factores (García-González et al., 2010), tales como el área de 

producción (Tura et al., 2007; Vinha et al., 2005), el clima (Kalua et al., 

2005), la variedad de aceituna (Tura et al., 2007), las técnicas de 

cultivo (Tovar et al., 2001), el momento de maduración de la fruta 

(Gutiérrez et al., 1999), el proceso de extracción del aceite (Servili et 

al., 1996), así como las condiciones de su almacenamiento tras su 

obtención (Morello et al., 2004). 
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Debido a todos estos factores, es de especial importancia 

conseguir desarrollar métodos analíticos con dos objetivos 

fundamentales: 

 Extraer rápida y eficazmente los compuestos fenólicos 

presentes en el AOV. 

 Obtener una óptima separación y determinación 

cualitativa y cuantitaviva de dichos compuestos 

(Tsimidou et al., 1992). 

En la última década se han propuesto numerosos 

procedimientos analíticos para la extracción de compuestos 

fenólicos (Brenes et al., 1999; Brenes et al., 2000; Carrasco-Pancorbo et 

al., 2005). Los métodos comúnmente utilizados para aislar la 

fracción fenólica polar del AOV están basados en la extracción 

líquido-líquido (ELL) (Brenes et al., 2000; Owen et al., 2000a; Owen et 

al., 2000b; Vázquez Roncero, 1978), y en la extracción en fase sólida 

(SPE) (Servili et al., 1999; Favati et al., 1994; Favati et al., 1995; 

Andreoni y Fiorentini, 1995; Mateos et al., 2001). 

El objetivo de este trabajo, está centrado en los métodos de 

extracción líquido-líquido. En estos métodos suelen utilizarse 

disolventes lipófilos con diferentes porcentajes de metanol  (Owen 

et al., 2000a, b.), metanol/agua (Vázquez Roncero, 1978), 

tetrahidrofurano/agua, o N,N-dimetilformamida (Brenes et al., 

2000). 
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Cuando la fracción fenólica se ha aislado, puede llevarse a 

cabo la determinación cualitativa y cuantitativa de los fenoles 

totales mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu 

(Gutfinger y Am, 1981), y de los fenoles individuales mediante 

técnicas de separación y determinación utilizando cromatografía 

líquida de alta resolución con un detector UV-Vis de diodos 

(HPLC-DAD). 

El objetivo de este trabajo de investigación es comparar 

diferentes métodos de extracción basados en los procedimientos de 

extracción líquido-líquido con el fin de determinar el contenido de 

fenoles totales e individuales optimizando al máximo la relación 

calidad-tiempo de análisis. 
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33..22..  MMAATTEERRIIAALL  YY  MMÉÉTTOODDOOSS  

33..22..11..  RReeaaccttiivvooss  

Todos los reactivos utilizados para las medidas 

espectrofotométricas, tales como: metanol, n-hexano, Folin-

Ciocalteu, ácido acético glacial, e hidróxido de sodio fueron de 

calidad espectrofotométrica (99,9%) (Panreac, Barcelona, España). 

Los siguientes compuestos fueron obtenidos de la casa comercial 

Fluka (Steinheim, Alemania): tirosol (97%), ácido cafeico (98%), 

ácido vanílico (97%), ácido p-cumárico (98%), o-cumárico (97%) y la 

vainillina (98%). El ácido gálico (99%), la rutina (95%), y el ácido 

sinapico (98%) eran de Aldrich (EE.UU.). La apigenina (99%), 

luteolina (99%), y oleuropeína (99%) fueron compradas a 

Extrasynthèse (Genay, Francia). El hidroxitirosol ha sido cedido 

por el Departamento de Química Orgánica y Farmacéutica de la 

Facultad de Farmacia (Sevilla, España). 

El agua Mili-Q se obtuvo de un sistema de purificación Mili-

Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). 

33..22..22..  MMuueessttrraass  

Para llevar a cabo el estudio de la repetitividad y 

reproducibilidad de los métodos de extracción de fenoles totales en 

el aceite de oliva, se utilizó un aceite de oliva virgen extra 

comercial, perteneciente a la variedad Picual. 
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Posteriormente, para comparar entre los diferentes métodos 

de extracción de fenoles individuales, se preparó un aceite de oliva 

dopado añadiendo concentraciones conocidas de los fenoles que se 

iban a estudiar a una matriz de aceite al que previamente mediante 

un proceso de refinado, se le eliminaron todos los compuestos 

fenólicos. Este aceite se ha denominado: aceite de oliva refinado 

dopado (ARDO). Se calculó la repetitividad, reproducibilidad y 

porcentaje de recuperación de los tres métodos utilizados.   

Para demostrar la fiabilidad del método para muestras de 

aceite, se utilizaron dos muestras de aceite de oliva virgen extra de 

las variedades Picual y Arbequina. 

33..22..22..11..  PPrreeppaarraacciióónn  ddee  uunn  aacceeiittee  ddee  oolliivvaa  rreeffiinnaaddoo  ddooppaaddoo  

Para preparar el aceite de oliva refinado dopado con los 

fenoles de estudio; se pesan treinta gramos de aceite de oliva 

refinado y se trasladan a un matraz de fondo redondo de 100 mL. 

Las disoluciones madre estándar de cada compuesto se preparan 

en metanol y se agregan al aceite refinado. Durante 24 horas, el 

aceite de oliva preparado se remueve bajo una atmósfera de 

nitrógeno. Después de este proceso, se utiliza un rotavapor para 

eliminar el disolvente. La concentración final que tienen los 13 

compuestos fenólicos seleccionados (ácido gálico, hidroxitirosol, 

tirosol, ácido vanílico, ácido cafeico, vainillina, ácido p-cumárico, 

ácido sinapico, ácido o-cumárico, rutina, oleuropeína, luteolina y 

apigenina) en el aceite de oliva refinado dopado es de 40 µg/g. El 

aceite de oliva refinado dopado y las disoluciones estándar se 

almacenan a 4 ºC. 



Capítulo 3 

 

62 

33..22..33..  MMééttooddooss  

En este trabajo, tres metodologías diferentes (micro 

extracción líquido-líquido (MELL), extracción líquido-líquido 

(ELL), y extracción líquido-líquido mediante sonda de ultrasonido 

(EUS) (Hernanz et al., 2008; Rodrigues y Pinto., 2007) se utilizaron 

para la extracción de la fracción fenólica de un aceite de oliva 

comercial con el fin de determinar su contenido total de fenoles 

mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu del modo más 

económico, rápido y ecológico posible.  

33..22..33..11..  EExxttrraacccciióónn  llííqquuiiddoo--llííqquuiiddoo  ddee  ffeennoolleess  ttoottaalleess  ccoonn  

eemmbbuuddoo  ddee  ddeeccaannttaacciióónn  

Este método de extracción se realizó de acuerdo con el 

método descrito por Vázquez et al. (Vázquez Roncero et al., 1973). El 

método fue ligeramente modificado. El proceso seguido fue: se 

pesan 10 g de aceite y se disuelven en 50 mL de n-Hexano, se agita 

y se extraen sucesivamente con tres porciones de 20 mL cada una 

de metanol al 60 %, agitando durante 2 minutos. Se reúne las fases 

metanólicas de cada extracción en un matraz aforado de 100 mL y 

se enrasa con agua Mili-Q. En la siguiente figura 3.1 se muestra un 

esquema del método mencionado. 

33..22..33..22..  MMiiccrroo  eexxttrraacccciióónn  llííqquuiiddoo--llííqquuiiddoo  ddee  ffeennoolleess  ttoottaalleess  

Los compuestos fenólicos se extrajeron mediante una 

variación del método de Murkovic et al. (Murkovic et al., 2004). El 

aceite de oliva (500 mg) se diluyó con 1 mL de una mezcla de 
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metanol/agua (80:20, v/v) en tubos Eppendorf de 2 mL. Después 

de agitar la muestra durante 1 minuto utilizando un vórtex 

(Heidolph relax top, JP Selecta, Barcelona), ésta se centrifugó 

(Microcentrífuga MiniSpin® Plus, Eppendorf, Madrid) a 13.400 

rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Este proceso se realizó 

tres veces. Los tres extractos se combinaron y fueron disueltos en 

un matraz de 10 mL con agua Mili-Q. La figura 3.2 muestra un 

esquema de dicho método. 

 

Figura 3.1. Esquema del método de extracción líquido-líquido con embudo de 
decantación. 
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33..22..33..33..  EExxttrraacccciióónn  llííqquuiiddoo--llííqquuiiddoo  ddee  ffeennoolleess  ttoottaalleess  ccoonn  ssoonnddaa  

ddee  uullttrraassoonniiddoo  

Para este método, el aceite de oliva (500 mg) se extrajo con 1 

mL de una mezcla de metanol/agua (80:20, v/v) en un tubo de 

centrífuga de polietileno de 50 mL con fondo cónico, el cual 

introducimos posteriormente en un baño con hielo. 

 

 

Figura 3.2. Esquema del método de micro extracción líquido-líquido. 

Esta mezcla fue sonicada usando una sonda de ultrasonido 

con la punta de titanio (Bandelin Sonoplus UW 2200, Progen 

Scientific, London, UK). Esta sonda se sumergió 2 cm en la 

disolución durante 3 ciclos de 10 segundos cada uno a 20 ºC.
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Luego, la disolución se transfirió a un tubo Eppendorf y ésta 

fue centrifugada a 13.400 rpm durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Este proceso fue relizado tres veces. Las fases 

metanólicas de cada proceso fueron reunidas en un matraz aforado 

de 10 mL enrasando con agua Mili-Q. Para facilitar la comprensión 

del método, la figura 3.3 muestra un esquema del método 

desarrollado. 

33..22..33..44..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ccoolloorriimmééttrriiccaa  ddeell  ccoonntteenniiddoo  ffeennóólliiccoo  

ttoottaall 

Para determinar cuantitativamente los polifenoles en el AOV, 

se realizó el método descrito por Gutfinger et al. (Gutfinger y Am, 

1981) con pequeñas modificaciones. 

El método se basa en un ensayo colorimétrico en el que se 

produce la reacción del reactivo Folin-Ciocalteu con los grupos 

hidroxi funcionales de los compuestos fenólicos dando lugar a una 

coloración azul. Cinco mililitros de la disolución acuosa-metanólica 

de compuestos fenólicos extraída del AOV se diluyeron en 15 ml 

de agua Mlili-Q; posteriormente, se adicionaron 1.25 mL del 

reactivo de Folin-Ciocalteu. Se agitó la mezcla y se esperaron 3 

minutos para que se estabilizara. A continuación, se añadieron 2.5 

mL de hidróxido sódico al 6% (v/v). Tras 5 min, la mezcla de 

reacción se diluyó con agua Mili-Q hasta enrase y se homogeneizó 

en un matraz aforado de 25 mL. Finalmente se esperaron 2 horas 

hasta medir la absorbancia de las disoluciones. 
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Figura 3.3. Esquema del método de extracción líquido-líquido con sonda de 
ultrasonido. 

Tras este periodo de tiempo, la absorbancia de las soluciones 

fue determinada frente a un blanco, utilizando un 

espectrofotómetro UV-vis (Termo Spectronic Helios-γ v4.60, 

Cambridge, UK) a una longitud de onda de 725 nm. Para llevar a 

cabo la cuantificación de las muestras, se preparó una curva de
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calibrado con ácido cafeico en el rango de 0-10 mg/L. Los 

resultados de se expresaron como miligramos de ácido cafeico por 

kilogramo de aceite (ppm). 

33..22..33..55..  MMiiccrroo  eexxttrraacccciióónn  llííqquuiiddoo--llííqquuiiddoo  ddee  ffeennoolleess  

iinnddiivviidduuaalleess  

A continuación, basándonos en los resultados mostrados en 

el artículo publicado por Pizarro et al. (Pizarro et al., 2013) donde 

variaciones en los métodos de extracción EUS y MELL, y una 

extracción en fase sólida fueron usadas para identificar y 

cuantificar los fenoles individuales presentes en el AOV; el método 

MELL fue seleccionado para tal fin.   

Las modificaciones que se realizaron en el método “Micro 

extracción líquido-líquido de fenoles totales” fueron llevadas a 

cabo con el objetivo de minimizar la manipulación de la muestra, el 

consumo de reactivos y la generación de residuos. 

Para poner a punto este método, se realizó un diseño 

experimental (EPHA) a dos niveles (variando el peso de la muestra 

y el volumen de extractante) con la intención de mejorar la 

recuperación y la eficiencia del método MELL desarrollado 

previamente en colaboración con la Dra. Pizarro (Pizarro et al., 

2013). Se realizaron todas las combinaciones posibles utilizando las 

siguientes condiciones: 500 mg y 800 mg de muestra, y 500 µL y 800 

µL de la mezcla metanol/agua (80:20, v/v). El ensayo se hizo por 

duplicado para asegurarnos la fiabilidad de los resultados y poder 
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establecer las interacciones entre los factores. En la tabla 3.1 se 

muestra el diseño experimental realizado. 

Tabla 3.1. Diseño experimental del proceso de extracción. 

Ensayo Peso muestra (mg) Volumen extractante (µL) 

1 500 500 

2 500 800 

3 800 500 

4 800 800 

5 500 500 

6 500 800 

7 800 500 

8 800 800 

 

Los volúmenes de la muestra de extractante se agitaron en un 

vórtex durante 1 min y se centrifugaron a 13.400 rpm durante 5 

min a temperatura ambiente. Los otros dos ciclos fueron 

eliminados para evitar un exceso de metanol que diluye el extracto 

y que debe ser eliminado en un rotavapor.  

El extracto metanólico obtenido se pasó a través de un filtro 

de nylon con un tamaño de poro de 0.45 µm y diámetro de 17 mm. 

Por último, 150 µL del extracto se diluyeron con agua Mili-Q hasta 

0.5 mL en un vial de 1.5 mL. La figura 3.4 muestra el esquema de 

este método para facilitar la comprensión del mismo.  
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Figura 3.4. Esquema del método de micro extracción líquido-líquido de fenoles 
individuales. 

Cien microlitros de este extracto fueron inyectados en el 

HPLC-DAD para poder determinar si el método de extracción es 

óptimo para la mayoría de los compuestos fenólicos. Por un lado,  

para evaluar la efectividad del método desarrollado,  se calcularon 

los porcentajes de recuperación; por otro lado, la precisión del 

mismo fue obtenida gracias a los ensayos de repetitividad y 

reproducibilidad realizados.  
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33..22..33..66..  AAnnáálliissiiss  ccoonn  HHPPLLCC--DDAADD  

Para llevar a cabo el análisis de los fenoles individuales en el 

extracto metanólico, se utilizó un equipo de cromatografía líquida 

de alta resolución acoplado a un detector UV-Vis de diodos 

(Agilent 1100 (Palo Alto, CA, EE.UU.)). 

Para obtener una óptima separación de los compuestos 

fenólicos, se utilizó una columna C18 Nova-pack en fase reversa (4 

µm, 300 × 3,9 mm ID, Waters Co., Milford, Massachusetts, EE.UU.). 

Se aplicó un gradiente entre dos fases móviles: fase A 

(agua/metanol/ácido acético, 93:5:2, v/v/v) y fase B 

(agua/metanol/ácido acético, 17:81.3:1.7, v/v/v). La tabla 3.2 

muestra el gradiente empleado. 

Tabla 3.2. Gradiente de fases móviles del HPLC-DAD. 

Tiempo (min) % A % B 

0 100 0 

5 100 0 

50 60 40 

60 40 60 

65 25 75 

70 0 100 

80 100 0 

85 100 0 

 

El flujo fue de 1 mL/min y la columna se mantuvo a 20 °C. El 

volumen inyectado fue de 100 µL. La detección se realizó mediante 

un barrido entre 190 y 700 nm. 
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La cuantificación de los compuestos fenólicos se llevó a cabo 

utilizando los valores de las áreas obtenidas a 280 nm para el ácido 

gálico, hidroxitirosol, tirosol, ácido vanílico, ácido cafeico, 

vainillina, ácido o-cumárico y oleuropeína, a 320 nm para el ácido 

p-cumárico y ácido sinápico, y a 360 nm para la rutina, luteolina y 

apigenina. 

Los ensayos cuantitativos fueron obtenidos usando curvas de 

calibración externas para todos los estándares fenólicos. Todos los 

análisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron 

como valores medios. 

33..22..33..77..  EEssttaaddííssttiiccaa  

Las diferencias significativas entre las diversas técnicas de 

extracción fueron analizadas mediante el análisis unidireccional de 

la varianza (ANOVA). Se consideraron que las diferencias eran 

significativas cuando los valores de p eran inferiores a 0.05 y los 

valores medios de concentración se compararon mediante la 

técnica de LSD con un nivel de confianza del 95%. 
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33..33..  RREESSUULLTTAADDOOSS  YY  DDIISSCCUUSSIIÓÓNN  

33..33..11..  CCoommppaarraattiivvaa  eennttrree  llooss  mmééttooddooss  ddee  eexxttrraacccciióónn  ddee  

ffeennoolleess  ttoottaalleess  

Para comparar los métodos de extracción utilizados en la 

determinación de fenoles totales: extracción líquido-líquido con 

embudo de decantación, micro extracción líquido-líquido y 

extracción líquido-líquido; se evaluó la precisión de cada método 

mediante la determinación de la repetibilidad y reproducibilidad. 

Los valores obtenidos fueron estimados a través de los promedios 

de los coeficientes de variación (% RSD). Para realizar el ensayo de 

la repetibilidad, se utilizó un aceite de oliva virgen extra sobre el 

que se aplicaron los diferentes procesos de extracción cinco veces 

en el mismo día. La reproducibilidad fue estudiada realizando los 

procesos de extracción 3 veces al día, durante cinco días diferentes.  

Además, cada día se analizaron cinco muestras del mismo 

aceite y se calculó su concentración utilizando la recta de calibrado 

de ácido cafeico previamente descrita. La tabla 3.3 muestra los 

resultados obtenidos. 

Tabla 3.3. Repetitividad, reproducibilidad y valor medio de los métodos de 
extracción de fenoles totales. 

Método 
Repetitividad 

(%RSD) 
Reproducibilidad 

(%RSD) 
Valor medio 

(mg/Kg) 

ELL 2.7 6.8 427.08 

MELL 5.1 7.4 449.58 

EUS 9.4 7.9 459.57 
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Analizando los valores mostrados en la tabla 3.3 en cuanto a 

la precisión de los métodos de extracción de fenoles totales, los 

coeficientes de variación obtenidos (%RSD) fueron buenos para los 

tres métodos, mostrando valores inferiores a 9,4% para la 

repetitividad y 7,9% para la reproducibilidad, siendo el método 

ELL, el que mostró los mejor valores. Por otra parte, el método EUS 

presentó los valores más altos para los coeficientes de variación 

(9,4% para la repetitividad y 7,9% para la reproducibilidad); este 

hecho se puede atribuir a la dificultad en el mantenimiento de la 

temperatura de la muestra durante el proceso. Finalmente, el 

método MELL presenta óptimos valores de RSD para la 

repetitividad (5,1%) y reproducibilidad (7,4%). Este método 

presenta las ventajas de consumir menos cantidad de muestra, de 

reactivos, y tiempo, y además generar menos residuos que los otros 

dos métodos estudiados. 

A los valores obtenidos para fenoles totales (Tabla 3.2), se les 

aplicó un test one-way ANOVA, para poner de manifiesto la 

posible existencia de diferencias significativas (p <0,05) entre los 

métodos. Cuando la prueba LSD se aplicó para determinar las 

diferencias significativas entre los métodos, no se encontraron 

diferencias significativas entre el método MELL y el EUS; sin 

embargo, ambos presentaron valores medios significativamente 

diferentes en comparación con los obtenidos por el método ELL. 

Aunque el método ELL obtuvo los mejores valores de precisión, 

esta técnica presenta los valores más bajos de concentración de 

fenoles totales extraídos del aceite de oliva. Este método también 

tiene el inconveniente de que necesita más cantidad de muestra, 
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genera más residuos, y consume más tiempo que los otros métodos 

estudiados. 

33..33..22..  PPaarráámmeettrrooss  ddee  ccaalliiddaadd  ddeell  HHPPLLCC--DDAADD  

Los extractos se analizaron con un HPLC-DADC. Empleando 

las condiciones descritas anteriormente, se logró la resolución 

completa de todos los compuestos estudiados (figura 3.5).  

 

Figura 3.5. Perfil de elución de los compuestos fenólicos en una disolución 
estándar a 280 nm (a), 320 nm (b) y 360 nm (c). 1: ácido gálico; 2: hidroxitirosol; 
3: tirosol, 4: ácido vanílico, 5: ácido cafeico; 6: vainillina; 7: ácido p-cumárico; 8: 
ácido sinapico; 9: ácido o-cumárico; 10: rutina; 11: oleuropeína; 12: luteolina; 13: 

apigenina.  

La figura 3.5 muestra los perfiles fenólicos de elución de una 

mezcla de soluciones estándar a 280 nm (a), 320 nm (b) y 360 nm 

(c). Los cromatogramas muestran que los alcoholes y ácidos 

fenólicos eluyen en primer lugar antes de llegar al minuto 45, 
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mientras que los flavonoides debido a su mayor hidrofobicidad, 

eluyen después de los 60 min, momento en el cual aumenta la 

concentración de metanol en la fase móvil.  

La identificación de los picos cromatográficos se llevó a cabo 

mediante la comparación de sus tiempos de retención y espectros 

obtenidos a partir de las disoluciones estándar. 

Como puede observarse en la figura 3.5, la cromatografía nos 

ha permitido separar claramente cada uno de los compuestos 

estudiados, facilitando así la futura aplicación de dicho método a 

muestras reales de aceite. 

Una vez alcanzada la completa resolución de los picos, se 

procedió a evaluar el rango lineal (µg/mL), el coeficiente de 

correlación (r2), las curvas de calibración y los límites de detección 

(LOD) y cuantificación (LOQ) (Tabla 3.4). Para calcular los LOD y 

LOQ, se utilizó un método estadístico (Anderson, 1989; Armbruster 

et al., 1994) basado en las siguientes ecuaciones: 

LOD= 3Sb/m (eq. 1) 

LOQ= 10Sb/m (eq. 2) 

Donde Sb es la desviación estándar de la recta de calibrado y 

m es la pendiente de la misma. Los límites de detección fueron 

consistentemente bajos para todos los compuesta fenólicos, estando 

éstos en un rango  entre 0.010 y 0.066 µg/mL. Los límites de 

cuantificación presentaron valores entre 0.032 y 0.221 µg/mL, pero 

la mayoría de los compuestos obtuvieron valores en torno a 0.040 

µg/mL (Tabla 3.4).  
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Las curvas de calibración fueron realizadas a partir de 15 

disoluciones estándar, en las cuáles las concentraciones oscilaron 

desde 0.02 hasta unos 34 µg/mL  para la mayoría de compuestos. 

Como puede verse en la tabla 3.4, los coeficientes de correlación 

obtenidos fueron de 0.999 para la mayoría de los compuestos 

dentro del rango lineal estudiado. 

33..33..33..  DDiisseeññoo  eexxppeerriimmeennttaall  ddeell  mmééttooddoo::  MMiiccrroo  

eexxttrraacccciióónn  llííqquuiiddoo--llííqquuiiddoo  ddee  ffeennoolleess  iinnddiivviidduuaalleess  

Se realizó un diseño experimental en un aceite de oliva 

refinado dopado con el fin de reducir el consumo de reactivos a 

utilizar y la generación de residuos que ello conlleva. Los 

porcentajes de recuperación obtenidos en las diferentes condiciones 

de cada ensayo se muestran en la tabla 3.5. Las diferentes 

condiciones probadas se han evaluado a través de los porcentajes 

de recuperación obtenidos para cada uno de los fenoles analizados. 

El análisis de los resultados mediante gráficos de Pareto 

permite observar la influencia de los diferentes factores estudiados 

sobre los porcentajes de recuperación de los fenoles extraídos.  

La figura 3.6 muestra los gráficos de Pareto para un nivel de 

confianza del 95% (p < 0.05). 
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Figura 3.6. Gráficos de Pareto. Los números 1 y 2 equivalen al peso de la muestra 
(mg) y al volumen de extractante (µL), respectivamente.
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Figura 3.6. (continuación) Gráficos de Pareto. Los números 1 y 2 equivalen al 
peso de la muestra (mg) y al volumen de extractante (µL), respectivamente.
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Figura 3.6. (continuación) Gráficos de Pareto. Los números 1 y 2 equivalen al 
peso de la muestra (mg) y al volumen de extractante (µL), respectivamente. 
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Varias conclusiones se obtuvieron teniendo en cuenta los 

resultados mostrados en la tabla 3.5 y en la figura 3.6. Los gráficos 

de Pareto muestran que no hay diferencias significativas en la 

mayoría de los compuestos entre utilizar 500 mg o 800 mg de 

muestra, y 500 µL o 800 µL de extractante, con excepción de la 

vainillina, para la cual, los mejores porcentajes de recuperación se 

obtuvieron utilizando 500 mg de muestra y 800 µL de extractante. 

Por otro lado, para la luteolina y apigenina también existen 

diferencias significativas pero sólo en el caso del volumen de 

extractante. En ambos casos, los resultados obtenidos indican que 

los porcentajes de extracción de estos compuestos son mejores 

utilizando 800 µL como volumen de extractante. 

Para observar de una forma más intuitiva, mediante un 

código de color, cuáles son los valores de las variables y las 

combinaciones que proporcionan los mejores resultados, se 

representaron las superficies de isorrespuesta por familias de 

compuestos fenólicos. 

La figura 3.7 muestra las superficies de isorrespuesta sobre la 

extracción de los ácidos fenólicos, los alcoholes fenólicos, los 

flavoniodes y el total de los compuestos, siendo las zonas rojizas 

las que corresponden a los valores más altos de porcentajes de 

extracción. 

Como se muestra en la figura, para el grupo de ácido 

fenólicos (ácido gálico, ácido cafeico, ácido vanílico, ácido p-

cumárico, ácido o-cumárico y ácido sinapico) y alcoholes fenólicos
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(hidroxitirosol y tirosol), las mejores condiciones son 500 mg de 

muestra y 500 µL de extractante. Para los flavonoides (rutina, 

luteolina y apigenina), las mejores condiciones son 500 mg de 

muestra y 800 µL de extractante, hecho que corrobora los valores 

mostrados por los gráficos de pareto. Y finalmente, para el total de 

los compuestos, la superficie de isorrespuesta obtenida muestra 

que es más conveniente el uso de 500 mg de muestra y que las 

diferencias entre el uso de 500 µL u 800 µL de extactante no son 

significativas. 

 

Figura 3.7. Gráficos de superficies de isorrespuesta de los porcentajes de 
recuperación de los ácidos fenólicos, alcoholes fenólicos, flavonoides y fenoles 

totales. 
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Considerando los datos mencionados, se decidió trabajar 

utilizando 500 mg de muestra y 500 µL de metanol/agua (80:20, 

v/v), ya que estas condiciones fueron las más favorables para la 

mayoría de los compuestos estudiados. El uso de estas condiciones 

se justifica además, porque los compuestos que tenían porcentajes 

de recuperación mejores en estas condiciones son los que tienen 

una mayor capacidad antioxidante y son mayoritarios en el AOV. 

Cuando se comparan estos datos con los obtenidos con 

anterioridad en el grupo (Pizarro et al., 2013), vemos que se 

obtienen mejores porcentajes de recuperación con el nuevo método 

para la mayoría de los compuestos estudiados. Por lo tanto, 

procedió a validar el método cromatográfico utilizando el método 

de MELL previamente mencionado. 

33..33..44..  RReeppeettiittiivviiddaadd,,  rreepprroodduucciibbiilliiddaadd  yy  ppoorrcceennttaajjee  ddee  

rreeccuuppeerraacciióónn  ddeell  mmééttooddoo  ccoommpplleettoo  ((MMEELLLL--HHPPLLCC--DDAADD))  

ppaarraa  llaa  ddeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  ffeennoolleess  iinnddiivviidduuaalleess  

Para validar el método desarrollado, se evaluó la 

repetitividad y reproducibilidad en términos de desviación 

estándar relativa (%RSD), y se volvieron a calcular los porcentajes 

de recuperación realizando la media de estas muestras de AORD. 

Los resultados se muestran en la tabla 3.6. 

Los valores de %RSD fueron bastante buenos para considerar 

que el método es óptimo para conseguir extraer, separar y 

cuantificar con la mayor efectividad posible, los compuestos 

fenólicos de un aceite de oliva.  
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Por un lado, los valores de %RSD de la repetitividad fueron 

menores del 2.2% para la mayoría de los compuestos estudiados, 

con la excepción de la rutina y la oleuropeína que presentaron 

valores de 6.4% y 8.6% respectivamente. 

Tabla 3.6. Repetitividad, reproducibilidad y porcentajes de recuperación del 
método completo de determinación de compuestos fenólicos individuales. 

Compuestos 
fenólicos 

Repetitividad 
(%RSD) 

Reproducibilidad 
(%RSD) 

Re (%) 

Ácido gálico 1.2 3.1 82.0 

Hidroxitirosol 1.3 2.5 93.8 

Tirosol 1.9 2.5 94.9 

Ácido vanílico 1.8 2.6 91.6 

Ácido cafeico 1.7 3.2 93.7 

Vainillina 1.6 2.4 77.2 

Ácido p-cumárico 1.5 2.9 85.6 

Ácido sinapico 1.7 3.8 80.1 

Ácido o-cumárico 1.6 3.5 91.2 

Rutina 6.4 10.6 54.0 

Oleuropeína 8.6 11.8 53.4 

Luteolina 2.2 6.0 66.3 

Apigenina 1.6 4.6 79.2 

Re (%): porcentaje de recuperación.  

Por otro lado, ocurre algo similar con los valores obtenidos 

para el %RSD en el estudio de la reproducibilidad. En este caso, los 

valores estuvieron en un rango entre el 2.4% y el 6%, a excepción, 

de nuevo, de la rutina y la oleuropeína que presentaron valores en 

torno al 11%.  
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En cuanto a los porcentajes de recuperación obtenidos para la 

mayoría de los compuestos fenólicos estudiados, éstos presentaron 

valores superiores al 80%. Resulta importante señalar los 

porcentajes de recuperación obtenidos para la rutina (54.0%) y la 

oleuropeína (53.4%), los cuáles están relacionados con los valores 

de %RSD mostrados. 

Para la situación particular que presentan la rutina y la 

oleuropeína en relación a los parámetros medidos, se puede 

sugerir, que los comportamientos son diferentes debido a las 

diferencias en las propiedades físicas del analito hidrófilo en una 

matriz lipófila, las cuáles no permiten una partición completa de 

estos compuestos durante el procedimiento de extracción (Perri et 

al., 1999). 

33..33..55..  AAnnáálliissiiss  ddee  mmuueessttrraass  rreeaalleess  

Una vez que la metodología analítica ha sido validada, ésta 

se aplicó para calcular la concentración de 9 compuestos fenólicos 

en muestras de AOVE de las variedades Arbequina y Picual (tabla 

3.7). 

Como muestra la tabla 3.7, las concentraciones de la mayoría 

de los compuestos fenólicos son similares en ambas variedades, 

con excepción del hidroxitirosol y tirosol que son claramente 

superiores en la variedad picual. Por el contrario, el valor del 

derivado del hidroxitirosol es inferior en dicha variedad. 
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Tabla 3.7. Concentración de los compuestos fenólicos (mg/kg) presentes en dos 
variedades de AOVE. 

Compuestos fenólicos Picual Arbequina 

Hidroxitirosol 29.71 18.69 

Tirosol 12.32 6.68 

Ácido vanílico 1.09 1.15 

Vainillina 0.45 0.57 

Ácido p-cumárico 0.71 0.46 

Derivado hidroxitirosol 4.52 8.88 

Ácido o-cumárico 1.38 1.43 

Luteolina 3.49 3.35 

Apigenina 1.23 1.13 

 

A continuación, se muestran las figuras 3.8 y 3.9 que 

corresponden a los cromatogramas a 280, 320 y 360 nm de las 

muestras arbequina y picual, respectivamente.  

Para evitar confusiones, se ha conservado la numeración 

inicial utilizada en la disolución estándar y en el aceite de oliva 

refinado dopado. Además, se ha añadido un compuesto nuevo 

caracterizado presente en las muestras, el derivado del 

hidroxitirosol. Esta técnica no nos permite saber de qué derivado se 

trata, por ello resulta fundamental seguir optimizando 

metodologóas analíticas para obtener la mayor información posible 

del material de estudio, en este caso, el aceite de oliva virgen extra. 
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Figura 3.8. Perfil de elución de los compuestos fenólicos en una muestra de aceite 
de la variedad Arbequina a 280 nm (a), 320 nm (b) y 360 nm (c). 2: 

hidroxitirosol; 2’: derivado del hidroxitirosol; 3: tirosol, 4: ácido vanílico, 6: 
vainillina; 7: ácido p-cumárico; 12: luteolina; 13: apigenina. 

Como puede observarse, el perfil fenólico de las diferentes 

variedades es bastante diferente al final del cromatograma. Debido 

a ello, es necesario seguir estudiando dicho perfil con técnicas más 

avanzadas para optimizar la identificación y cuantificación de la 

mayor cantidad de compuestos  fenólicos posible. 
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Figura 3.9. Perfil de elución de los compuestos fenólicos en una muestra de aceite 
de la variedad Arbequina a 280 nm (a), 320 nm (b) y 360 nm (c). 2: 

hidroxitirosol; 2’: derivado del hidroxitirosol; 3: tirosol, 4: ácido vanílico, 6: 
vainillina; 7: ácido p-cumárico; 12: luteolina; 13: apigenina.
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33..44..  CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  

Con este trabajo se ha demostrado la rapidez y eficiencia a la 

hora de extraer compuestos fenólicos del aceite de oliva utilizando 

un nuevo método llamado micro extracción líquido-líquido 

(MELL). Cuando este método se ha comparado con la extracción 

líquido-líquido con sonda de ultrasonido (EUS) y la extracción 

líquido-líquido (ELL), se ha observado que el método EUS obtuvo 

el mayor promedio de fenoles totales; sin embargo, la inexistencia 

de diferencias significativas entre ambos métodos unidos a los 

mejores valores de repetitividad y reproducibilidad del MELL, y a 

sus ventajas inherentes, tales como el menor consumo de 

disolvente y tiempo, hacen del método de MELL, el elegido para la 

extracción de fenoles totales en el aceite de oliva. 

Posteriormente, con la optimización del método 

cromatográfico en un HPLC-DAD y la mejora en el método de 

MELL para fenoles individuales, se ha demostrado que la 

metodología que se presenta es consistente y es la más favorable 

para realizar este tipo de ensayos, ya que los valores de %RSD son 

menores del 10% y los porcentajes de recuperación fueron 

superiores al 80% en la mayoría de los casos. 
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UUHHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS  ppaarraa  
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RREESSUUMMEENN  

La combinación de una técnica de extracción con un 

novedoso método analítico ha sido realizada y evaluada con el 

objetivo de  identificar y cuantificar los compuestos fenólicos 

(alcoholes fenólicos, derivados secoiridoides, lignanos, flavonoides, 

ácidos fenólicos y aldehídos) que se pueden encontrar en el aceite 

de oliva virgen (AOV) del modo más eficiente y rápido permitido. 

Con el propósito de reducir la cantidad de muestra, reactivos 

y tiempo necesario, se ha desarrollado un método de micro 

extracción líquido-líquido (MELL) combinado con un equipo de 

cromatografía líquida de ultra alta resolución (UHPLC) acoplado a 

una fuente de ionización electrospray (ESI) y un detector de 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS). Para detectar los 

compuestos se trabajó en modo Reacción Múltiple Dinámica 

Monitorizada (DMRM); en el cual, se hace uso de tiempos 

específicos con un delta de tiempo para cada compuesto. 

La UHPLC presenta grandes ventajas frente a la HPLC en 

términos de ahorro de tiempo y de disolvente. Además, la 

resolución y la eficiencia de la UHPLC dieron lugar a un menor 

consumo de disolvente y volumen de inyección de muestras.  

La metodología propuesta se utilizó en una disolución 

multiestándar y los parámetros de control de calidad se 

compararon con los obtenidos en un aceite de oliva refinado 

dopado (AORD). En general, la repetitividad, reproducibilidad, 

límites de detección y cuantificación mostraron valores más bajos 
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en AORD que en la disolución multiestándar. El efecto matriz, los 

porcentajes de recuperación y la eficiencia del proceso se ha 

estudiado haciendo uso del AORD. Los porcentajes de 

recuperación del método de extracción estuvieron alrededor del 

90% y la eficiencia total del método completo fue mayor del 80% en 

la mayoría de los compuestos fenólicos estudiados. El examen de 

todos estos parámetros reveló que el trabajar directamente en la 

matriz del aceite de oliva, la cual está más cerca de comportarse 

como una muestra real, proporciona mejores resultados. La 

aplicabilidad y fiabilidad de esta metodología se han confirmado 

con muestras de AOV reales de diferentes variedades. 
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AABBSSTTRRAACCTT 

A novel analytical approach has been performed and 

evaluated for the identification and quantification of phenolic 

compounds (phenolic alcohols, secoiridoids derivates, lignans, 

flavonoids, phenolic acids and aldehydes) which can be found in 

virgin olive oil (VOO). 

With the purpose of reducing the amount of sample, reagents 

and time consumed, an improve liquid-liquid micro extraction 

(LLME) method combining with ultra high performance liquid 

chromatography (UHPLC) coupled to electrospray ionization 

sources (ESI) and tandem mass spectrometry (MS/MS) in Dynamic 

Multiple Reaction Monitoring (DMRM) mode has been developed. 

The proposed methodology was used in standard solution 

and the quality control parameters obtained were compared with 

those achieved in spiked refined olive oil (SROO). Generally, the 

repeatability, reproducibility, detection and quantification limits 

showed lower values in SROO than in standard solution. Matrix 

effect, recovery and process efficiency have been studied using 

SROO. The recoveries were around 90% and the process efficiency 

of the whole method was higher than 80% in most of the phenolic 

compounds studied. Examination of all of these parameters 

revealed that work straight in the olive oil matrix, which is closer to 

behave as a real sample, provides better results. The applicability 

and reliability of this methodology have been confirmed using real 

VOO samples. 
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44..11..  IINNTTRROODDUUCCCCIIÓÓNN  

El Aceite de Oliva Virgen (AOV) es un componente esencial 

de la dieta mediterránea, con reconocidos efectos beneficiosos 

sobre la salud humana (García-Villalba et al., 2012; Cicerale et al., 

2010). Se ha demostrado en numerosos estudios, que los 

compuestos fenólicos afectan considerablemente a las propiedades 

organolépticas y a la estabilidad oxidativa del AOV (Romani et al., 

1999). Es importante destacar que estos compuestos poseen una 

alta actividad antioxidante (Servili y Montedoro, 2002; Antolovich et 

al., 2004; Škerget et al., 2005) y además tienen la capacidad de inhibir 

la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) (Leenen et 

al., 2002). También desempeñan un papel fundamental en los 

mencionados efectos saludables del AOV. Entre otros, estos 

compuestos fenólicos se han asociado a la prevención de algunos 

tipos de cáncer, enfermedades coronarias, diabetes y 

envejecimiento de las células (García-Villalba et al., 2012; Romani et 

al., 1999). 

La fracción fenólica del AOV está compuesta principalmente 

por alcoholes fenólicos (hidroxitirosol, tirosol) y sus derivados 

secoiridoides (Lavelli y Bondesan, 2005), ligados a las formas 

aldehídica y dialdehídica del ácido elenólico (tales como la 

oleuropeína, la forma dialdehídica del ácido elenólico ligada al 

hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EDA), el 4-(acetoxietil)-1,2-

dihidroxibenceno (3,4-DHPEA-AC), la forma dialdehídica del 

ácido elenólico ligada a tirosol (p-HPEA-EDA), el p-4-

hidroxifenilethanol-ácido elenólico, un isómero del ligustrósido 
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aglicona (p-HPEA-EA), 3,4-dihidroxifeniletanol-ácido elenólico, un 

isómero de la oleuropeína aglicona (3,4-DHPEA-EA) y su forma 

metilada (metil 3,4-DHPEA-EA)). Algunos componentes de menor 

importancia también están comúnmente presentes, como son: los 

lignanos (pinoresinol y 1-acetoxipinoresinol), flavonoides (rutina, 

luteolina y apigenina), los ácidos fenólicos (ácido gálico, ácido 

cafeico, ácido vanílico, ácido ferúlico, ácido cinámico, ácido 

homovanílico, ácido p-cumárico, ácido o-cumárico, ácido m-

cumárico, ácido protocatéquico, ácido sinapico, ácido p-

hidroxifenilacético y ácido p-hidroxibenzoico), y los aldehídos 

(vainillina). Todos estos compuestos contribuyen a la estabilidad y 

a la larga vida útil que se observa típicamente en el AOV a 

diferencia de otros aceites vegetales (Angerosa et al., 2000). 

Varios métodos analíticos se han propuesto para determinar 

los compuestos fenólicos, utilizando diferentes métodos de 

extracción, y técnicas de separación y cuantificación (Ryan y 

Robards, 1998). Los procedimientos de extracción se han 

considerado comúnmente como el cuello de botella en los métodos 

de análisis para estudiar el AOV, ya que dicho procedimiento tiene 

un impacto significativo en la precisión de los resultados. En este 

trabajo, un método de micro extracción líquido-líquido (MELL) ha 

sido perfeccionado (Pizarro et al., 2013). Este método de extracción 

requiere menos cantidad de muestra, genera un menor volumen de 

residuos, y es más rápido que otros métodos de extracción 

convencionales, tales como las extracciones en fase sólida (Servili et 

al., 1999; Mateos et al., 2001) y las extracciones líquido-líquido 

(Vázquez Roncero et al., 1973; Jerman et al., 2010). 
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La rapidez del análisis y mejora de la eficiencia, así como la 

reducción de los costos del mismo siempre es deseable en cualquier 

aplicación de la cromatografía líquida. Estas características han 

sido mejoradas en la nueva generación de Cromatografía Líquida 

de Ultra Alta Resolución (UHPLC), así como su capacidad para 

proporcionar información tanto cualitativa como cuantitativa 

(Nováková et al., 2006).  

Además, el uso de UHPLC acoplado a fuentes de ionización 

por electrospray (ESI) y espectrometría de masas (MS/MS) se ha 

presentado como la posibilidad analítica de alcanzar una 

elevadísima sensibilidad, incluso hasta niveles de pg/L, debido a 

su altísima especificidad. Además, presenta la habilidad única de 

medir los iones con masa exacta, proporcionando información de la 

composición elemental, permitiendo establecer las rutas de 

fragmentación. Incluso, ha sido posible aplicar todas esas 

cualidades en muestras de alta complejidad, alcanzando niveles de 

resolución inimaginables hace unos años con instrumentos 

considerados de alta/media rendimiento.  

Teniendo en cuenta  todos estos progresos, es de esperar que 

la técnica UHPLC-ESI-MS/MS juegue un papel clave en el futuro 

de la cromatografía líquida (Ferrer et al., 2005; Suárez et al. 2009). 

A pesar de la alta fiabilidad de los ensayos cuantitativos 

utilizando UHPLC-ESI-MS/MS, la integridad de los datos 

resultantes puede verse afectada en alguna medida por una 

pérdida de selectividad en el análisis debido al llamado “efecto 

matriz”. Este efecto dependiente de la matriz también se conoce 
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como el “efecto de la supresión/incremento del ión” (Matuszewski 

et al., 2003; Fu et al., 1998; Choia et al., 2001). Para eliminar o 

minimizar este efecto de la matriz, se debe realizara una 

optimización del método de extracción de la muestra y de la 

separación cromatográfica de los analitos (Taylor, 2005). 

Este estudio describe un rápido, específico, fiable y sensible 

método analítico para la determinación simultánea de 28 

compuestos fenólicos presentes frecuentemente en el AOV. Con 

este fin, la metodología diseñada utiliza una innovadora micro 

extracción líquido-líquido (MELL) para la obtener el extracto 

fenólico del AOV, seguida por un UHPLC-ESI-MS/MS para la 

identificación y cuantificación de los compuestos presentes en el 

mismo. El método fue validado usando soluciones estándar y un 

aceite de oliva refinado dopado (AORD) con concentraciones 

conocidas de cada patrón. También se estudió el efecto 

supresión/incremento del ión y las diferentes respuestas de cada 

compuesto fenólico a este efecto dependiente de la matriz fueron 

discutidas. Por último, el método fue aplicado a muestras de aceite 

de oliva virgen extra (AOVE) con el fin de identificar y cuantificar 

los compuestos fenólicos presentes en ellos. 
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44..22..  MMAATTEERRIIAALL  YY  MMÉÉTTOODDOOSS  

44..22..11..  MMuueessttrraass  yy  rreeaaccttiivvooss  

Los compuestos fenólicos, tales como: ácido gálico (99%), 

ácido protocatéquico (97%), ácido sinápico (98%), rutina (95%) y 

pinoresinol (95%) se adquirieron de Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemania). El ácido vanílico (97%), vainillina (98%), ácido cafeico 

(98%), tirosol (97%), ácido ferúlico (99%), ácido p-

hidroxifenilacético (100%), ácido cinámico (99%), ácido p-

hidroxibenzoico (99%), ácido m-cumárico (99%), ácido p-cumárico 

(98%) y ácido o-cumárico (97%), se adquirieron de Fluka 

(Steinheim, Alemania). Apigenina (99%), luteolina (99%) y 

oleuropeína (99%) fueron adquiridos de Extrasynthèse (Genay, 

Francia). El hidroxitirosol se sintetizó en el Departamento de 

Orgánica y Farmacéutica de la Facultad de Farmacia (Sevilla, 

España). Para preparar las soluciones madre estándar de 

compuestos fenólicos (con concentraciones que van desde 400 

hasta 4000 g/mL), la cantidad apropiada del reactivo sólido se pesó 

y se disolvió en 25 mL de metanol calidad HPLC de Panreac. Estas 

soluciones se almacenaron a 4 ºC en oscuridad. Se preparó un 

multiestándar (con una concentración final de 20 mg/mL de cada 

compuesto fenólico) mediante la dilución con metanol de las 

soluciones madre y se almacenó a 4 ºC en oscuridad. Esta solución 

se pasó a través de un filtro de nylon de 0.22 µm antes de 

inyectarlo en el UHPLC-ESI-MS/MS. 

El acetonitrilo y ácido acético glacial de calidad espectrofotométrica 

fueron suministrados también por Panreac (Barcelona, España). 
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El agua ultrapura se obtuvo de un sistema de purificación 

Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). 

El aceite de oliva refinado (AOR) es el aceite de oliva 

obtenido de aceites de oliva vírgenes mediante técnicas de refinado 

que no provoquen ninguna modificación de la estructura 

glicerídica inicial. Debido a estas propiedades que posee el AOR, 

éste fue utilizado como blanco en los siguientes estudios: 

porcentajes recuperación del proceso de extracción, efecto matriz, 

eficiencia del proceso y parámetros de calidad. Para probar la 

aplicabilidad del método desarrollado, se preparó un AORD 

(Pizarro et al., 2013). Para dopar el aceite, se pesaron treinta gramos 

de AOR, se transfirieron a un matraz de fondo redondo de 100 mL 

y se mezcla con la cantidad necesaria de cada estándar fenólico. La 

concentración final de los 20 compuestos fenólicos seleccionados 

(ácido gálico, ácido protocatéquico, hidroxitirosol, ácido p-

hidroxibenzoico, tirosol, ácido p-hidroxifenilacético, ácido vanílico, 

ácido cafeico, vainillina, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido m-

cumárico, ácido sinápico, rutina, ácido o-cumárico, oleuropeína, 

ácido cinámico, luteolina, apigenina y pinoresinol) en el AORD fue 

40 mg/g. Durante 24 horas, este aceite preparado fue agitado bajo 

una atmósfera de nitrógeno. Posteriormente, se utilizó un 

rotavapor para eliminar el disolvente. Por último, este AORD se 

almacenó a -20 ºC en oscuridad. 

44..22..22..  PPrroocceessoo  ddee  eexxttrraacccciióónn  

Como se mencionó anteriormente, se utilizó un método de 

extracción (MELL) específicamente diseñado para la determinación 
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de compuestos fenólicos individuales en muestras de AOV (ver 

apartado 4.2.3.5. Micro extracción líquido-líquido de fenoles 

individuales). Con este método se logra una reducción significativa 

en el tiempo de extracción, en la cantidad de muestra y los 

reactivos empleados y en los residuos generados, lo que conlleva 

por lo tanto, una reducción en los costes del mismo. De este modo, 

500 mg de AOV se extrajeron con 0,5 mL de la mezcla 

metanol/agua (80/20, v/v) en tubos Eppendorf de 2 mL. La 

mezcla resultante se agitó en un vórtex durante 1 minuto y se 

centrifugó a 13400 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

La fase metanólica se pasó a través de filtro de nylon de 0.22 µm de 

tamaño de poro y 13 mm de diámetro. A continuación, 0.150 mL de 

la fase metanólica se diluyeron con agua Mili-Q hasta 0.5 mL en un 

vial de 1.5 mL. Diez microlitros de esta solución fueron inyectaron 

en el UHPLC-ESI-MS/MS. 

44..22..33..  UUHHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS  

Los análisis cromatográficos se realizaron en un UHPLC 

Agilent serie 1200 (Agilent, EE.UU.) con un sistema de bomba 

cuaternaria, un desgasificador de vacío, un inyector automático 

refrigerado y un compartimento para la columna termostatizado. 

La separación se llevó a cabo utilizando una columna 

analítica Zorbax SB-C18 (2,1 mm × 50 mm, 1,8 µm) (Agilent). Una 

óptima separación de los analitos se consiguió utilizando un 

gradiente de fase móvil binario a una velocidad de flujo de 0,4 

mL/min, la temperatura de la columna se mantuvo a 30 ºC y el 

volumen de inyección fue de 10 mL. Los disolventes fueron (A) 



Material y métodos 

103 

agua/ácido acético (0.2%), con un pH 3.10 y (B) acetonitrilo. El 

gradiente utilizado se muestra en la tabla 4.1. Tras este gradiente, 

finalmente, se regresa a las condiciones iniciales en 5 min. 

Tabla 4.1. Gradiente de fases móviles del UHPLC-ESI-MS/MS. 

Tiempo (min) % A % B 

0 95 5 

3 95 5 

15 60 40 

15.5 0 100 

 

La identificación y cuantificación de los compuestos fenólicos 

se obtuvo usando un 6410 Triple Quadrupolo LC/MS equipado 

con una fuente de ionización por electrospray (ESI) y controlado 

por el software MassHunter Workstation (Agilent, EE.UU.). Las 

condiciones de trabajo fueron:  

◙  Voltaje del capilar: 4000 V 

◙  Flujo de gas: 10 L/min 

◙  Temperatura del gas: 300 ºC 

◙  Presión del nebulizador: 35 psi 

La cuantificación de los compuestos fenólicos se realizó, 

cuando era posible, utilizando los estándares comerciales. En el 

caso de los compuestos derivados de compuestos fenólicos que no 

eran comerciales, la estimación de sus valores fue lograda 

mediante equivalentes. De acuerdo con esto, la concentración 

estimada del ácido homovanílico fue expresada como equivalente 
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del ácido vanílico (µg/mL); la del 3,4-DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-

EDA como equivalente de la oleuropeína (µg/mL); y la del 1-

acetoxipinoresinol como equivalente del pinoresinol (µg/mL). Los 

siguientes compuestos: 3,4-DHPEA-AC, metil 3,4-DHPEA-EA, p-

HPEA-EA y p-HPEA-EDA fueron identificados pero no 

cuantificados porque ni ellos estaban comercialmente disponibles 

ni hay estándares de compuestos fenólicos equivalentes para ellos. 

Todos los compuestos que las no estaban comercialmente 

disponibles, se identificaron de acuerdo con la literatura publicada 

(Suárez et al., 2008; Herrero et al., 2011) y los resultados obtenidos 

gracias al Software MassHunter Optimizer. 
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44..33..  RREESSUULLTTAADDOOSS  YY  DDIISSCCUUSSIIÓÓNN  

44..33..11..  OOppttiimmiizzaacciióónn  ddeell  mmééttooddoo  ppaarraa  ddeetteerrmmiinnaarr  

ccoommppuueessttooss  ffeennóólliiccooss  

En trabajos anteriores se han utilizado diversas fases móviles 

en UHPLC-ESI-MS/MS tales como: ácido fórmico/formiato 

amónico (Barceló-Barrachina et al., 2004), ácido acético/agua (Suárez 

et al., 2008), ácido fórmico/agua (Herrero et al., 2011; Alarcón et al., 

2012) (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). En este trabajo, se 

utilizaron previamente tres fases móviles diferentes para 

comprobar con cuál de ellas se obtenía una resolución completa de 

todos los compuestos, a saber: 1) 0.05% formiato amónico/0.05% 

ácido acético/agua, 2) 0.1% formiato amónico/0.1% ácido 

acético/agua, y 3) 0.2% ácido acético/agua. Estas fases móviles 

mostraron valores de pH de 4.0, 3.6 y 3.1, respectivamente. De 

entre todas ellas, la configuración de la tercera fase móvil (0.2% 

ácido acético/agua) se seleccionó sobre basándonos en que ésta 

presentó la mejor resolución de los compuestos fenólicos 

estudiados. 

Para optimizar la identificación y cuantificación de los 

compuestos fenólicos en las soluciones estándar y muestras de 

AOV, se realizó un ensayo con todas las combinaciones posibles 

entre dos flujos diferentes de fase móvil (0.2 y 0.5 mL/min) y tres 

volúmenes de inyección (5, 10 y 20 µL). La combinación de la 

velocidad de flujo 0.4 mL/min y 10 µL de volumen de inyección 

mostró la mejor separación de los compuestos en un período de 15 

minutos. Por último, se testó el uso del ESI en modo de ion positivo 
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y negativo, y se observó que todos los compuestos fenólicos 

ionizan principalmente en modo negativo. 

La figura 4.1 muestra un cromatograma UHPLC-MS/MS 

obtenido de la mezcla de solución estándar a concentración de 20 

mg/mL usando las condiciones previamente optimizadas. 

 

Figura 4.1. Cromatograma total de iones (TIC) obtenido en modo DMRM en el 
análisis UHPLC-MS/MS de compuestos fenólicos en la solución multiestándar. 

La designación de los picos fue: (1) ácido gálico, (2) ácido protocatéquico, (3) 
hidroxitirosol, (4) ácido p-hidroxibenzoico, (5) tirosol, (6) ácido p-

hidroxifenilacético, (7) ácido vanílico, (8 ) ácido cafeico, (9) vainillina, (10) ácido 
p-cumárico, (11) ácido ferúlico, (12) ácido m-cumárico, (13) ácido sinápico, (14) 

rutina, (15) ácido o-cumárico, (16) oleuropeína, (17) ácido cinámico, (18) 
luteolina, (19) pinoresinol, (20) apigenina. 
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La detección se realizó en modo: Reacción múltiple dinámica 

monitorizada (DMRM) (Agilent 6400 triple cuadrupolo). La mejora 

de este modo respecto modo MRM convencional es el uso de 

tiempos específicos con un delta de tiempo para cada compuesto 

en lugar de un segmento de tiempo. El modo DMRM cuenta con 

datos de rendimiento, calidad y resultados equivalentes o mejores 

que el resto; además, y el desarrollo de métodos y su modificación 

es más sencillo. Para identificar correctamente los diferentes 

compuestos se utilizaron las dos transiciones más sensibles. La 

transición más sensible de las dos fue utilizada para la 

cuantificación y la siguiente se usó para la confirmación del 

compuesto. Las transiciones de MRM y los parámetros de 

adquisición correspondientes (voltaje del cono y energía de 

colisión) se optimizaron de acuerdo con los resultados obtenidos a 

partir de la infusión de 20 mg/mL aproximadamente de cada 

compuesto en la fase móvil. Los iones producto obtenidos están de 

acuerdo con los mencionados en la literatura (Suárez et al., 2008; 

Barceló-Barrachina et al., 2004; Savarese et al., 2007). Se consiguieron 

monitorizar dos transiciones para todos los compuestos, excepto 

para el 1-acetoxypinoresinol y el metil 3,4-DHPEA-EA. Para estos 

dos compuestos, sólo una transición se monitorizó debido a la falta 

de sensibilidad observada de los iones producto (Tabla 4.2).  
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Algunos compuestos fenólicos tuvieron tiempos de retención 

similares; por una parte, el ácido sinápico y el 3,4-DHPEA-AC, y 

por otra parte, el ácido homovanílico, metil 3,4-DHPEA-EA y p-

HPEA-EA. Estos compuestos fueron identificados mediante 

diferentes transiciones de cuantificación y confirmación. El delta 

del tiempo de retención fue de 1 min para todos los compuestos, 

excepto para el ácido o-cumárico y ácido m-cumárico, que fue de 

0.5 min. La excelente estabilidad de los tiempos de retención de 

cada uno de los compuestos fenólicos aumentó considerablemente 

la sensibilidad del análisis. La figura 4.2 muestra los 

cromatogramas en DMRM correspondientes a las primeras 

transiciones (cuantificativas) de los compuestos fenólicos. 

44..33..22..  PPaarráámmeettrrooss  ddee  ccoonnttrrooll  ddee  ccaalliiddaadd  

Tras lograr una separación aceptable de los compuestos y 

optimizar las condiciones del MS/MS, se estudiaron los 

parámetros de calidad del método cromatográfico con el fin de 

establecer las características del mismo, asegurando una adecuada 

identificación, confirmación y cuantificación de los compuestos 

estudiados. La precisión del método, expresada como repetitividad 

(en el mismo día) y reproducibilidad (entre días) en términos de 

desviación estándar relativa (%RSD) se evaluó para cada 

compuesto fenólico en la solución estándar a concentraciones de 15 

µg/mL.  
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Figura 4.2. Cromatogramas de los iones extraídos en modo DMRM de los 
compuestos fenólicos identificados en AORD y muestras de AOVE de la variedad 

Picual. 
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Como se muestra en la tabla 4.3 y en la figura 4.3, los valores 

de %RSD para la repetitividad fueron sistemáticamente inferiores 

al 6% (con la única excepción de la vainillina, 9.7%), mientras que 

los valores de %RSD para la reproducibilidad estuvieron 

fundamentalmente en el intervalo del 5-13%. 

La linealidad del método se estudió mediante la inyección de 

soluciones estándar a diez niveles de concentración. Todos los 

compuestos necesitaron dos curvas de calibración para el rango de 

concentración estudiado. El intervalo lineal (µg/mL), el coeficiente 

de correlación (r2), las ecuaciones de la recta, los valores de la 

repetitividad y la reproducibilidad, y los límites de detección 

(LOD) y cuantificación (LOQ) para cada compuesto fenólico se 

detallan en la tabla 4.3. Los límites de detección y cuantificación se 

calcularon como tres y diez veces, respectivamente, la desviación 

estándar relativa de los valores analíticos del blanco obtenidos a 

partir de la curva de calibración. 

Los límites de detección fueron consistentemente por debajo 

de 0.006 µg/mL para la mayor parte de los compuestos fenólicos, 

que van desde 0.0001 hasta 0.0199 µg/ml, mientras que los límites 

de cuantificación fueron de 0.0167 a 0.2874 µg/ml, estando la 

mayoría de sus valores por debajo de 0.032 µg/mL (Tabla 4.3). 
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44..33..33..  AAnnáálliissiiss  ddee  mmuueessttrraass  ddee  aacceeiittee  

44..33..33..11..  EEffeeccttoo  mmaattrriizz,,  ppoorrcceennttaajjee  ddee  rreeccuuppeerraacciióónn  yy  eeffiicciieenncciiaa  

ddeell  pprroocceessoo  

El sistema de ionización ESI en LC-MS/MS es propenso a 

presentar efectos de supresión/incremento del ión debido a la 

coelución de los picos de la matriz, a pesar de que los iones rara 

vez interfieren en MS/MS (Hajšlová y Zrostlíková, 2003; Tang y 

Kebarle, 1993). Debido a esto, la respuesta de la señal obtenida en el 

LC-MS/MS a partir de estándares y de muestras con matriz se 

espera que difieran significativamente. Sin embargo, estas 

variaciones también pueden ser el resultado de una extracción 

ineficiente de los compuestos fenólicos (Taylor, 2005; Cunha et al., 

2007). En este estudio sobre la matriz del aceite de oliva, vamos a 

demostrar realmente a qué se deben las variaciones mencionadas. 

Como ya se ha demostrado en estudios previos a esta 

investigación, la matriz aceite de oliva tiene un efecto determinante 

en el electrospray del MS, alterando la ionización de los 

compuestos (Nováková et al., 2006; Burham et al., 1996). Basándonos 

en la literatura encontrada, sabemos que este efecto matriz se ha 

estudiado en la presencia de residuos de pesticidas en el aceite de 

oliva. Teniendo en cuenta sus resultados, se decidió estudiar el 

efecto matriz de compuestos fenólicos en el aceite de oliva. 

En un esfuerzo para evaluar estos dos procesos 

independientemente, se llevaron a cabo tres ensayos específicos 

que se detallan a continuación. Para estudiar el efecto matriz (EM) 
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causado por la matriz del aceite de oliva, se prepararon 3 muestras 

(S1, S2 y S3). S1 fue una solución multiestándar con 4 µg/ml de 

cada compuesto fenólico. S2 se obtuvo mediante la adición de 70 µl 

de una solución multiestándar en MeOH 24% a una muestra de 

AOR previamente extraída utilizando el método de extracción 

MELL descrito en la Sección 4.2.2. S3 es el extracto obtenido 

directamente de una muestra de AOR (blanco). El efecto matriz se 

calculó usando la siguiente ecuación: 

EM(%) = (AxS2-AxS3/AxS1)×100 (ec. 1) 
 

Donde AxS1, AxS2 y AxS3 corresponden a las abundancias 

obtenidas para los compuestos fenólicos x utilizando la 

preparación de la muestra necesaria para obtener S1, S2 y S3, 

respectivamente. Este enfoque permite estudiar el efecto de la 

matriz sin la influencia de los errores atribuidos al proceso de 

extracción. Como muestra la Tabla 4.4, la mayoría de los 

compuestos fenólicos tienen valores mayores de 100%, lo que 

significa que han experimentado un incremento en la señal de ión 

al estar el compuesto en la matriz del aceite en lugar de en la 

solución multiestándar. Por el contrario, valores inferiores al 100% 

se obtuvieron para el ácido ferúlico y ácido sinápico, lo que indica 

que han sufrido una supresión en la señal del ión. Por esta razón, la 

calibración se llevó a cabo utilizando un AORD en lugar de la 

solución multiestándar. 

Para estudiar adecuadamente la recuperación de los 

compuestos fenólicos tras el proceso de extracción (Re), se 
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utilizaron 3 muestras fueron (S2, S3 y S4). S2 y S3 son las mismas 

muestras mencionadas anteriormente; S4 corresponde al extracto 

obtenido a partir de un AORD con 15 µg/g de cada compuesto 

fenólico. La ecuación aplicada para calcular el porcentaje de 

recuperación fue: 

Re(%) = (AxS4-AxS3/AxS2)×100 (ec. 2) 
 

Donde AxS2, AxS3 y AxS4 corresponden a las abundancias 

obtenidas para el compuesto fenólico x usando la preparación de la 

muestra necesaria para obtener S1, S2 y S3, respectivamente. 

Haciendo uso esta fórmula, el valor del porcentaje de recuperación 

obtenido está libre de cualquier efecto matriz. Los resultados que 

se muestran en la Tabla 4.4, proporcionan la evidencia de que el 

método consigue aceptables recuperaciones cuantitativas para la 

mayoría de los compuestos fenólicos (70-114%) con RSD <14% 

(Tabla 4.5), cuando se analizaron éstos mediante la combinación de 

MELL y UHPLC-MS/MS. Resulta importante señalar los valores 

extremos y fuera de rango mostrados por la rutina (18%) y 

oleuropeína (23%). Se puede sugerir, que el comportamiento de 

estos fenoles es diferente debido a las diferencias en las 

propiedades físicas del analito hidrófilo en una matriz lipófila, las 

cuáles no permiten una partición completa de estos compuestos 

durante el procedimiento de extracción (Perri et al., 1999). 

Finalmente, la eficiencia del método total (EMT) se obtuvo 

empleando las muestras S3, S4 y S1. En este paso, se utilizó la 

siguiente ecuación: 
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EMT(%) = (AxS4-AxS3/AxS1)×100 (ec. 3) 
 

Existe una tendencia a utilizar la ecuación 3 para calcular el 

porcentaje de recuperación, sin embargo, no es correcto hacerlo así 

debido a que pues la supresión/incremento del ion no se tiene en 

cuenta. Los resultados para estos parámetros se muestran en la 

Tabla 4.4. La eficiencia del método desarrollado mostró valores 

>80% para la mayoría de los compuestos estudiados, excepto para 

la rutina y oleuropeína; no obstante, no es un inconveniente a tener 

en cuenta ya que estos dos compuestos no suelen aparecer o 

aparecen en forma de compuestos traza en el aceite de oliva virgen 

y aceite de oliva virgen extra. 

44..33..33..22..  VVaalliiddaacciióónn  yy  aapplliiccaacciióónn  ddeell  mmééttooddoo  eenn  mmuueessttrraass  ddee  

aacceeiittee  

Para evaluar la eficacia del método propuesto, se analizó un 

AORD. La exactitud se calculó utilizando el porcentaje de 

recuperación discutido en la Sección 4.3.3.1. La metodología 

utilizada en el UHPLC-MS/MS fue validada utilizando un AORD 

y la cuantificación del mismo se llevó a cabo utilizando curvas de 

calibración. Los datos de las curvas de calibración, rango lineal, 

límites de detección y cuantificación, repetitividad y 

reproducibilidad (%RSD) se detallan en la Tabla 4.5. Las curvas de 

calibración fueron lineales en todo el intervalo de estudio y el 

coeficiente de correlación (r2) fue superior a 0.994 para todos los 

compuestos fenólicos (Tabla 4.5). 
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Tabla 4.4. Efecto matriz, porcentaje de recuperación y eficiencia del proceso en 
un AORD con 4 µg/mL de cada compuesto fenólico. 

Compuesto fenólico 
Efecto 

matriz (%) 
Recuperación 

(%) 
Eficiencia del 
proceso (%) 

Ácido gálico 109.4 73.8 80.7 

Ácido protocatéquico 111.5 101.8 113.5 

Hidroxitirosol  105 101 106 

Ácido p-hidroxibenzoico 109 108.8 118.6 

Tirosol 110 110.5 121.5 

Ácido p-hidroxifenilacético 110 74.9 82.4 

Ácido vanílico 109.3 112.1 122.6 

Ácido cafeico 106.9 107 114.4 

Vainillina 109.1 80.1 87.4 

Ácido p-cumárico 107.6 107.3 115.5 

Ácido ferúlico 99.3 108.7 107.9 

Ácido m-cumárico 105.5 97.5 102.8 

Ácido sinápico 98.4 115 113.1 

Rutina 108.3 18 19.4 

Ácido o-cumárico 105.9 114.2 120.9 

Oleuropeína 102.9 22.9 23.6 

Ácido cinámico 106.2 81.4 86.5 

Luteolina 108.1 70.7 76.4 

Pinoresinol 110.3 92.6 102.1 

Apigenina 106.4 76.8 81.6 

  

La repetitividad y reproducibilidad se evaluaron a niveles de 

concentración de 12 µg/mL. Se lograron excelentes datos de %RSD, 

presentando valores que van desde 0.8 hasta 6.5 para la 

repetitividad, y <10 para la reproducibilidad, a excepción del 

tirosol, rutina y oleuropeína (Tabla 4.5 y Figura 4.3). Teniendo en 

cuenta las posibles interferencias provocadas por el efecto matriz, 
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los LODs y LOQs se obtuvieron realizando un método empírico 

(Long y Winefordner, 1983; Armbruster et al., 1994; Tang y Kebarle, 

1993) basado en las siguientes ecuaciones: 

LOD= 3Sb/m (eq. 4) 

LOQ= 10Sb/m (eq. 5) 

 

Donde Sb corresponde a la desviación estándar de diez 

blancos de muestras de matriz (AOR) y m representa la pendiente 

de la curva de calibrado. Los valores de los LOD estuvieron por 

debajo de 0.02 µg/g para la mayoría de los compuestos fenólicos 

(entre 0.0006 a 0.0756 µg/g), mientras que los LOQ estuvieron 

comúnmente por debajo de 0.08 µg/g (el rango fue de 0.0601 hasta 

0.9695 µg/g). 

Es de destacar que el uso de esta calibración compensa la 

supresión/incremento en la señal de ion de los compuestos 

estudiados. También se observó cómo los %RSDs y los coeficientes 

de correlación (r2) fueron consistentemente mejores que los valores 

generados utilizando soluciones estándar (Figura 4.3 y Tabla 4.5). 

Además, el uso de una sola curva de calibración minimiza los 

errores y optimiza el tiempo requerido para el análisis. 
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Figura 4.3. Comparación entre la repetitibidad y la reproducibilidad del método 
en una solución multiestándar (15 µg/mL) y en aceite de oliva refinado dopado 
(AORD) (10 µg/mL). La designación de los números fue: (1) ácido gálico, (2) 

ácido protocatéquico, (3) hidroxitirosol, (4) ácido p-hidroxibenzoico, (5) tirosol, 
(6) ácido p-hidroxifenilacético, (7) ácido vainílico, (8 ) ácido cafeico, (9) vainillina, 

(10) ácido p-cumárico, (11) ácido ferúlico, (12) ácido m-cumárico, (13) ácido 
sinápico, (14) rutina, (15) ácido o-cumárico, (16) oleuropeína, (17) ácido 

cinámico, (18) luteolina, (19) pinoresinol, (20) apigenina. 

 

Una vez que la metodología analítica ha sido validada, ésta 

se aplicó para calcular la concentración de 28 compuestos fenólicos 

en muestras de AOVE. Tres muestras de AOVE de diferentes 

variedades (Arbequina, Picual y Hojiblanca) fueron testadas con el 

método propuesto. Los resultados obtenidos (Tabla 4.6) están de 

acuerdo con los valores mostrados por estudios anteriores a esta 

investigación (Herrero et al, 2011; Alarcón et al., 2012). 
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Tabla 4.6. Concentración de los compuestos fenólicos (mg/kg) presentes en tres 
variedades de AOVE. 

Compuesto fenólico Arbequina Picual Hojiblanca 

Ácido gálico n.d. n.d. n.d. 

Ácido protocatéquico n.d. n.d. n.d. 

Hidroxitirosol 42.19 35.30 25.54 

Ácido p-hidroxibenzoico n.d. n.d. n.d. 

Tirosol 7.02 7.46 6.65 

Ácido p-hidroxifenilacético n.d. n.d. n.d. 

Ácido vanílico 0.20 0.32 0.11 

Ácido cafeico n.d. n.d. n.d. 

Vainillina 0.03 0.21 0.22 

Ácido p-cumárico 0.28 3.77 5.07 

Ácido ferúlico n.d. n.d. n.d. 

Ácido m-cumárico n.d. n.d. n.d 

3,4-DHPEA-AC n.q. n.q. n.q. 

Ácido sinápico n.d. n.d. n.d. 

Rutina n.d. n.d. n.d. 

Ácido o-cumárico 0.08 0.08 0.08 

Oleuropeína n.d. n.d. n.d. 

3,4-DHPEA-EDA 89.52 72.83 24.70 

3,4-DHPEA-EA 5.44 67.36 10.61 

Ácido cinámico n.d. 0.08 n.d. 

Luteolina 3.12 1.86 0.79 

Pinoresinol 2.56 1.00 0.38 

1-Acetoxipinoresinol n.d. n.d. n.d. 

Ácido homovanílico 0.45 3.70 1.18 

Metil 3,4-DHPEA-EA n.d. n.d. n.d. 

p-HPEA-EA n.q. n.q. n.q. 

p-HPEA-EDA n.d. n.d. n.d. 

Apigenina 1.04 0.72 0.48 

n.d.: no detectado, n.q.: no cuantificado. 
a Cuantificado con la curva de calibración de la oleuropeína. 
b Cuantificado con la curva de calibración del pinoresinol.  
c Cuantificado con la curva de calibración del ácido vanílico. 
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44..44..  CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  

Con este trabajo, se ha diseñado un método rápido, eficiente 

y sensible para la identificación y cuantificación de compuestos 

fenólicos en muestras de aceite de oliva.  

El método de micro extracción líquido-líquido empleado en 

este estudio es capaz de combinar una alta recuperación de 

compuestos fenólicos (típicamente superior al 80%) con una 

reducción en el tiempo de extracción, cantidad de muestra, 

reactivos empleados y desechos generados.  

Este método de extracción fue combinado con una potente 

técnica analítica (UHPLC-ESI-MS/MS). El uso del MS/MS en el 

modo MRM dinámico permite una correcta y fiable identificación y 

una cuantificación reproducible en una amplia gama de 

concentraciones de estos compuestos presentes en el AOV. 

 Se realizó también una evaluación cuidadosa del efecto 

matriz y la supresión/incremento de la señal del ion para asegurar 

una plataforma analítica robusta. El efecto supresión/incremento 

del ion fue casi insignificante para la mayoría de los compuestos 

fenólicos estudiados. Nuestros resultados apoyan el uso de AORD 

en lugar de soluciones multiestándar para generar las curvas de 

calibración para cuantificar compuestos fenólicos. El método 

propuesto permite una identificación y cuantificación de 

compuestos fenólicos en 15 minutos. Por lo tanto, este método es 

un perfecto candidato para convertirse en un método analítico 

rutinario en laboratorios industriales y científicos que estudian los 
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compuestos fenólicos en el aceite de oliva, así como en otras 

matrices, lo cual se ha demostrado en las tres muestras de 

diferentes variedades analizadas. 
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The results and discussions offered along the different 

sections of this study will be synthesized in this concluding 

chapter. To that end, the main contributions of this thesis will be 

highlighted. 

The first research study discussed (chapter 2), aimed to 

determine the antioxidant reactivity of the most typical phenolic 

compounds appearing in virgin olive oil (VOO). A novel 

fluorescence spectroscopy technique, based on the use of 

fluorescence probe, n, * singlet excited state of 2,3-diazabicyclo 

[2.2.2] oct-2-ene (DBO), was utilized. To test the feasibility of this 

innovative approach as an alternative to other more conventional 

spectrophotometric methods, the antioxidant reactivity of the 

samples was also analyzed using the 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

(DPPH•) method. 

The great resemblance between the results obtained using 

both methods support the use of the DBO method as an alternative 

method to measure the antioxidant reactivity of phenolic 

compounds. This method showed fixed values, kq, for each of them, 

in contrast with the percentage value, Q, obtained with DPPH• 

method. In addition, both approaches showed a clear correlation 

between the structure and the antioxidant reactivity of every 

phenolic compound studied.  

Four different groups, comprised by phenols sharing the 

same structural basic units, were established (A, B, C, and D).  
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Group A is formed by gallic, protocatechuic, syringic, 

vanillic, and p-hydroxybenzoic acids which are characterized by 

the presence of a benzene ring bonded to an acid group as basic 

structure and different numbers of hydroxyl (-OH) and methoxy (-

OCH3) group as radicals.  

Group B is comprised by Tyrosol and hydroxytyrosol which 

have a benzene ring attached to a side chain with a hydroxyl group 

as common basic structure and also, one or two hydroxyl group as 

radicals, respectively. 

Due to the number of hydroxyl and methoxy groups present 

in A and B, it was decided to study the effect of them in the 

antioxidant reactivity values. It was observed how an increase on 

the number of hydroxyl and methoxy groups in the benzene ring 

involves greater antioxidant reactivity. This happens because -OH 

is involved in the transfer of hydrogen atoms (HAT), and -OCH3 

takes part in the proton transfer mechanism coupled to electrons 

(PECT).   

Group C included two different types of coumaric acids (p-

coumaric and o-coumaric acids). Therefore, the influence of the orto 

position was evaluated. It was demonstrated that the existence of a 

hydroxyl group in the orto position induces higher antioxidant 

reactivity. 

Group D embrace phenols with a benzene ring attached to a 

radical hydroxyl group and a changeable side chain (tyrosol, p-

hydroxybenzoic acid, p-hydroxyphenilacetic acid, and p-coumaric 
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acid). The effect of the side chain was tested taking into account the 

values of kq and Q obtained. The results obtained support the idea 

that, the greater number of unsaturations the compounds have in 

their side chain, the higher antioxidant reactivity they show. 

The results obtained in this study not only present the DBO 

method as an efficient and fast alternative to study phenolic 

compounds, but also shows how the use of this novel method 

overcome the limitations on the use of solvents typically suffered 

by the more traditional DPPH• method. 

The next research covered (chapter 3) was devoted to the 

comparison between three different methods for the extraction of 

total phenols in olive oil and the optimization of an HPLC-DAD 

analytical method to determine individual phenols in spiked 

refined olive oil (SROO).  

Based on their common and widespread use, two methods 

were selected: Liquid-Liquid Ultrasound assisted extraction 

(LLUSE) and Liquid-liquid extraction (LLE). In addition, a Liquid-

liquid micro extraction (LLME) was proposed. The main goal of 

this study was to select the cheapest, fastest and most effective 

extraction method among the three methods tested.  

All the tested extraction methods showed a reasonable 

reproducibility and repeatability (<10%). It is important to point 

out that the LLE method extracted a lower amount of total 

polyphenols comparing with both the LLUSE and LLME methods. 

The total polyphenols results obtained for the latter two methods 
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were submitted to a statistical analysis using the least squares 

differences test (LSD) and any significant statistical different was 

observed.  

The selection of the best extraction method to study 

individual phenols in olive oil was based on a previous work 

published in collaboration with Dr. Pizarro at the University of 

Huelva (Pizarro et al., 2013). This study compared LLME and 

LLUSE methods as well as a solid-phase extraction method. The 

results obtained on this study placed the LLME extraction method 

as the most efficient among the three extraction methods tested. 

Using these observations and the results obtained in the present 

study for the extraction of total phenols in olive oil, it was decided 

to select the LLME method as the common initial extraction step to 

analyze both total and individual phenols. The LLME method was 

improved by the incorporation of some minor changes. Among 

others, it is important to point out the reduction to a half of the 

reagents consumption and concomitantly the reduction in the 

method cost and in the amount of residue generated. 

As previously mentioned, the last part of this study consisted 

on the optimization of a chromatographic method to analyze 

individual phenolic compounds. To this end, SROO was studied 

using a high performance liquid chromatography equipped with a 

diode-array detector (HPLC-DAD). This analytical method allowed 

the identification and quantification of 13 of the most common 

phenolic compounds in olive oil although only 8 of these 
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compounds were finally present at the real olive oil samples 

studied.  

Additionally, the use of SROO allowed generating a recovery 

value (%) for each phenolic compound as a quality control 

parameter of the extraction method. This parameter was 

consistently higher than 80% for most of the compounds analyzed.   

The last study included in this thesis research (chapter 4) 

covered the design and optimization of an innovative, fast and 

sensitive analytical method for the unequivocal identification and 

quantification of phenolic compounds in olive oil. To achieve these 

goals, an ultra high performance liquid chromatography (UHPLC) 

technique coupled to an electrospray ionization source (ESI) and 

tandem mass spectrometry (MS/MS) was employed.  

The UHPLC method has advantages over the conventional 

HPLC in terms of time and solvent savings, performance, and 

efficiency that result in higher sample throughput, less solvent 

consumption, and less sample injection volume. The selection of 

MS as the detection method allows achieving a very high 

sensitivity even to levels pg/L for certain conditions and samples, 

due to its high specificity. 

Thus, coupling these powerful analytical techniques enables 

not only to increase the number of phenolic compounds observed 

but also provides a more detailed information of the individual 

compounds present in the sample.  
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The use of MS/MS in Dynamic Multiple Reaction Monitoring 

(DMRM) mode allows an unequivocal identification and a 

reproducible quantification in a wide range of concentrations of 

phenolic compounds in virgin olive oil. A careful assessment of 

matrix effect and the concomitant ion suppression/enhancement 

effect (I-S/E) was obtained to ensure a robust analytical platform. 

The I-S/E effect was almost negligible for most of the studied 

phenolic compounds.  

Our results support the use of spiked refined olive oil instead 

of standard solutions to generate the calibration curves to quantify 

phenolic compounds. The method proposed is significantly 

improved if compared with the HPLC-DAD method, allowing the 

reliable identification and quantification of 28 phenolic compounds 

in 15 minutes.  

The reliability and versatility of the state-of-the-art analytical 

technique employed and the analytical method designed was 

proved using three samples of extra virgin olive oil belonging to 

the varieties Picual, Arbequina and Hojiblanca. Despite the 

complexity typically exhibit by real samples, 14 different phenolic 

compounds were determined and quantify. Therefore, this method 

is a perfect candidate to become a routine analytical method in 

industrial and scientific laboratories studying phenolic compounds 

in olive oil as well as in other matrixes. 
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