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Nuevos marcadores de adulteraciones de aceites de oliva: betainas y aminoacidos por
CE-UV, CE-MS?(IT) y FIA-MS/MS(QQqQ).

Obtencién rapida de hidrolizados peptidicos mediante sonda de ultrasonidos
focalizada.

Separacion rapida de hidrolizados peptidicos por HPLC-Capilar. Estudio de la
equivalencia de cultivos transgénicos y no transgénicos.

Determinacidon de péptidos bioactivos en alimentos por HPLC-Capilar.
Determinacidon de proteinas anticarcinogénicas en alimentos por HPLC de perfusion.

Separacion y caracterizacion de proteinas en aceituna y aceite de oliva por HPLC y
CE. Aplicacion a la diferenciacién varietal.

Separacion y determinacion quiral de insecticidas piretroides y fungicidas por CE.
Determinacion de metabolitos de xenobidticos en alimentos por GC multidimensional.

Nuevas estrategias de SPE para la determinacién de mercurio y hormonas.




4 Nuevos marcadores de adulteraciones en aceites de oliva & fb
Aminoacidos no proteicos y betainas |

* Por primera vez se han estudiado componentes minoritarios aminoacidicos (betainas y aminodcidos
no proteicos) de la fracciéon hidrosoluble de los aceites vegetales en busca de marcadores

novedosos de adulteraciones de aceites de oliva.

- Estrategia innovadora: la sola presencia del marcador en el aceite de oliva muestra la adulteracidn.
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* Para la bdsqueda de estos compuestos en aceites vegetales se utilizd la técnica de Espectrometria
de Masas en tandem.

 Los compuestos se derivatizaron a butil ésteres con butanol, derivatizacion rdpida, sencilla y de
bajo coste, para mejorar la S/N y la selectividad a través de experimentos MS/MS gracias a la

obtencion de mds iones fragmento:
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Nuevos marcadores de adulteraciones en aceites de oliva
Meétodo separativo de confirmacion
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* Se ha desarrollado y validado un método de CE-MS?(IT) para el estudio simultdneo e inequivoco de
cuatro betainas o de seis aminodcidos no proteicos en aceites vegetales.

"t B ‘ P T
1.25’5 © M z
> Betainas .. Aminodcidos
o.75é 2 * 1 3 5
; 2
0.50’5 > A MQJ{JJ
0.25‘:
000 0 2 4 6 8 10 Time [min] © o 5 T T 10 7 77 isTime[min] N
Betainas Aminoacidos no proteicos d d
ACEITES | GB | Trig PB Carn GABA | B-Ala | Pirog Oorn Allo-lle | Cit el orgs €
SEMILLA| sI | sI | NO | sl S| S S SI S| no | adulteraciones
OLIVA SI | POCO | NO NO SI SI SI NO NO NO
wet.| Carniting = | | Ornitina = |21 Allo-isoleucina 2
* La presencia de . - 1. Aceite de Soja
carnitinas, ornitina o REE = JEE = EIE
allo-isoleucina en los ™ P @ | ——
aceites de oliva indicaria  : 3 5 N ———
de forma inequivocasu ' iEEE Tl = {EIE -
adulteracién. 104 6du ter & ﬁ\dulterac'ié Aceite de Oliva
z 10 - virgen extra
+ Elmétodo permite  leie ee v | con2%de
detectar adulteraciones '~ ¢ i ¢ & fwnn S, : % Zrein ACEItE de Soja
pOf‘ debajo del 1% de o 103.1 +Ms2(218.0) |, 1720 +MsS2(189.0) 1°'] 69.4 86.3 +MS2(188.0)
aceites semilla en 000 1590 1151 0.
aceites de oliva. 000 ST o w0l 204 l -
S ) PRI O PYRORYRY it b Ll 00 L b n‘h‘ M“Jhm JHH Al

50 75 100 125 150 175 200 225 250

m/z°

"
50 75 100 125 150 175 200 225 250 m/z 60

80

100 120 140 160 180 m/z




* Se ha desarrollado y validado un método de cribado por FIA-MS/MS (QqQ) en modo MRM para el
estudio simultdneo de cinco aminodcidos no proteicos y de tres betainas en aceites vegetales.

Meétodo no separativo de cribado
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Nuevos marcadores de adulteraciones en aceites de oliva
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El método permite, sin un paso previo de separacién, realizar un cribado de las muestras de aceites
de oliva no adulteradas de las posibles adulteradas en tan solo 2 minutos.

Las muestras no conformes (adulteradas) se analizaran por el método de confirmacién CE-MS?.




Separacion de hidrolizados peptidicos por HPLC Capilar
Estudio de la equivalencia de cultivos transgénicos y no transgénicos.

« Se ha desarrollado un método de digestion asistida por ultrasonidos de alta
intensidad para la digestion de las proteinas presentes en la soja. Este método
ha permitido aumentar considerablemente la velocidad de la digestion
permitiendo disminuir el proceso de unas 16 h a tan sélo unos 30 min.

* Se ha desarrollado un método para la separacion de los hidrolizados peptidicos por HPLC Capilar
y se ha aplicado al estudio de las diferencias a nivel peptidico entre cultivos transgénicos y

no transgénicos.

mAU (210 nm)

Es posible diferenciar entre
cultivos de soja transgénica
y soja no transgénica

16 17 18 min 26 27 28 29min



Determinacion del péptido bioactivo Soymetide
o en productos comerciales de soja por HPLC Capilar

 Se ha desarrollado un método por HPLC Capilar para la determinacion de soymetide, péptido con
actividad inmunoestimuladora procedente de la hidrélisis enzimdtica con tripsina de la soja.

+ Se han establecido por primera vez las cantidades de soymetide presentes en los cultivos de soja,
asi como en sus productos comerciales (bebidas de sojay formulas infantiles).

* Los resultados han permitido establecer que en dichos productos el soymetide se encuentra en
cantidades suficientes para llevar a cabo su actividad bioactiva tras su ingesta.

* Se ha evaluado el efecto del procesado del alimento en la cantidad de soymetide, revelando una
menor relacion soymetide/proteina en los productos procesados.
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w!' « Determinacion de péptidos antihipertensivos en maiz y alimentos . @8

St eS > derivados para consumo humano &S\’ N

- JEl malz contiene tres péptidos (LQP, LSP y LRP) con demostrada actividad antihipertensiva. Estos tres pephdo
proceden de la fraccidén proteica de las a-zeinas y se obtienen a partir de la digestién de esta fraccidn con la

enzima termolisina.

* I Teniendo en cuenta que el contenido en a-zeinas puede variar en funcion de la variedad de maiz y que no existe
ningdn método que permita la evaluacién del contenido en estos péptidos bioactivos, se ha desarrollado, po
primera vez, un método que permite la extraccién de las a-zeinas (10 min), su purificacién, su digestion co
termolisina (3 h) y su separacién por RPLC (12 min) con deteccién UV. La presencia de los tres péptidos de interés

se ha confirmado mediante RPLC-ESI-Q-TOF.

Digestion de zeinas Patrones de peptidos

x107 |+ESI TIC Scan Frag=200.0V 110211_04.d
1
: TIC
x107 |+ESI TIC Scan Frag=200.0V 110211_07.d Smooth
) \\ A
'] 24
x10 5000) Scan Frllg=200.0V 110211_04.d Smooth
\
|

EIC 316

x107 |+ESI TIC Scan Frag=200.0V 110211_08.d Smooth

=
| LR S - T ]
x102 +ES| EIC(316.2000-316.4000) Scan Frag=200.0V 110211_04.d Smooth
ol I) | ¢ | r EIC 316
\ | \ | 0.8
| \f N

|
| T 0]

LSP || |
| s\/\ o\ | [\ ‘
/ RV \
| \//\/ \/ ~ VAV eaA\W/ L % s s e
UHU/“f\J 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85
Gz o1 oo dn 1 2 14 ds b 4§ a2 21 s o5 4 sh o4 de dn 4 4z 41 Ao 4 & o2 s+ o5 os & oz o1 os es e A
Counts vs. Acquisition Time (min)

* lUna vez desarrollado el método, se pretende su evaluacion mediante la determinacion de algunos pardmetros como
son los limites de deteccion y determinacion, reproducibilidad y recuperacion. Asimismo, se prevé aplicar e
método a la determinacion de estos péptidos en variedades de maiz de forma que sea posible encontrar qué
variedades resultan mds favorables desde el punto de vista de su bioactividad. También se aplicard el método a la
determinacidn del contenido en estos péptidos en productos derivados del maiz para consumo humano.
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2 .",.-,;:,fo,{ Inhibidor Bowman-Birk y Lectina en cultivos de soja i

* La soja es una leguminosa con un elevado contenido en proteinas habiéndose observado en el

inhibidor Bowman-Birk (IBB, 8 kDa) y en la lectina (120 kDa) propiedades anticancerigenas.

« Concretamente, el IBB ha sido reconocido por la FDA como un “nuevo farmaco en investigacion”.

* Se ha desarrollado, por primera vez, un método que permite la extraccién (5 min) y determinacion

(8 min) simultdnea y rdpida de ambas proteinas. Se ha confirmado la identidad de las proteinas
mediante RP-HPLC-MS.

100 —

Saja
Patrén IBB
Patrén Lectina

Lectina

\

IBB

min

* La evaluacion del contenido de estas proteinas en diferentes variedades de soja ha demostrado que

ho todas las variedades de soja son equivalentes observando claras diferencias en los contenidos de
IBB que variaban entre 0.28-1.03 mg/100 mg y en los contenidos de lectina que variaban entre 0.22 y
0.62 mg/100 mg.



&~ Desarrollo de metodologias para la obtencion de perfiles proteicos a partir de fh
hueso y pulpa de aceituna por UHPLC. Aplicacién a la diferenciacion varietal. ©

« Existen mds de 2000 variedades de olivo muchas de las cuales se consideran homénimas o sindnimas
lo que dificulta adn mds la diferenciaciéon de este cultivo. Con fines a proteger la diversidad
genética del olivo, facilitar su mejora genética y asegurar la trazabilidad del cultivo y del aceite de
oliva extraido se ha evaluado, por primera vez, la capacidad de las proteinas contenidas en la
aceituna como marcadores de origen de este cultivo.

* Se han desarrollado métodos cromatogrdficos empleando, por primera vez, fases estacionarias con
tamafio de particula inferior a los 2 pm (columnas de UHPLC) para separar proteinas intactas.
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* En el caso de la pulpa de la aceituna se ha observando por SDS-PAGE la presencia de una amplia
banda con un peso molecular de 23 kDa en todas las variedades estudiadas. La digestion y andlisis
por espectrometria de masas de esta banda ha permitido la identificacion de una proteina
mayoritaria de cardcter alergénico de la familia de las taumatinas y de otras proteinas minoritarias
como una superéxido dismutasa, una proteina portadora de grupos acilo o una proteina inducida por
sequia.




® 88
95

2
2 R

il
#1

mUA

Caracterizacion de proteinas de aceituna y diferenciacion de distintos
tipos de aceitunas mediante Electroforesis Capilar
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las
por

la masa molar de
proteinas  presentes en  aceituna
electroforesis capilar en gel (CGE-DAD).

« Se han identificado ocho proteinas, de las cuales

siete son comunes en veinte variedades de
aceituna.

* Se ha combinado un método de extraccion de proteinas en aceituna sencillo con una metodologia por
electroforesis capilar selectiva para obtener, por primera vez, perfiles proteicos caracteristicos para

cada tipo de aceituna de mesa estudiada: Gordal, Manzanilla y Cacerefia.
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Separacion y determinacion quiral de insecticidas plretr0|des

insecticida piretroide cis-Bifentrina.

Enantiomers of benalaxyl

Enantiomers of benalaxyl

Standard solution

Sample 3

t (min)
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80 4

60

Jb@
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Desarrollo y validacion de un mei}:do por CD-MEKC para la separacion y deTer'rm

commercial formulation

standard solution
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Metalaxyl-M
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Metalaxyl-M/

Folpe‘r/\ Sample 2
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T
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Desarrollo y validacion de métodos por CD-EKC para la separacion quiral de los fungicidas metalaxil y benalaxil
y la determinacion de cualquiera de éstos en mezclas binarias con el fungicida folpet. Aplicacion al control de
productos comerciales y la determinacion del porcentaje de impureza enantiomérica.
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AL Determinacion de xenobioticos en alimentos por
~ 3 = D GC multidimensional (Heart-cut GC)

* Se ha evaluado la capacidad de resolucidn quiral de cuatro columnas diferentes hacia una serie de PCBs y sus metabolitos
metil sulfonados (MeSO,-PCBs) utilizando la cromatografia de gases multidimensional en su modo heart-cut.

° El empleo de las columnas DB-5/BGB-176SE, ha permitido

la separacion simultdnea de 6 PCBs quirales y 6
MeSO,-PCBs quirales.

4-MeS0O2-CB 149
- 5-MeS0O2-CB 132
4’-MeS02-CB 132

5’-MeS02-CB 174

° El método desarrollado se ha aplicado al andlisis de dos

muestras de aceites de pescado y una muestra de higado
de fernera.

PCB 45
PCB 95
PCB 91
PCB 136
PCB 149
PCB 176

2 10 150 a0 = P 075 -

| |
ECD respotine
L |
4-MeS02-CB 91
5-MeS02-CB 149

* Se ha observado un enriquecimiento enantioselectivo de BISTANDARD
los PCBs 91y 176 en las muestras de aceite de pescado - 0 ' & m CopFisH oIL
OFISH OIL

. W LIVER

4-MeS0O2-CB 91

PCB45 PCB91 PCBS5 PCB136 PCB149 PCB176

5-MeSO2-CB 149
4-MeSO2-CB 149

4"-MeS02-CB 132
5'-MeS02-CB 174

5’-MeS02-CB 132

EC D response

I\ / '\, Spiked sample (10 pg/pL)

. ) Codfish oil sample ‘ Se ha detectado la presencia de algunos de los
W MeSO,-PCBs en alguno de los alimentos analizados

I | I I I
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ACTIVIDADES DE DIFUSION

Resumen publicaciones 2010:

2 capitulos de libro internacionales

13 articulos cientificos en revistas de reconocido prestigio internacional
(SCI)

J. Chromatogr. A
Electrophoresis

J. Agric. Food Chem.
Food Chem.




ACTIVIDADES DE DIFUSION

Resumen publicaciones 2011

1 capitulos de libro internacional

7 articulos cientificos en revistas de reconocido prestigio internacional
(SCI)

J. Chromatogr. A
Electrophoresis

Anal. Chim. Acta

Crit. Rev. Food Sci. Nutr.




ACTIVIDADES DE DIFUSION

Participacion en congresos

28th International Symposium on Chromatography, ISC 2010.
Valencia. Septiembre 2010.




ACTIVIDADES DE DIFUSION

Participacion en la X Semana de la Ciencia
Noviembre 2010

La quiralidad en el control de |la calidad y seguridad de los alimentos
Antonio Crego, Maria Luisa Marina, Laura Sanchez, Elena Dominguez

Alimentos funcionales ¢por qué y para qué?
Maria Concepcion Garcia, Clara Esteve.




ACTIVIDADES DE DIFUSION

Participacion en el Taller Quimica en accion

92 Edicion. Enero 2010.
Maria Luisa Marina y Maria Concepciéon Garcia.

102 Edicion. Enero 2011.
Maria Concepcion Garcia y Maria Angeles Garcia.




ACTIVIDADES DE DIFUSION
EXPRESIONES DE INTERES MARZO 2011

TV Castilla La Mancha. Reportaje en CM en vivo.

Revista Mercacei. Publicacion aceite de oliva y olivar. Difusion

internacional. www.mercacei.com. Noticia.

Diario digital de la UAH
Notiweb. Madri+d

Revistas y plataformas de difusion



http://www.mercacei.com/

EXPRESIONES DE INTERES DE EMPRESAS

GRUPO HOJIBLANCA

Carretera de Cordoba s/n
29200 Antequera (Malaga)

HOJIBLANCA
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@ UNIVERSIDAD DE
#wiE ALCALA
CURSOS Y SEMINARIOS

X Curso de Cromatografia de Liquidos acoplada a la Espectrometria de Masas
como herramienta analitica. PPQF
Organizador y participante: Dr. Antonio Crego. Junio 2010.
XI Curso de Cromatografia de Liquidos acoplada a la Espectrometria de Masas

como herramienta analitica. PPQF
Organizador y participante: Dr. Antonio Crego. Junio 2011
Curso tedrico-practico de Cromatografia de Liquidos acoplada a la

Espectrometria de Masas. Aula Cientifica
Organizador y participante: Dr. Antonio Crego. Febrero 2010
Cursos de Sistemas de Calidad en Laboratorios de Ensayo y Calibracion. RLA

Participante: Dr. Antonio Crego. Mayo 2010 y Marzo 2011
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Cursos de Formacion para la Industria

X Curso de Cromatografia de
Liquidos acoplada a la
Espectrometria de Masas
como herramienta analitica

Junio 7-10, 2010

ORGANIZADO POR LA FUNDACION GENERAL
DE LA UNIVERSIDAD DE ALCALA

Con la colaboracion de
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2™ 4
Agilent A=Al
Technologies
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O|ANALISYC-II

Cursos de Formacion para la Industria

XI Curso de Cromatografia
de Liquidos acoplada a la
Espectrometria de Masas

como herramienta analitica

Junio 14-17, 2011

ORGANIZADO POR LA FUNDACION GENERAL
DE LA UNIVERSIDAD DE ALCALA

Con la colaboracion de

L \J
Agilent SIGMA-ALDRICH
Technologies
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COMITE ORGANIZADOR

Formacién en técnicas de laboratorio Antonio Crego. Universidad de Alcals.
CURSO TEORKBBACTICO de Cromatografia de Soledad Pinto. Aula Cientifica.
Liquidos acoplada a la Espectrometria de Masas LUGAR

23-26 febrero 2010 Planta Piloto de Quimica Fina. Campus

Universitario de la Universidad de Alcala.
Carretera Madrid-Barcelona, km. 33,6.
28.871-Alcald de Henares.

PROFESORADO

Antonio Crego. Universidad de Alcala.
Alfonso Vega. Policia Cientifica de Madrid.

COLABORA

PLANTA PILOTO
!. DE QUIMICA FINA O IANALISYC-II

Q:t% Universidad
£05 de Aleals

www.aulacientifica.com
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Sistemas de Calidad en Laboratorios de Ensayo y Calibracion

Lugar: Fecha:

Universidd de dlcals 3,4 5y6 de maye de 2010

Ca=pes Univemimin. Bifico de Cenci:

Caretem Mednd-Garceiona, K. 33 500 5 | 1600 Acreditacion de laboratorios de Analisis Clinicos. Norma 15189,
Aol de Henares (Wodnd) May | 1B00  |aabel da ba Villz

Dioctara en Farmacia. Especialista en Anaiisis Clininos. Jefe de Departamento de Sanidad gz ENAC

Fresantacion de las parboulandades que imrduce ia nonma 150 13785 para los laborafonios que
realizan analisis clivico, con consideracionas practicas para iz acreditacion de los mismos.

1800 Validacion de metodos de analisis.

2000 “Wrienic L Grago _
Doctor en Clancias Juimicas. Profesor Tilwar de Universidad del Area de Quimica Anaifics de fa LA Asasorde i3
Pianta Piizta de Quimica Fina.
Exposicion sobee b forma die abordar la validacion de métodos de anzlisis. Estudio de los parametros
de calidgad que carsctzrizan a los metodos de ardlisis v gue se evallan duraris ol proceso de
valigasion.

#28 Universidad
h®£ de Aleald

madrod

Sistemas de Calidad en Laboratorios de Ensayo y Calibracion

Lugar: Fecha:

Universiad de dlzald 18,79, 30y 3 e mmmnde 2011
Campes Univesiasin. Edfici de Clencas
Cametam Wadrid-Eameinra, K=, 33 500

1800 | Acreditacion de laboratorios de Analisis Clinicos. Norma 15189,
Izabel da la Villa
Doctora en Farmacia. Especialista en Analisis Clinicos. Jefe de Departamento de Sanidad de ENAC

Bicals de Ferams [Undn)

£
g

Pregantacion ge las parboulandades que mfrecuce (3 nomma 190 13789 para los Eboratorios qus
realizan analisis clinico, con consideracionas prachoas para le soredisaian de los mismas.

1800 Validacion de métodos de analisis

2000 A nionic L Grago ,
Diocfar en Ciancizs Cuimicas. Profesor Tifwar de Universidad del Area de Quimica Analiica de (3 LA Asesorde i3
Flanta Pilsto da Quimica Fina
Expasicion sobee b forma de abordar b validacion e métodos de analisis. Estudio g los parametmos
de calidgad que caracierzan a los matodos de andlisis v que se evallon durarie ol proceso de
validocidn
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