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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

El objetivo general del presente estudio es disefar y aplicar nuevas
herramientas analiticas, basadas en el empleo de la espectrometria de masas 'y
la cromatografia liquida, caracterizadas por su multidimensionalidad, con el
proposito de poder abordar probleméticas complejas, asegurando al mismo
tiempo la rapidez y precision del andlisis. Este objetivo genérico puede
concretarse en los siguientes objetivos concretos:

1.- Estudiar la aplicacion de la espectrometria de masas en tandem
con dispositivos de elevada resolucion, como el triple cuadrupolo tiempo de
vuelo (QqTOF-MS) a la resolucion de mezclas complejas de analitos de interés
alimentario, como son los aceites vegetales y en particular el aceite de oliva.
Se pretende probar las posibilidades de distintos tipos de fuentes, como ESIy
APPI, y aprovechar la elevada resolucion de estos equipos para eliminar la etapa
de separacion cromatografica. Asimismo, se pretende disefiar un procedimiento
instrumental rapido que permite la identificacion rapida de las adulteraciones
del aceite de oliva.

2.- Estudiar la aplicacion de procedimientos metaldmicos basados en
el empleo de la cromatografia de exclusion de tamafios (SEC) acoplada en linea
con el ICP-MS. Se pretende aprovechar la elevada sensibilidad del detector
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ICP-MS y su caracter multielemental para la obtencion de perfiles metal-
biomoléculas en muestras de alimentos. De esta forma se podran obtener
perfiles que establezcan la presencia de moléculas de una determinada masa
molecular unidas de forma estable a metales esenciales o toxicos. En el presente
estudio se estudiara el pifidon (Pinus pinea) para comprobar las posibilidades
que ofrecen estos perfiles para clasificar este alimento en funciéon de su
procedencia, la cual influye en el nivel de metales en el pifion.

3.- Abordar un estudiolll metaldmico mas profundo en el pifién, en el
que se considerard el elemento que segun la bibliografia tiene una presencia
mas destacada como es el manganeso. Se aplicaran técnicas cromatograficas
ortogonales o complementarias, que incorporan el dispositivo ICP-MS como
detector, para la seleccidon y purificacion de fracciones que contengan
manganeso unido a determinadas biomoléculas. Las especies de Mn se
identificaran con patrones en los casos en que se encuentre una correlaciéon
con los picos cromatograficos de dichos patrones. En los casos dudosos o
cuando aparezcan picos de sustancias desconocidas, se utilizara la espectrometria
de masas para su identificacion de los compuestos desconocidos.

4.- Se aplicarad un procedimiento metalémico anélogo al anterior para
la caracterizacion de las especies de selenio en la piel y pulpa de patata
enriquecida con este elemento, para su uso como aditivo alimentario. Se utilizara
el acoplamiento HPLC-ICP-MS para separar las especies que contienen selenio
y el sistema HPLC-MS/MS para su identificacion
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Capitulo I

1.CONTROL DE
CALIDAD DE LOSALIMENTOS

No es facil definir con precision la calidad de un alimento, Kramer y Twigg, en
1962, definian la calidad como: «conjunto de caracteristicas que diferencian las unidades
individuales del producto y determinan el grado de aceptabilidad de estas unidades por el

usuario o consumidor» [1].

Juran, en 1982, la define simplemente como: «la aptitud para el consumo» que esta
determinado por la caracteristica del producto que el usuario o consumidor, y no el

proveedor o el vendedor, considera como mas beneficioso para él.

Por su parte AENOR define la calidad de un alimento como «la aptitud de un
producto o servicio para satisfacer las necesidades de los usuarios o consumidoresy.
Esta calidad esta determinada por una serie de caracteristicas y cualidades como: fiabilidad,

posibilidad de conservacion. . .etc.
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Todas las definiciones tienen un aspecto comun: situar la calidad como algo que se
debe proporcionarse al usuario o consumidor. Por tanto las empresas del sector alimentario
requieren herramientas analiticas avanzadas que permitan verificar, con lamaxima fiabilidad,

la calidad y pureza de los productos que comercializan.

La calidad de los alimentos viene condicionada por numerosos factores
agrondmicos, tecnoldgicos y comerciales, que determinan las caracteristicas sensoriales

del producto.

La medida de parametros de calidad (color, aroma, composicion quimica, valor
nutritivo, efecto en el metabolismo etc.), permite mejorar los sistemas de control de calidad,

monitorizando los procesos industriales.

Un aspecto importante en el control de calidad de los alimentos, es 1a autentificacion
de los mismos. Entendiendo por autentificacion, «la verificacion de las caracteristicas
del alimento y su composicion en conformidad con su etiqueta».En este sentido, es necesario
introducir en los estudios de laboratorio, no solo la investigacion de sus componentes
caracteristicos (para detectar posibles adulteraciones), sino también la de aquellos otros

que representan una contaminacion o modificacion negativa de su composicion.

En la actualidad la autentificacion de los alimentos y sus derivados constituye una
demanda prioritaria de los consumidores y compaiias productoras, y sobre todo establecer
las «denominaciones de origen» e «indicaciones geograficasy», que constituyen el sistema
utilizado en nuestro pais para el reconocimiento de una calidad superior, consecuencia de
caracteristicas propias y diferenciales que determinan el medio geografico en el que se
producen las materias primas, se elaboran los productos, y la intervencion humana, ya
que la participacién del hombre, con sus connotaciones cultural, es decisivo en la

produccion de los alimentos.
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Esta tesis abordara estudios de aseguramiento de la calidad de diversos alimentos
cardiosaludables como el aceite de oliva y diversos frutos secos, asi como de suplementos

alimentarios enriquecidos en selenio.

Las metodologias desarrolladas permitiran establecer las los parametros quimico
fundamentales en estos alimentos, los cuales tienen gran importancia al establecer tanto

las denominaciones de origen como su grado de calidad y autenticidad.

1.1 ALIMENTOS CARDIOSALUDABLES
1.1.1 ACEITE DE OLIVA

El aceite de oliva es uno de los componentes mas importantes de la dieta
Mediterranea. Es un extracto de la aceituna que conserva el paladar, aroma, vitaminas y
todas las propiedades del fruto del que procede, siendo ademas el inico aceite vegetal

que puede consumirse directamente virgen y crudo.

Numerosos estudios demuestran que el consumo del aceite de oliva protege frente
al desarrollo del cancer, enfermedades cardiovasculares [ 1]y diabetes [2], favoreciendo,
asimismo, el desarrollo de los huesos y el correcto funcionamiento del sistema nervioso
[3]- Ademas, se ha demostrado que posee propiedades antioxidantes y, como consecuencia
de ello retrasa el envejecimiento celular [4], poseyendo una accion general favorable en la

nutricion y la dieta.

Ladeteccion de la adulteracion y caracterizacion del aceite de oliva estan basados
en la determinacion de la composicion del mismo, en la que se distinguen dos importantes
fracciones, la fraccion saponificable y la insaponificable. La fraccion saponificable
(componentes mayoritarios) supone del 98 al 99% del aceite de oliva, y se compone a su

vez de triglicéridos, acidos grasos saturados (miristico, palmitico, estedrico, araquico) 8-
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23%, monoinsaturados (palmitoléico, oleico) 61-83% y polinsaturados (linoléico,
linolénico) 2-19% [1]. Los valores varian segun diversos factores como puede ser la

variedad de la aceituna, el las caracteristicas del terreno, la época de recoleccion, etc.

El alto contenido en acido oleico es favorable en las propiedades que posee el
aceite de oliva para la salud, tanto en crudo como en frituras, porque es mucho mas
estable que los demas aceites vegetales (girasol, soja, semillas, etc.), casi siempre ricos
en polinsaturados, que son menos estables a altas temperaturas, lo que favorece su

oxidacion y alteracion, cosa que ocurre en mucha menor proporcion en el aceite de oliva

[1].

La fraccion insaponificable (componentes minoritarios) supone entre el 1 y el 2%
del total del aceite de oliva, y estéa constituida por; hidrocarburos, terpenos, carotenos
(que confiere la coloracion amarilla a los aceites), pigmentos no terpénicos (clorofila),
tocoferoles, alfa-tocoferol, vitamina E (antioxidante), esteroles (que interfieren en la
absorcion intestinal del colesterol), polifenoles (antioxidantes y responsables del sabor) y

productos volatiles (responsables de los aromas).

En la presente esta tesis se describen dos métodos analiticos rapidos y precisos
que permiten detectar la presencia de adulteraciones en el aceite de oliva (Capitulo II) en

funcion del contenido en triacilglicéridos.
1.1.2 FRUTOS SECOS

El interés por los efectos beneficiosos de los frutos secos sobre la salud surge a
partir de los datos obtenidos con estudios epidemiologicos, en los que se ha comprobado
que el consumo frecuente de frutos secos reduce el riesgo de suftrir enfermedades

cardiovasculares [5, 6, 7, 8].
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Asi, laingesta de frutos secos es una medida fAcil para prevenir enfermedades que

constituyen la mayor causa de morbilidad y mortalidad del mundo occidental [9, 10, 11].

Tradicionalmente los frutos secos han sido considerados como alimentos de gran
valor nutricional por su capacidad de aporte de una extensa variedad de sustancias
beneficiosas. Sin embargo, al ser muy energéticos y ricos en grasas, los frutos secos no se
consumieron de forma regular durante afios ante la creencia de que su consumo implicaba

el aumento del peso corporal [12].

No obstante, las ultimas investigaciones han dado resultados sorprendentes en este
sentido, ya que su empleo como suplemento en la dieta no parece producir cambios de

peso en los sujetos.

En los frutos secos, el contenido calorico oscila entre 5,6 y 6,4 Kcal por gramo de
alimento. Todos los frutos secos tienen una composicion similar en proteinas (13-26%),
en azacares (15-25%) y en lipidos (48-63%). A pesar del elevado contenido en lipidos,
los frutos secos poseen una composicion muy adecuada desde el punto de vista nutricional,
con un predominio en el aporte en 4cidos grasos insaturados, donde los 4cidos oleicos y
linoleicos contribuyen en mas del 75% del aporte graso, aunque cada variedad tiene sus

propias caracteristicas [13,14].

Las avellanas, almendras y pistachos son frutos ricos en acido oleico, y por lo tanto
son una fuente importante de 4cidos grasos monoinsaturados. Las nueces son ricas el
acido linoleico, y en consecuencia constituyen un aporte de dcidos grasos poliinsaturados.
Asimismo, las nueces aportan dcido linolénico en una proporcion de hasta el 6,8% del

contenido graso.

Sin embargo, este 4cido graso se encuentra en menor cantidad en otros frutos
secos, no alcanzando el 1% de los acidos grasos. Por otro lado, los niveles de &cidos

grasos saturados no superan el 7% [ 13, 14].
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La cantidad de fibra, mayoritariamente insoluble, es apreciable, entre 5y 11 g por
cada 100 g de fruto seco, y oscila segtn las diversas variedades de fruto. Un consumo
adecuado de fibra es importante para facilitar y regular el transito intestinal, por lo que
evita el estrefiimiento [ 15, 16]. No obstante, en los tltimos afios se han descrito nuevos
efectos beneficiosos del consumo de fibra. Por una parte, el consumo de la fibra insoluble
de los frutos secos, ejerce proteccion cardiovascular, por otra, la ingesta de fibra de tipo
soluble produce una reduccion del colesterol plasmatico, mejora el control de la glicemia

y es util en la prevencion y el tratamiento de la obesidad.

Ademas, estos frutos son una buena fuente natural de vitamina E, en especial las
almendras y las avellanas, que contienen unos 20 mg por 100 g de producto [16]. En el
resto de frutos secos el contenido en vitaminas es inferior, del orden de 3 a9 mg por 100
g de alimento. La importancia de la vitamina E radica en su accion antioxidante, responsable
de laneutralizacion de radicales libres, disminucion de la oxidacion lipidica, y proteccion
debido a ello de las membranas celulares. Hay evidencias de que la vitamina E es un
agente que reduce el riesgo cardiovascular. La vitamina E también es un importante
anticarcindgeno, asi ingestas deficientes en vitamina E se han asociado a un incremento

del riesgo de diferentes tipos de cancer.

Otra vitamina que los frutos secos aportan en abundancia es el acido folico, con
valores alrededor de 60-70 pug/100g, a excepcion de los cacahuetes que contienen hasta
240 ng/100g. El acido folico desempefia un papel estratégico en el metabolismo de la
homocisteina, al reducir sus niveles en el plasma y, en consecuencia, disminuir el riesgo

arterioscleroético.

Ademés, estos frutos proporcionan minerales como el calcio, el magnesio, el cobre,
el potasio, el selenio y el zinc. También es valioso el contenido en fitoesteroles y otras

sustancias fotoquimicas [17, 18, 19].
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Los fitosteroles, como el 4 sitosterol, el estigmasterol y el campesterol, son los
esteroles procedentes de las plantas y poseen propiedades hipocolesterolemiantes. Las
substancias fitoquimicas son moléculas bioactivas de las plantas, presentes en cantidades
minoritarias, que contribuyen significativamente a la proteccion frente las enfermedades
cardiovasculares. Los fitoquimicos se encuentran en gran variedad de alimentos. Los
frutos secos son una de sus mayores fuentes, asi como las frutas y verduras, los cereales,
la sojay el té. La mayoria de los alimentos contienen mas de un tipo de fitoquimicos.
Entre la amplia variedad de agentes fotoquimicos presentes en los frutos secos pueden
citarse: acido elagico, flavonoides (quercitina, kaempferol y rutina), compuestos fenolicos,
luteolina, isoflavonoides, tocotrienoles. El contenido global de isoflavonoides en los frutos
secos es de 0,26 mg por 100g de porcion comestible. La coccion o el procesado de los
alimentos eliminan, en gran parte, la viabilidad de estas sustancias, de manera que sus
beneficios quedan reducidos. La ingestion de los frutos secos en forma cruda multiplica el
aporte de estos fitoquimicos, por lo que cada vez mas se recomienda como medida

nutricional.

Los frutos secos son también una interesante fuente de proteinas de origen vegetal,
destacando su contenido en arginina, aminoacido que entre otras funciones es precursor
del 6xido nitrico, el cudl actia como vasodilatador endotelial y tiene una accidn antiplaqueta.
Un déficit de 6xido nitrico se asocia a disfuncion endotelial, y por los tanto, aumenta el
riesgo cardiovascular. El contenido en arginina en los frutos secos es de 2 ga 3 g por cien

gramos de alimento.

En resumen, diversos componentes de los frutos secos pueden intervenir sobre los
mecanismos implicados en el proceso de aparicion de arteriosclerosis, antecedente de las

enfermedades cardiovasculares.
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1.2 IMPORTANCIA DE LOS ELEMENTOS
EN LOS ALIMENTOS

La presencia de elementos esenciales en los alimentos es critica debido a varias
razones, en particular su influencia en procesos bioldgicos importantes y su relacion con
episodios de contaminacion, en particular la composicion elemental del suelo [20, 21].
Por otra parte, la funcién de muchas biomoléculas y en particular metaloproteinas depende

criticamente de su interaccion con los elementos, principalmente los de transicion [22].

El cobre, niquel, cinc, manganeso y selenio han sido seleccionados debido a su
importancia en el metabolismo, por ejemplo, el manganeso es un cofactor de la enzima
piruvato carboxilasa y actiia también como un activador no especifico para varias enzimas,
como son la superoxido dismutasa, glicosiltransferasas, arginasa y otras. Otras proteinas
en las cuales el Mn puede estar presente son, la albimina y 31-globulina [23]. Ademas, el
Mn es necesario para el metabolismo de las grasas, el correcto funcionamiento del sistema
nervioso e inmunoldgico, asi como para la regulacion de azticares [24]. El cobre a su vez
esta relacionado con varias proteinas (ej. superoxido dismutasa y citocromo oxidasa),
transporta el hierro, participa en la sintesis del tejido conjuntivo, en el metabolismo de los
lipidos y tiene propiedades antioxidantes [25]. El niquel, juega un papel importante en el
metabolismo del folato [26]. El cinc es un elemento que esta asociado a mas de 200
enzimas y proteinas, participando en todos los procesos metabolicos importantes [27].
Ademas, este elemento también interviene en la sintesis de proteinas a través de la expresion
génica [25]. Por tltimo el selenio es un elemento traza esencial para la salud [28, 29], que
forma parte de las selenoproteinas, las cuales poseen importantes propiedades antioxidantes
y previenen el dafio celular originado por los radicales libres. Estos son productos derivados
del metabolismo que contribuyen al desarrollo de patologias como el cancer o las
enfermedades coronarias [30, 31]. Por otra parte, las selenoproteinas participan en la
regulacion de la funcion tiroidea y representan un papel importante en el sistema inmune

[31].
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Entre 1979y 1981 dos equipos de investigadores independientes demostraron la
reversibilidad de los sintomas clinicos en dos sindromes presumiblemente atribuidos a
carencia de selenio: la enfermedad de Keshan [32] y la distrofia muscular, enfermedad

que aparece tras periodos prolongados de nutricion parenteral [33].

Por otra parte, no s6lo son importantes los elementos, sino también sus interacciones
con moléculas como proteinas, vitaminas, etc. Los metales presentan un papel muy
importante en el desarrollo de los seres vivos y en la funcion de numerosos biomoléculas
como las metaloproteinas, basicamente vinculadas a la presencia de un metal, generalmente
de transiciéon como Cu, Fe, Zn o Mo. Otras proteinas como las metalotioneinas, se
expresan como mecanismo de defensa de los organismos frente a situaciones de estrés
ocasionadas por la presencia de metales. Otros metales actian como transportadores de

nutrientes o contaminantes [34]

En este sentido existen varias areas emergentes en el andlisis bioinorganico: (i) el
analisis completo de todas las especies de metales o metaloides en una célula o tejido
(metalomica); (ii) el estudio de la parte del metaloma que comprende a los metales o
metaloides que actiian como ligandos de proteinas (metalloprotedmica); y (iii) el uso de
un heteroelemento, que estd presente de forma natural en una proteina o que se introduce
artificialmente, como marcador, para que a través de su union se pueda obtener el mapa

de proteinas y/o su cuantificacion (heteroatom-tagged proteomics) [34]

En el Capitulo III se describe un procedimiento analitico para la obtencion de
perfiles de peso molecular de las metalomoléculas presentes en muestras de pifiones
(Pinus pinea). Este procedimiento permite discriminar muestras de diferentes origenes

geograficos mediante analisis estadistico de los datos obtenidos.

En el Capitulo I'V se describe a partir de los perfiles anteriores la identificacion las

metalomoléculas mediante espectrometria de masas molecular.
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1.3 SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS
ENRIQUECIDOS EN SELENIO

La suplementacion con selenio de la poblacion es necesaria cuando existe un déficit
de este nutriente en la dieta. Se puede llevar a cabo directamente a través del enriquecimiento
de algunos alimentos, o indirectamente, por medio de la fertilizacion previa de los suelos
[35]. Asi, el gobierno de Finlandia, en el afio de 1984, llevo a cabo un programa nacional
para adicionar selenito sodico a las tierras de cultivo. Mediante el uso de fertilizantes
agricolas enriquecidos en selenio evitaron enfermedades en animales domésticos y se
incrementd en un 50% la concentracion de selenio total en sangre de los filandeses [36].
En China, la suplementacion con selenito sodico también fue utilizada para controlar las
enfermedades de «Keshan» y «Kashin-Beck» [37]. Adicionalmente, la legislacion europea
permite la adicion de selenito sodico (0,1 mg Se Kg ') [37].

Elselenito y el selenato de sodio fueron los primeros compuestos de selenio que se
utilizaron como suplementos nutricionales en animales, ya que eran los inicos compuestos
de selenio disponibles a bajo coste. En la actualidad se ha demostrado que el uso de
compuestos organicos de selenio (fundamentalmente selenometionina) resulta mas
adecuado para la suplementacion [38, 39]. Las formas inorganicas se siguen utilizando
hoy dia en preparados como féormulas infantiles o la nutricion parenteral [40], lo que ha

sido sefialado por Schrauzer [41] como una practica negativa.

Al buscar una fuente o suplemento de selenio organico de bajo coste, se probo
incrementar el contenido normalmente bajo del elemento en levaduras haciéndolas crecer
en un medio rico en el mismo [38]. La levadura (Saccharomyce cerevisae) puede
acumular hasta 3000 pg g' de Se, dependiendo de las condiciones de crecimiento [42,
43].
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La especie mayoritaria de selenio en las levaduras, es la selenometionina, que se
incorpora inespecificamente a las proteinas [44, 45]. Sin embargo, como la produccion
comercial de levaduras enriquecidas en selenio no sigue un tinico protocolo de produccion
ni normativa de calidad, el contenido total de selenio y de las especies de selenio puede

variar considerablemente de un producto a otro.

Los preparados farmacéuticos mas utilizados hoy en dia se realizan en base de
levaduras enriquecidas en selenio, aunque también se utiliza selenometionina sintética. En
este tltimo caso, como solo el isomero L existe de forma natural en los alimentos (y es
bioasimilable por los seres vivos), es preferible utilizar dicho isémero en los suplementos
para seres humanos, aunque para animales suele usarse la mezcla racémica por razones

economicas [38].

Existen diversos factores que afectan a la biodisponibilidad de las formas de selenio
en los preparados nutricionales usados para la suplementacion humana. Entre estos pueden
citarse las interacciones con otros micronutrientes encontrados en el suplemento, tipo de
formulaciones que se toman, efectos derivados de la administracion simultanea con otros
medicamentos y la dosis de suplementacion [35]. Por ejemplo, en el caso de
multivitaminicos que contienen selenio inorganico, €ste interacciona con otros compuestos
nutricionales como la vitamina C, cinc u otros minerales presentes en el preparado,

reduciendo asi su biodisponibilidad [38].

Se han utilizado también otra forma organica de selenio, presente en forma natural
en alimentos, para suplementar a la poblacion. Asi, en Nueva Zelanda, el gobierno instituy6
un programa mediante el cual se suplementaba a la poblacion con alimentos enriquecidos

en selenio (trigo enriquecido) importados de Australia [46].

En otros paises donde se observan deficiencias de este elemento, ante la falta de
legislaciones al respecto, los fabricantes han elaborado y puesto a la venta algunos alimentos

enriquecidos en el mismo. Se han descrito alimentos enriquecidos en selenio como setas,

15
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té, cerveza y mejillones [47]. En Inglaterra se venden productos de panaderia elaborados
con harina importada de Canada o con nueces de Brasil, que resultan son fuentes de este

elemento [48].

Por todo lo anterior es evidente el interés por disponer de suplementos alimentarios
de selenio, para lo que se estan poniendo en practica diversas alternativas. Sin embargo,
se debe ser muy cauteloso con la forma de suplementacion utilizada, asi como con la

dosis que se ingiere y el tiempo de administracion.

En el Capitulo V se han aplicado varias metodologias analiticas para la especiacion

de selenio en patatas enriquecidas en este elemento.

2. TECNICAS DE SEPARACION
CROMATOGRAFICAS

La cromatografia es un método muy utilizado en quimica analitica y permite la
separacion, identificacion y determinacion de los componentes quimicos en mezclas
complejas. Ninglin otro método de separacion es tan potente y de aplicacion tan general

como la cromatografia.

Es dificil definir rigurosamente el término de cromatografia, ya que se ha aplicado
ese nombre a varios sistemas y técnicas. Sin embargo, todos esos métodos tienen en

comun el uso de una fase estacionaria y una fase movil.

En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con una fase
movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil se hace
pasar a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y se fija a una columna o
auna superficie solida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la

muestra se reparten de modo distinto entre la fase mévil y la fase estacionaria. Aquellos
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componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente
con el flujo de la fase moévil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a
la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad,
los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas que pueden

analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.
Entre los diversos criterios de separacion cabe citar:

* Aquellos que fraccionan las moléculas basandose en sus tamanos, como la

cromatografia de filtracion en gel o exclusion de tamafio, y la ultracentrifugacion.

* Los que separan las moléculas atendiendo a las diferencias en la carga eléctrica
neta del compuesto, como la cromatografia de intercambio i6nico y la

electroforesis.

* Los que se basan en la retencion especifica de s6lo uno o varios tipos de

moléculas, entre los que cabe destacar la cromatografia de afinidad.
* Procedimientos de separacion basados en diferencias de solubilidad.
* M¢étodos basados en la adsorcion diferencial a determinadas matrices.

En esta tesis las técnicas cromatograficas utilizadas para la separacion de los
compuestos estudiados, son la cromatografia de exclusion de tamafio (SEC), la
cromatografia de intercambio i6nico (IEC) y la cromatografia de pares iénicos, que

comentaremos con mas detalle en los apartados que siguen.

2.1 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
DE TAMANO (SEC)

La cromatografia de exclusion (SEC) es un tipo de cromatografia solido-liquido

que permite la separacion de moléculas en funcidon de su tamafio. En este tipo de
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cromatografia la fase estacionaria es un gel, que se introduce en una columna como soporte

cromatografico.

El gel esta constituido por un gran niimero de esferas porosas microscopicas
formadas por largas cadenas de polimeros unidas entre si por enlaces quimicos, de esta

forma se origina una red tridimensional.

El gel, una vez hidratado, se deposita adecuadamente en una columna hueca de

vidrio (Fig. 1) quedando listo para su uso.

Entrada de muestra

$ Liguicks que bafa ol gel

aiff—— Superfide del gel

Gel depositado

L TE FErt
..'-i:"l ;:

v
o

Filtro porosae que retiene el gel

Egpacio muerto ocupado
por  mellens  inerte

Sdida de muestra fraccionada

Figura 1 Esquema de una columna de exclusion de tamario

Las moléculas de pequeio tamaio difunden a través de los poros de las particulas
del gel y por ello su paso por la columna se retarda. Las moléculas de mayor tamaiio no
entran en los poros de las particulas del gel y por ello eluyen rapidamente, en lo que se
denomina volumen muerto (V ) de la columna, se dicen que son excluidas por el gel. De
esta forma, las moléculas se separan en funcion de su tamafio, eluyendo en orden decreciente

de peso molecular (Fig.2) [49].
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Figura 2 Representacion grdfica, de la elucion en SEC

De esta forma se puede obtener el volumen de elucion (V) de un soluto, volumen
de disolvente que sale de la columna desde que se inyecta la muestra y aparece el pico de
un soluto. E1'V _de una molécula particular se relaciona con la constante de distribucion
K, que representa la fraccion de fase estacionaria que esta libe para que se produzca la

difusion del soluto.
Por tanto V_ de un soluto es igual a:
V, (soluto)=V +K x(V)

V_ representa el volumen de disolvente dentro de la fase estacionaria, este valor es
dificil de obtener por lo que es sustituido por V-V_donde V representa el volumen total
de particulas y se puede medir determinando el V_de una molécula pequefia como la

acetona.
I<d=I<av= (Ve-Vo) / (Vt-Vo)

K, no es un verdadero coeficiente de distribucion, sin embargo, es directamente
proporcional aK y es independiente de la naturaleza del soluto y de su concentracion
[50].
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El objetivo de la cromatografica de exclusion de tamafio es obtener la mayor
resolucion posible de las moléculas de soluto. Por tanto, la eleccion de la columna asi
como el flujo de elucidon son muy importantes, cuanto mayor sea la columna y menor el
flujo mayor sera la resolucion. El principal inconveniente es el tiempo de separacion y la

dilucion de la muestra.

En cromatografia por exclusion de tamafio, tiene especial importancia que las
especies que han sido inicialmente inyectadas eluyan sin carga y que estas no se generen
en la muestra especies que originalmente no estaban. Para ello, es muy importante lograr
una estabilidad termodindmica e inercia cinética de las especies. Las uniones entre metal-
ligando deben ser mas fuertes que las interacciones del metal o del ligando con la fase
estacionaria. En caso contrario, los complejos metalicos podran ser destruidos por la
adsorcion del metal en la fase estacionaria de la columna; o bien puede ocurrir, que los
iones metalicos adsorbidos formen complejos con ligandos libres que puedan hallarse en

el tampon, generando asi especies que antes no existian en la muestra.

La separacion de los analitos mediante SEC debe ser independiente de su carga,
pero en la practica la superficie de la fase estacionaria se halla cargada, lo que condiciona
la separacion. Esto hace que la eleccion de la fase estacionaria sea uno de los factores a

considerar [51].

Pueden utilizarse con tampones acuosos, que son los mas empleados en bioquimica
con un rango de pH 3-12, también resisten bases fuertes como el hidréxido de sodio 0,2
M, y acidos como el clorhidrico y el acético. Las propiedades de separacion del gel no se

ven afectadas por el uso de disolventes organicos.

El volumen maximo de muestra que podemos inyectar en la columna preparativa es
de 5 ml. Este tipo de cromatografia nos permite concentrar las muestras al mismo tiempo

que eliminar parte de la matriz que pueda interferir en nuestro estudio.

20



Capitulo I

Fases estacionarias

Estan a la venta numerosos empaquetamientos de exclusion molecular. Algunos
son hidrofilicos, para uso con fases mdviles acuosas, y otros son hidrofobicos, para su
utilizacion con disolventes organicos no polares. A la cromatografia basada en
empaquetamientos hidrofilicos se le llama en ocasiones filtracion en gel, mientras que
las técnicas basadas en empaquetamientos hidrofobicos se denominan permeacion en

gel. Se encuentra disponibles muchos didmetros de poros para ambos tipos [52].

Un gel es un sistema heterogéneo en el cual una fase liquida continua, usualmente
agua, esta contenida dentro de los poros de una fase estacionaria. El material ideal de la
matriz en gel filtracion debe ser inerte con respecto a las moléculas que queremos separar.
Sin embargo pueden producirse interacciones del material empaquetado con las moléculas
bioldgicas con lo cual la molécula eluiria mas tarde de lo esperable por su peso molecular.
Otras interacciones de naturaleza idnica pueden ser eliminadas incrementando la fuerza

16nica del buffer utilizado.

Una de las matrices o geles mas utilizada es la Superdex, formada por enlaces
entrecruzados de poliacrilamida con agarosa, dextrano o combinaciones de estos. Otro
material muy utilizado es el Sephadex, cuya matriz esta formada por conexiones cruzadas
de dextrano y epiclorohidrina (Fig.3). El gran nimero de grupos hidroxilo que presenta

hace que sea una matriz extremadamente hidrofila.

Los diferentes tipos que existen de una misma matriz, se diferencian entre ellos por
el grado de conexiones cruzadas y en su capacidad de hinchamiento, lo cual conlleva a

obtener un grado de fraccionamiento diferente [49].

Existen diferentes geles en el mercado segin el rango de fraccionamiento, resolucion
y estabilidad (pH, temperatura y disolventes organicos). En la Tabla 1 se incluyen los

geles comerciales mas utilizados.
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Figura 3 Estructura de geles orgdnicos utilizados en cromatografia de

exclusion

Tabla 1 Tipos de matrices en gel filtracion

Gel Matriz Rango de
fraccionamiento
Sephadex Dextrano/epiclorohidrina 700-250.000 Da
Superdex Agarosa/dextrano 3.000-600.000 Da
Sephacryl Dextrano/Bisacrilamida 1.000-8 x 10°Da
Scpharosc Agarosa 10.000-4 x 10" Da
Ultrogel A Agarosa 10.000-1 x 10" Da
Biogel A Agarosa 50.000- 1 x 10" Da
Biogel P Poliacrilamiamida 100-500.000 Da

22



Capitulo I

Determinacion de masas moleculares

La filtracién mediante gel se usa principalmente para separar moléculas de masas
moleculares significativamente distintas. Para cada fase estacionaria, existe un intervalo
dentro del cual se da una relacion logaritmica entre la masa molecular y el volumen de
elucion (Fig.4). Se puede estimar la masa molecular de una sustancia comparando su
volumen de elucion con el de patrones. Sin embargo, se debe tener cuidado al interpretar
los resultados, porque moléculas con la misma masa molecular, pero formas diferentes,
presentan caracteristicas distintas de elucion. En el caso de las proteinas, es importante
usar una fuerza idnica bastante alta (mayor que 0,05 M), para eliminar la adsorcion

electrostatica del soluto por puntos ocasionalmente cargados que existen en el gel [53].

1kDa
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Figura 4 Correlacion logaritmica entre el volumen de elucion y la masa

molecular en SEC
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2.2 CROMATOGRAFIA
DE INTERCAMBIO IONICO (IEC)

La cromatografia de intercambio iénico estd basada en la atraccion entre los
iones del soluto y los centros cargados unidos a la fase estacionaria (Fig.5). En los
intercambiadores anionicos, los grupos cargados positivamente en la fase estacionaria
atraen a los aniones del soluto. Los intercambiadores catiénicos contienen puntos
cargados negativamente, unidos por enlace covalente a la fase estacionaria, que atraen a

los cationes de soluto.

— Figura 5 Representacion grdfica de la cromatografia de

_?;; intercambio ionico
.5 Con una fase estacionaria cargada negativamente se retienen
.

sustancias cargadas positivamente (deben competir con los contraiones,

& del amortiguador).

- Las sustancias cargadas negativamente pasan a través de la fase

estacionaria sin enlazarse.
Intercambiadores ionicos

Las resinas son particulas amorfas (no cristalinas) de material organico. Las resinas
de poliestereno, usadas en intercambiadores 16nicos, se obtienen por copolimerizacion
de estireno y divinilbenceno (Fig.6). El contenido de divinilbenceno varia desde 1 al 16%,
aumentando asi el grado de entrecruzado del hidrocarburo polimérico insoluble. Los anillos
de benceno se pueden modificar produciendo una resina de intercambio catidnico, si
contienen grupos sulfonato (-SO,"), o una resina de intercambio anionico, si contienen
grupos amonio (-RH,"). Si usa acido metacrilico en lugar de estireno, resulta un polimero

con grupos carboxilo
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Figura 6 Sintesis de intercambiadores ionicos

Los intercambiadores i6nicos se clasifican en acidos o basicos, fuertes o débiles.
Los grupos sulfonatos (-SO,’) de resinas 4cidas fuertes siguen ionizadas incluso en
disoluciones muy 4cidas. Los grupos carboxilo (-CO,’) de las resinas acidas débiles se
protonan a un pH préximo a 4, y pierden su capacidad de intercambio catidonico por
debajo de este pH. Los grupos muy basicos de amonio cuaternario (-CH,NR,") (que en
realidad no son basicos) siguen siendo cationicos a cualquier valor de pH. Los
intercambiadores anidnicos basicos débiles de amonio terciario (-CH NHR,") se
desprotonan en disoluciones moderadamente basicas, y pierden su capacidad de unirse a

aniones por encima de ese pH.

Entre las diferentes modalidades de cromatografia liquida existentes, la cromatografia
de liquidos de intercambio i6nico (IEC) es empleada comiinmente para recuperar una
proteina en su forma biologica activa [54], por este motivo esta técnica se ha seleccionado
en este trabajo como modalidad cromatografica para purificar las fracciones obtenidas
por cromatografia de exclusion de tamano. En IEC los péptidos y proteinas cargadas,
que quedan retenidos por interacciones electrostaticas sobre la resina de intercambio

16nico, son eluidos mediante variaciones de pH o de fuerza ionica de la fase movil [54].
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2.3 CROMATOGRAFIA DE PARES IONICOS

La cromatografia de pares idnicos utiliza una columna HPLC de fase inversa, en
lugar de una columna de intercambio i6nico. Para separar una mezcla de cationes (p.ej.
de bases organicas protonadas) si se anade a la fase movil un tensioactivo anionico
comon-C,H,_SO;, . El tensioactivo es una molécula que se acumula en la interfaz entre
dos fases, y modifica la tension superficial. El tensioactivo se aloja en la fase estacionaria
convirtiéndola eficazmente en un intercambiador i6nico (Fig.7). Cuando los cationes del
analito pasan a través de la columna, se pueden unir a la fase estacionaria por atraccion
electrostatica con los aniones del tensioactivo. El mecanismo de retencion es una mezcla
de interacciones con fase inversa y de intercambio i6nico. Para separar los analitos anionicos

se pueden afiadir a la fase moévil sales de tetrabutilamonio como reactivo de par i6nico.

La cromatografia de pares idnicos es mas compleja que la cromatografia de fase
inversa. Debido a que el equilibrio del tensioactivo con la fase estacionaria es lento, la
separacion es mas sensible a variaciones de temperaturay de pH, y la concentracion del

tensioctivo afecta a la separacion.

Las estrategias para la elaboracion de un método consistente dependeran de la
variacion del pH, la concentracion de tensioactivo, para una concentracion de metanol y
una temperatura fijadas. Dada la lentitud del equilibrio entre el tensioactivo y la fase

estacionaria, no se recomienda

una elucion en gradiente en

I
CHy—5—0" .
,_,-\f:-f@ ' % J_ﬁ_,@ we cromatografia de pares ionicos
BT [53].
o o B3
cI™ T
N Figura 7 Fundamento
w@ —0 de la cromatografia de pares
Fropes iéniCOS
Cygenlmados = het
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Esta técnica cromatografica es muy utilizada para la separacion de péptidos y
proteinas, para ello se utilizan columnas de fases estacionarias hidrofobicas (octilsilano,
octadecilsilano, poliméricas,...) y normalmente fases hidroorganicas a pH acido, con
elucion en modo isocratico [54, 55]. En general, para pH acido de la fase mévil el grupo
carboxilo terminal y el resto de grupos acidos de las cadenas laterales peptidicas se
encuentran protonados, mientras que los grupos amina estaran cargados positivamente,
por lo que la adicioén de un reactivo formador de pares i6nicos puede disminuir las
interacciones de las moléculas peptidicas con la fase estacionaria, reduciéndose los procesos
de adsorcion de dichos compuestos sobre ésta y provocando una mejora de la simetria

y anchura de los picos cromatograficos [54].

Elcido trifluoroacético (TFA) es el agente de par ionico mas comunmente utilizado,
por su acidez, gran solubilidad, transparencia al ultravioleta y adecuada volatilidad (punto
de ebullicion, 72.4°C). También se suele emplear el acido heptafluorobutirico (HFBA), el
acido fosforico, el 4cido perclérico, el acido clorhidrico, el 4cido acético, el 4cido férmico
y el acetato o el formiato de trietilamonio [54, 56]. El disolvente organico mas comunmente
empleado es el acetonitrilo (MeCN), debido a su baja viscosidad, alta volatilidad y
trasparencia al ultravioleta a bajas longitudes de onda. También se utilizan el metanol, el
etanol (mayoritariamente en aplicaciones preparativas), el isopropanol (para proteinas
hidrofobicas) y en menor medida el trifluoroetanol [54]. Otra de las ventajas de la
cromatografia de pares i0nicos, es que las fases moviles hidroorganicas acidas de fuerza
i6nica moderada que generalmente se emplean, son compatibles con el uso de interfases
ESIen MS [57].

3. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas ha sido durante mucho tiempo una herramienta para

determinar is6topos y descifrar estructuras organicas. Se puede conseguir gran cantidad
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de informacion medioambiental a partir de medidas de is6topos. La espectrometria de
masas es actualmente el detector més potente en cromatografia, porque el espectrometro
de masas es capaz de detectar bajas concentraciones de analito, suministrando informacién
tanto cualitativa como cuantitativa sobre los compuestos que eluyen de una columna, y
puede distinguir diferentes sustancias que tienen el mismo tiempo de retencion. Actualmente
la espectrometria de masas se utiliza para estudiar la secuencia de aminoacidos en
proteinas, de acidos nucleicos en ADN y las estructuras complejas de los hidratos de

carbono.

Las caracteristicas de la espectrometria de masas como técnica analitica, posibilita
la determinacion de la relacidn masa/carga (m/z) de un i6n en una mezcla y en consecuencia
su masa molecular (p.ej. el Pm de un péptido o una proteina). Ofrece informacion
estructural de un i6n seleccionando analizando las masas de los fragmentos que se producen
en la colision entre este 16n y las moléculas de un gas neutro (p.ej. la secuencia de

aminoacidos de un péptido o modificaciones en su estructura primaria).
Ademas, es una técnica ampliamente utilizada en analisis quimico debido a:
* .su gran sensibilidad
* laposibilidad de producir informacion estructural de una molécula
* larapidez con la que pueden obtenerse los datos
Sin embargo su uso para el andlisis de péptidos y proteinas es relativamente reciente.

En un espectrémetro de masas se mide la relacion masa/carga de los iones, que
deben estar en fase gaseosa. Producir iones en fase gaseosa es facil para compuestos
volatiles de bajo peso molecular. Sin embargo, para compuestos de baja volatilidad y alto

peso molecular, como son péptidos y proteinas, la produccion de iones en fase gaseosa
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no es facil, siendo necesarias técnicas especiales de ionizacion, como las que se detallan

a continuacion.
3.1 FUENTES DE IONIZACION SUAVES
3.1.1 Electrospray o Electronebulizacion (ESI)

En ESI se produce la ionizacion de los analitos a presion atmosférica, mediante la
aplicacion de una diferencia de potencial entre el extremo del capilar por donde fluye la
muestra liquida (normalmente a flujos comprendidos entre 1 y 100 pL/min) y el

contraelectrodo situado en la entrada del espectrometro (Fig.8) [57].
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Figura 8 Representacion esquemdtica de la fuente electrospray

Por efecto de este intenso gradiente eléctrico, la muestra emerge del capilar en
forma de un aerosol de pequenas gotas cargadas (Fig.9). A medida que estas gotas
avanzan hacia el orificio de entrada del espectrometro, su tamafio se va reduciendo, se
van desolvatando, hasta que las fuerzas culombianas de repulsion entre los iones con
multiple carga generados en su interior son capaces de vencer la tension superficial. En

ese momento pasan a la fase gaseosa.
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empleando N, como gas seco, a alta presion y a temperatura moderada. En general, la
nebulizacion se facilita mediante la introduccion de un flujo de nitrégeno, lo que ademas
permite la introduccion de flujos mayores de liquido [58]. Globalmente el proceso de
ionizacion genera iones moleculares multicargados, lo que permite el andlisis de moléculas
de elevada masa molecular empleando analizadores con intervalos de m/z convencionales,
siendo los cuadrupolos, las trampas i6nicas y los analizadores de tiempo-de-vuelo (TOF)

los mas empleados [57].

Laestructura y las propiedades fisico-quimicas de cualquier molécula determinan
su capacidad intrinseca para ionizarse al pH de la fase moévil o del electrolito donde esta
disuelta, pero la eficacia de su ionizacion y, por lo tanto, la sensibilidad en la deteccion,

estan intimamente relacionadas con las propiedades de esta disolucion [57].

En ESI se suelen emplear en disoluciones hidroorganicas (MeCN-H,0O y MeOH-
H,0) de tension superficial y fuerza iénica moderadas, conteniendo tampones o aditivos
preferentemente volatiles que aseguren la ionizacion de los analitos en modo positivo
(TFA, é4cido férmico, acido acético,...) o negativo (trietilamina, hidrogenocarbonato
amonico,..) [57, 59]. Amedida que disminuye la volatilidad de la fase movil disminuye la
sefal y la relacion sefial/ruido obtenida y, si ademas la disolucion tiene una elevada fuerza
i6nica, se puede producir la obstruccion del orificio de entrada o la contaminacion del

espectrometro de masas.

30



Capitulo I

En lamayoria de las ocasiones, el analisis directo de una muestra compleja mediante
ESI-MS no permite la identificacion y la cuantificacion de los analitos deseados, y es

necesaria la separacion previa de los componentes de la mezcla [57].

El acoplamiento en linea de la cromatografia liquida (LC) y la electroforesis capilar
(CE) a la ESI-MS (LC-ESI-MS y CE-ESI-MS, respectivamente), se lleva acabo

utilizando interfases con el disefio adecuado en cada caso [57, 60].

En cuanto a los analizadores, los cuadrupolos y las trampas i6nicas son los de uso
mas generalizado. Los actuales analizadores TOF, que proporcionan una frecuencia de
barrido elevada (0,1 s), constituyen una de las mejores alternativas cuando se obtienen
separaciones con picos de elevada eficacia, como el caso de la CE-ESI-MS [61]. Enun
analizador TOF los iones son separados de acuerdo a sus tiempos de vuelo, que a su vez
dependen de sus relaciones m/z: los iones de mayor m/z se desplazaran a lo largo del tubo
de vuelo a menor velocidad y seran detectados después de los de menor m/z. Todos los
iones que se generan durante la ionizacion llegan al detector, lo que permite una elevada
sensibilidad. El detector es capaz de distinguir las diferentes masas, tanto mejor cuanto
mayor es la trayectoria recorrida por los iones y cuanto menor es la dispersion de energias
de los iones formados en la fuente. Asi, si se dispone de un analizador TOF con reflectron,
éste permitira reenfocar los iones de la misma masa sobre el detector. Esta y otras
modificaciones instrumentales, como la extraccion retardada (DE), han permitido un
aumento en la resolucion y la exactitud del analizador TOF respecto a otros analizadores.
Todo ello, junto con el uso de analizadores que permiten realizar Espectrometria de Masas
en Tandem (MS-MS) en linea ala LC o la CE, proporciona herramientas de extraordinaria
utilidad a la hora de separar mezclas complejas de péptidos y proteinas y caracterizar
exhaustivamente sus estructuras primarias (secuencias de aminoacidos, fosforilaciones,

glicosilaciones, oxidaciones, ...) [57, 62]
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3.1.2 Fotoionizacion a presion atmosférica (APPI)

La fuente de fotoionizacidn a presion atmosférica (APPI) ha sido introducida
recientemente por Syage y Evans [63] aplicada a compuestos de poca polaridad. Esta

fuente representa una alternativa a la APCly ESI [64, 65].

Cuando se trata del anélisis de compuestos polares es conveniente el uso de la
fuente ESI, en modo de ionizacion tanto positivo como negativo, produciendo protones
o iones desprotonados con una fragmentacion suave. Sin embargo, la ionizacion de
compuestos de una polaridad inferior es mas eficiente por APCI, mientras que compuestos

con poca o ninguna polaridad se ionizan insuficientemente por estas fuentes.

Para superar este problema se han propuesto otras alternativas, como la ionizacion
disociativa y no-disociativa de captura de electrones con APCI [66], la combinacion de

una etapa electroquimica con ESI [67, 68], y mas recientemente la APPI. [69, 70, 71].

En 2001, Syrage y Evans [72] introdujeron una variante de las fuentes de ionizacion
a presion atmosféricas (API), basada en la ionizacion de un solo foton (APPI), en el que
se vaporiza la muestra usando un nebulizador con calefaccion [ 73], antes de comenzar la

ionizacion (Fig.10).
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Figura 10 Representacion esquematica de la fuente de ionizacion APPI
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El paso de ionizacion se inicia por una radiacion en la region visible/ultravioleta,
generalmente producida por descarga de una lampara. La absorcion de un foton por una
molécula M, hace comenzar el proceso de fotoionizacion. Esta foto-absorcion produce
una expulsion de electrones para formar el cation correspondiente al radical molecular
[M*][74]. Otras moléculas presentes en la region de ionizacién, como son moléculas
procedentes de los disolventes, pueden tener un potencial de ionizacion mas alto que la
energia del foton, y cambiar el proceso de fotoionizacion, siendono sélo especifico para
el analito. Por lo que, la presencia de disolventes y otras moléculas en exceso puede
producir modificaciones en M*. Por tanto, la presencia de vapor de agua o disolventes,
el ibn M puede obtener atomos H'para formar una molécula protonada [M+H]", cuando
M tiene una alta afinidad por el proton (Fig. 11) [74]. Este hecho es la base de la
metodologia APPI introducido por Robb [73] que usa una cantidad grande de un
compuesto directamente fotoionizable (dopante) en una corriente liquida para realzar la

ionizacion de analito.
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Por lo tanto, el empleo de APPI con el uso del dopante, mejora la sensibilidad de
ionizacion; aunque esto pudiera inducir la formacion de aductos que aumenta la complejidad
de espectros de masas [72, 75]. Se han propuesto, acetona, tolueno y anisol para este

proposito [75].

Hasta ahora, se han desarrollado pocas aplicaciones con la fuente APPI. El trabajo
inicial relacionado con la metodologia APPI descrita por Robb [ 73] considera dos tipos
de grupos funcionales diferentes, que analizan por APPI-MS: hidrocarburos aromaticos
policiclicos en sedimentos [ 76], flavonoides [ 77] y esteroides [ 78], asi como varias drogas,
y sumetabolitos [79, 80]. Ademas, la fuente de ionizacién APPI se ha utilizado para el

analisis de patulin en el jugo de manzana [74].
3.1.3 Nanospray (n-ESI)

Para la fuente electrospray desarrollada por Fenn en 1980 para moléculas pequenas
[81] existen otras dos variantes que se diferencian en el flujo de disolvente que soportan:
las denominadas fuentes de electrospray asistido neumaticamente (ionspray, turbospray)
[81] capaces de asumir flujos muy elevados (5-500 pl/min) y desarrolladas con objeto de
poder acoplar los espectrometros de masas a sistemas cromatograficos convencionales y

las de nanospray (nESI), que trabajan a flujos por debajo del microlitro por minuto.

Estatlltima variante desarrollada por Wilm y Mann en 1995 (Wilm 1994) [81] es la
mas sensible y permite llevar a cabo analisis de muestras de las que se dispone de poco

volumen o en las cuales los analitos se encuentran en una concentracion muy baja (Fig.

12).
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Figura 12 (a) Representacion de la fuente nanospray,; (b) Muestra del capilar

proximo al orificio de entrada del espectrometro de masa

a) | (b)

La diferencia de disefio mas importante entre las fuentes ESI y nESI reside en el
diametro interno del capilar que contiene la muestra: en ESI el capilar tiene un didmetro
interno de 500 pm, mientras que en nESI se utilizan capilares con un didmetro interno ala
salidade 1 0 2 um. Por otro lado, en nESI la carga de muestra se lleva a cabo con un
volumen de inyeccion de 0,2-2 uL, introducidas directamente en las agujas donde se

produce el aerosol. Esta diferencia determina las principales caracteristicas de la fuente

nESI:

* Flujo de trabajo entre 20-40 nl/min que implica
0 consumo minimo de muestra

0 mayor eficiencia en la ionizacion y en el nimero de iones sometidos al analisis
de masas (los iones se producen con mas eficiencia a medida que el tamafio

medio de las microgotas del spray disminuye.

En nESI se generan gotas de tamafio inferior a 200 nm, entre 100 y 1000 veces

mas pequeiias que las producidas en una fuente ESI normal. Ademas, el pequefio tamafio
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de los spray formados en nESI permite la introduccion de una fraccion mayor de los iones

hacia el interior del espectrometro de masas.

Con relacion a una fuente ESI, la n-ESI es mas tolerante con la composicion y el
pH de los medios analizados y permite nebulizar soluciones que contengan hasta 0.1M de

sales.

Ademas, la fuente nESI presenta algunas ventajas respecto a otras fuentes de
ionizacion como la ausencia completa de cualquier contaminacion cruzada, pocas
oportunidades para la pérdida de la muestra, y la capacidad de escoger y cambiar el

disolvente a voluntad, atin durante un andlisis [82].

3.2 ANALIZADORES DE MASAS
3.2.1 MOLECULARES
Cuadrupolo-tiempo-de vuelo

El término Q-TOF es utilizado para describir un tipo de sistema hibrido de
espectrometria de masas, en el cual un analizador cuadrupolo (Q) se utiliza en conjunto
con el analizador tiempo de vuelo (TOF). El uso conjunto de dos analizadores (hibridacion)
ofrece una serie de ventajas que no pueden ser obtenidas de forma independiente. En
este sistema el cuadrupolo se utiliza para seleccionar y guiar los iones examinados, el
hexapolo para producir la colision entre los iones y gas residual introducido y el analizador
tiempo de vuelo la deteccion simultanea de los iones a lo largo de todo el rango de masas

y la dptica de iones que permita el sistema utilizado (Fig.13) [82]
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Figura 13 Diagrama esquemdtico del instrumento ortogonal Q-TOF

El cuadrupolo utiliza una combinacion de campos de corriente continua (DC) y

de radiofrecuencia (RF) como «filtro» de masas. El cuadrupolo consta de cuatro superficie

paralelas, idealmente con una seccion hiperbolica. El campo eléctrico desvia los iones en

trayectorias complejas, a medida que pasan de la cAmara de ionizacion al detector,

permitiendo que solo lleguen al detector aquellos que tienen una relacion m/z determinada.

Los demas iones (iones no resonantes) chocan con las varillas, y se pierden antes de

llegar al detector (Fig.14). Variando rapidamente el voltaje aplicado, se pueden seleccionar

los iones de diferentes masas que llegan al detector. Los cuadrupolos de transmision

pueden registrar de 2 a 8 espectros por segundo, cubriendo un intervalo de m/z hasta

4000 [53].
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Source

d and ac voliages

Figura 14 Representacion grdfica del cuadrupolo

El hexapolo tiene una estructura muy similar al cuadrupolo, pero cuenta con seis
barras que interaccionan con los iones. Opera s6lo con radiofrecuencias, prescindiendo
del campo eléctrico. La unidad estd sometida a vacio, en el que se introduce un gas
neutro (p.ej. nitrégeno) que al aumentar ligeramente la presion contribuye a generar
colisiones, y como consecuencia de ello, la fragmentacion de los iones. Constituye, por

tanto, una célula de colision, en la que se produce la rotura del i6n precursor [82].

El analizador tiempo-de-vuelo separa los iones que tienen la misma energia cinética,
pero dife-rente m/z, porque los iones pesados necesitan mas tiempo para recorrer una
distancia fija. Se aplica a una placa un voltaje de 5000 V, alrededor de 3000 a 20 000
veces por segundo, para acelerar los iones hacia la derecha y rechazarlos de la fuente de
ionizacion a una region de deriva, donde no existe ni campo eléctrico o magnético ni otra
fuente de acelera-cion. Tedricamente, todos los iones tienen la misma energia cinética, 1/
2 mv?, donde m es lamasa del ién y v su velocidad. Si los iones tienen la misma energia
cinética, pero diferen-tes masas, los iones mas ligeros circularan a mas velocidad que los
iones pesados. En su forma mas simple, el espectrometro de masas de tiempo de vuelo es

un tubo largo y recto.
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Los iones que salen despedidos de la fuente se dirigen al detector en orden creciente

de masas, porque los ligeros circulan mas deprisa.

Para mejorar el poder de resolucion, los iones se hacen sufren un cambio brusco
en su trayectoria que los hace volar en sentido contrario, ello se logra mediante un
dispositivo situado al final del tubo de vuelo que recibe el nombre de reflectron. El
reflectron esta formado por una serie de anillos huecos sobe los que se establece un
potencial cada vez mas positivo, y que terminan en una rejilla cuyo potencial es mas
positivo que el potencial acelerador al que se encuentra la placa repulsora de la fuente.
Los iones que entran en el reflectron se ralentizan, se paran y se reflejan hacia la izquierda.
Cuanto mayor energia cinética de un ion al entrar entra en el reflectrén, mas penetra en €l
antes de girar. Los iones reflejados se someten a un nuevo plano de enfoque en larejilla
que se encuentra frente al detector. Todos los iones de la misma masa alcanzan larejilla al

mismo tiempo, independientemente de sus energias cinéticas iniciales [53].

El Q-TOF, ha sido introducido como una alternativa estratégica para la rapida
determinacion de analitos a concentraciones trazas. La principal ventaja de esta técnica
es larapida adquisicion espectral (barrido completo) y la alta sensibilidad con una medida
exacta de masas. El hecho de que facilite la medida exacta de masas (0,1-2 mDa) hace
que esta técnica sea muy interesante para la identificacion de especies «desconocidasy»
[83, 84]. Este sistema ortogonal recientemente ha sido utilizado por Bobeldijk [85] para
laidentificacion de contaminantes en agua superficial, y por Nielen [86] para la identificacion
de esteroides anabdlicos, asi como para llevar a cabo secuenciaciones de novo de péptidos
y proteinas. En cuanto al empleo del Q-TOF-MS para la cuantificacion, hay solo unas
pocas aplicaciones. Una de las primeras aplicaciones fue realizada por Hogenboom (1999)

[87] que utiliza el sistema LC-TOF-MS para el andlisis de pesticidas en agua superficial.
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3.2.2. DETECORES ATOMICOS
Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)

Los sistemas de ICP-MS se comercializan por primera vez a principios de la década
de los 80 [88] y comienzan a extenderse con rapidez gracias a su capacidad de realizar
determinaciones multielementales a nivel de ultratrazas. Este sistema combina dos
propiedades analiticas que la convierten en un instrumento de gran potencial en el campo
del analisis de trazas multielemental. Por una parte obtienen una matriz libre de interferencias
debido a la eficiencia de 1onizacion del plasma de Ar y por otra parte presenta una alta
relacion sefal-ruido caracteristica en las técnicas de espectrometria de masas. El plasma
de acoplamiento inductivo de argon se utiliza como una fuente muy eficaz de iones en su

estado M*.

El espectro de masas de esta fuente de iones se mide utilizando un espectrometro
de masas cuadrupolar. Esto es posible mediante una zona de interfase capaz de introducir
los iones del plasma a través de un orificio (cono), utilizando una unidad de vacio diferencial
que permite la introduccion final de los iones en el filtro cuadrupolar de masas (skimmer)
[89] (Fig. 15).
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Figura 15 A la izquierda se muestra un esquema del sistema de ionizacion

por plasma (ICP). A la derecha vemos el analizador cuadrupolar (MS).
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Componentes del equipo ICP-MS
1. Nebulizador

La introduccion de la muestra en el ICP es un proceso critico en esta técnica. La
gran mayoria de los analisis de ICP-MS se realizan sobre muestras liquidas, siendo
necesaria una corriente de gas para que la muestra alcance el plasma. La forma mas facil
de que la muestra liquida sea introducida en la corriente de gas es en forma de aerosol
originado en un nebulizador. Después del nebulizador existe una camara de nebulizacion

para eliminar las gotas de meyor tamaino formadas en el proceso de nebulizacion.
Existen diversos tipos de nebulizadores [89]
Nebulizador Cross-Flow (Flujo cruzado)

Son menos susceptibles a procesos de obturacion, aunque estos puedan presentarse.
Utilizan un nebulizador ascendente donde un chorro horizontal de gas pasa o cruza la
parte superior del tubo por donde se inyecta la muestra, rompiéndose en una nube de
pequeiias gotas. Esto permite que funcione con bomba peristaltica, que es la encargada
de mantener un caudal constante de entrada al nebulizador. Es bueno para todos los

propositos analiticos.
Nebulizador Concéntrico o de Meinhard

Estan basados en la pulverizacion de la muestra liquida introducida a través de un
tubo central por medio de un flujo de argon que se desplaza en un tubo externo y
concéntrico al de la muestra. La ventaja que ofrecen es que mejoran considerablemente
larelacion sefial/ruido y minimiza el gasto de Ar. Sin embargo, presenta algunas desventajas
ligadas a su pobre resistencia

al &cido fluorhidrico porque

Sample in
esta construido de vidrio, se > i ;

obtura féacilmente por T
acumulacion de micro- Fine capillary
particulas o solidos disueltos,

y su cambio es caro. Argon in T
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Nebulizador Ultrasénico

La muestra alimenta una superficie donde existe un transductor piezoeléctrico que
trabaja a una frecuencia entre 0.2 a 10 MHz. La onda longitudinal, que se propaga
perpendicular a la superficie del transductor hacia la interfase aire-liquido, produce una
presion que rompe la superficie en un aerosol. Este mecanismo aumenta la sensibilidad y
limite de deteccion, pero necesita mas tiempo de limpieza y si la matriz es compleja, el
fondo aumenta. Aumenta la sensibilidad y mejora los limites de deteccion. Minimiza la
generacion de 6xidos en el plasma. La desventaja que ofrece es que no es econdmico y

no puede operar con grandes cantidades de solidos disueltos.
Nebulizador Microconcéntrico

Es del tipo Meinhard pero con una apertura del tubo de muestra mucho mas
pequeiia. Es perfecto para la inyeccion de volumenes de muestra pequetios (40-100 pL/

min). Pero se obtura con particulas en suspension de tamafio superior a 10 micras.
Nebulizador Babington

Babington (1973) desarroll6 este tipo de nebulizador que permite que una pelicula
de liquido fluyera sobre la superficie de una esfera. El gas introducido a presion convierte
ala pelicula liquida en aerosol. La caracteristica esencial de este tipo de nebulizador es
que el liquido fluye libremente sobre una apertura pequefia en lugar de pasar por un
capilar fino. De esta forma se logra una gran tolerancia a los sélidos disueltos. El nebulizador
original tuvo grandes problemas de memoria. Una modificacion realizada por Suddendorf
y Boyers (1978) restringiendo el liquido en un surco en V e introduciendo el gas desde un
hueco pequeio en la parte inferior del surco, disminuy6 los efectos de memoria. Los
surcos en V son resistentes a los bloqueos, sin embargo no es una geometria 6ptima para

la generacion de un aerosol.
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2. Camara de Spray nebulizacion

La eficiencia del transporte del aerosol se define como el porcentaje de masa de
solucion nebulizada que llega al plasma [89]. Para que este porcentaje sea alto es necesario
que el nebulizador produzca gotas inferiores a 10 pm de didmetro. Generalmente la mayoria
de los nebulizadores producen aerosoles con una amplia distribucion de gotas de didmetros
superiores a 100 pm. El primer objetivo de la cdmara de nebulizacion es separar las gotas
grandes (superiores a 10 um) del gas y desecharlas. Cuando el flujo de gas con el aerosol
entra en la cdmara de nebulizacidn, sufre cambios profundos en su direccion de modo
que las gotas grandes se estrellan sobre las paredes. Estas gotas que chocan con las
paredes se desechan mediante drenaje. La camara de nebulizacion asegura que solamente
las gotas pequefias permanecen en suspension en el flujo de gas que llega al plasma. Con

esto se pierde un 99 % de muestra en solucion.

Se han propuesto y evaluado diversos disefios. El formato mas habitual es el que
emplea vidrio, polietileno y PTFE. El desalojo de la solucion se hace mediante el bombeo
que realiza una bomba peristaltica, la misma que lleva la muestra al nebulizador. Ciertos
elementos son problematicos (sobre todo los volatiles) tales como Bry Hg ya que son
retenidos en el vidrio, sobre todo en la punta del inyector de la antorcha durante largo
tiempo incluso cuando se introducen en bajos niveles. Sin embargo, la mayoria de los

elementos no presentan tales problemas y tipicamente se limpian entre 60 a 180 segundos.

Durante la ejecucion
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tiempo en el que se produce un decaimiento de la sefial hasta valores de fondo aceptables.
Esto es importante si se utiliza un automuestreador y el tiempo se puede programar. El
aumento de la velocidad de bombeo al méximo entre muestra no mejora el tiempo de
limpieza de la cdmara de nebulizacion, pero si reducira el tiempo de toma de la disolucion

de limpieza o el tiempo para que la siguiente muestra alcance el nebulizador [89].
3. Antorcha

La antorcha como sistema de confinamiento del plasma es otra de las partes

fundamentales del equipo de ICP-MS [89].

Generalmente las antorchas son parcialmente desmontables. Los tubos de cuarzo
son los que se utilizan con mayor frecuencia en las antorchas ya que resisten varios cientos
de grados, asi como el ataque quimico y los altos niveles de radiacion electromagnética a

longitudes de onda que se extienden a la region ultravioleta.

Estas condiciones causan cambios fisicos y quimicos en el cuarzo, por lo que con el
tiempo se degrada, siendo necesaria su sustitucion y ya no solamente su limpieza. Por ello
quizas es mas recomendable utilizar antorchas desmontables. La distancia entre la antorcha

y el cono de muestreo esta entre 10y 15 mm (Fig.16).
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.
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4. Interfase

La funcion de la interfase es extraer el gas del plasma que es representativo de la

muestra original (Fig.16).

Se utilizan diversos materiales para construir los conos, tales como Al, Cu, Niy Pt,
aunque el Ni es el mejor en la relacion calidad/precio [89]. Si se introducen materiales
orgéanicos, se debe utilizar conos de Pt ya que es menos susceptible de degradacion que
el Ni. En el caso de que se inyecte agua regia no se deben de utilizar los conos de Pt ya

que esta es la tinica mezcla acida que ataca al Pt.
5. Lentes Ionicas

La funcion de las lentes idnicas es transportar los iones procedentes del skimmer

al espectrometro de masas.
6. Cuadrupolo

La funcién del espectrometro de masas cuadrupolar es separar los iones en funcion

de su relacion carga masa [89]
7. Detector

El mas utilizado es el multiplicador de electrones. El efecto es muy parecido al
fotomultiplicador. Para la deteccion de iones positivos, el cono es sometido a un alto

potencial negativo (aproximadamente -3kV).

Cuando los iones salen del analizador de masas, son atraidos por el potencial
negativo del cono. Cuando los iones chocan con su superficie, se originan uno o mas
electrones secundarios. El potencial dentro del tubo varia continuamente con la posicion,

tal que los electrones secundarios se mueven hasta llegar a otra zona donde se originan
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otros electrones secundarios, y asi sucesivamente. El tubo esta cubierto por un material

semiconductor.
La vida media del multiplicador est4 determinada por la carga total acumulada.
8. Sistema de vacio

El plasma se encuentra a presion atmosférica mientras que el espectrometro de
masas requiere el movimiento de iones sin colision, o bajo un sistema de vacio. La estrategia
de vacio para el ICP-MS es reducir gradualmente la presion en estadios separados por
una técnica que se le denomina bombeo diferencial. El sistema tiene tres orificios (sampler,
skimmer y orificio de bombeo diferencial). En el primer estadio se utiliza un bombeo
mecanico. La velocidad de bombeo es baja. En las lentes ionicas, la presion es de 10
Torr. Virtualmente todo el gas que viene desde el plasma a través del skimmer es evacuado.

El tercer estadio es de 10”7 Torr o menos para la zona del cuadrupolo y detector [89].

Como ya se ha comentado anteriormente, la técnica de ICP-MS se extiende con
rapidez gracias a su capacidad de deteccion multielemental y los bajos limites de deteccion
que se pueden conseguir. El principal problema que presenta la técnica se debe a las
interferencias espectrales que se generan por la aparicion de moléculas asociadas al gas
usado en el plasma y en el nebulizador [89]. Por ejemplo, en los plasmas de argon el “Ar
interfiere con el “°Ca, y la combinacion del “*Ar con el '°O interfiere con el **Fe. Por otro
lado, existen otro tipo de interferencias relacionadas con la matriz, generandose una
supresion fisica de la sefal del analito causada por el impacto de la muestra sobre la
formacion de las gotas en el nebulizador o la seleccion del tamaiio de gota en la cdmara
de expansion. En el caso de las matrices organicas efecto es causado por la diferencia de
viscosidad de los disolventes al ser aspirado. En el caso de matrices con alto contenido
en solidos disueltos, se puede generar depositos sdlidos que pueden obstruir el nebulizador

o los orificios de la interfase de modo que se produce una disminucion en la sefial del
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analito relacionada con una disminucion en la entrada de muestra. Aunque las mejoras
técnicas realizadas en los equipos de ICP-MS (plasma frio, celda de colision, y otras)
han conseguido reducir gran parte de las interferencias espectrales existentes, la supresion
de la sefial ocasionada por la matriz de la muestra debe ser corregida mediante la utilizacion
de patrones internos. Esta técnica se basa en la introduccién de uno o varios elementos
que se adicionan a las muestras y patrones para corregir cualquier variacion en la sefial
debida a la matriz. Cuando la intensidad de los estandares internos cambia, la respuesta
de los elementos es actualizada en el momento del anélisis. Los elementos utilizados como
estandares internos deben cumplir una serie de requisitos como no estar presentes en las
muestras, no interferir espectralmente con la masa del analito, tener un potencial de
ionizacion similar al del analito y utilizarlo para un grupo de analitos dentro de un rango de

masas similar,

Algunos de los patrones internos mas comunes son: *Be, *Sc, ¥Co, *Ge, ¥Y,
103Rh’ IISIn’ 169Tm’ 175LU., 187Re y 232Th [89]

Existen diversos ejemplos sobre la disminucion de la sefial del analito ebidoa los
problemas de la matriz [90, 91]. Estos trabajos muestran que puede producirse una
disminucion en las intensidades absolutas de un 30-40% tras seis horas de andlisis, aunque

el uso de indio como patrdn interno permite corregir estas variaciones.

Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente con celda
de colision (ICP-OCR-MS)

Actualmente se esta utilizando un nuevo sistema de separacion de masas denominado
celda de colision que mejora los limites de deteccion de determinados elementos afectados
por interferencias poliatomicas, fundamentalmente relacionadas con el argon (Fig.17).
Aunque el uso del plasma frio, que se genera a menor temperatura, disminuye en ocasiones

la formacion de este tipo de interferencias. No obstante se trata de una técnica dificil de
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optimizar y no resulta del todo efectiva para algunas de las interferencias. Por ello el uso
de la celda de colision se encuentra cada vez mas extendido. Este sistema se ha desarrollado
a finales de los afios 90, y se basa en la extraccion de los iones que atraviesan la interfase
de un multipolo (generalmente hexapolo u octapolo) que opera s6lo en modo de
radiofrecuencia. Aunque la celda mantiene el vacio se introduce en ella una pequeia
presion de gas, como H, o He, que colisiona con los iones poliatdmicos causantes de
interferencias. Como consecuencia de ello se producen reacciones de disociacion de
estos iones poliatdémicos en sus atomos o iones [92]. De esta forma se produce una
atenuacion significativa de las interferencias causadas por iones poliatbmicos mientras la

transmision de los iones del analito no se ve afectada.

Una variacion de las celdas de colision lo constituyen las llamadas celdas de reaccion,
en las que el gas introducido es NH,, O, o CH,, que actuian de catalizadores de las
reacciones que tienen lugar en la celda. En estas celdas s eproduce por tanto de forma
conjunta procesos de colision y reaccion entre las distintas especies entran en el multipolo.
No obstante, en este caso se requiere una una cuidadosa optimizacion de los campos

eléctricos para evitar la generacion de nuevas interferencias.
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Capitulo 1T

DESARROLLO DE METODOS RAPIDOS
PARA LAAUTENTIFICACION DEL ACEITE DE OLIVA
MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Olive oil is considered today at the top quality of other edible oils and fats due to
its nutritive properties and healthy action. This is a food of added value with a very high
position in the national and international market which demands a constant improvement
of'its quality and an exquisite care to maintain this privileged situation. Both quality and
health effects are critical points to guarantee the survival and development of the olive oil

sector, in spite of the high price of this food.

Therefore, the use of rapid and unequivocal procedures for the authentication of
olive oil is a prioritary demand due to the great consumption of this product and the need

of information from the consumer.
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The adulteration of olive oil with other cheaper vegetable oils constitutes at the
moment a common practice that have to be detected and controlled. In this chapter, a
method based on the use of high resolution mass spectrometry is described. This analytical
methodology presents some important advantages for this kind of analysis as the
simplification of the sample preparation and the elimination of the chromatographic step.
The selection of an ionization source of high precision and reliability is an essential step in
this analysis. The possibilities offered by the direct infusion combined with the electrospray
(ESI) ionization source, and the more recently introduced atmospheric pressure
photoionization source (APPI), both connected to a quadrupole time of flight (QqTOF)
spectrometer, constitutes a key aspect for the characterization and evaluation of possible
adulterations in the oil. These techniques have high sample throughput (approximately 1
min for sample) and capability for oils key compounds «fingerprinting». This has been
applied to the more consumed vegetal edible oils, such as (olive oil, hazelnut, sunflower,

corn and so on).

The results obtained in this study have been collected in the following publications,

which are reproduced later:

s Comparative study of electrospray and photospray ionization sources
coupled to quadrupole time-of-flight mass spectrometer for olive oil
authentication. J.L. Gbmez-Ariza, A. Arias-Borrego, T. Garcia-Barrera and
R. Beltran. Talanta 70 (2006) 859—-869.

K/

s Use of flow injection atmospheric pressure photoionization quadrupole
time-of-flight mass spectrometry for fast olive oil fingerprinting. J.L.
Gomez-Ariza, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. Rapid Commun.
Mass Spectrom. 20 (2006) 1181-1186.
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E aceite de oliva esté considerado hoy, desde muchos puntos de vista, como un
producto de calidad superior a otros aceites y grasas comestibles, no sélo por sus
propiedades nutritivas sino también por su peculiar método de obtencion que le confiere
unas propiedades organolépticas Unicas. La imagen y el prestigio de que actualmente
goza el aceite de oliva en el mercado nacional e internacional, exigen una mejora constante
en su calidad y un exquisito cuidado en el mantenimiento de la misma. Se puede afirmar,
sin lugar a duda, que la calidad el sello distintivo de este alimento, el que busca el
consumidor, que cada dia precisa una informacién mas precisa del alimento que consume,
en el que busca no solo cualidades nutritivas, sino salud y efectos beneficiosos para el
equilibrio vital. Estas son las sefias de identidad del nuevo mercado del aceite, las que
aseguran su desarrollo y el futuro de este alimento saludable, una de las claves de nuestra

cultura mediterranea.

Por tanto, la posibilidad de disponer de procedimientos analiticos rapidos e
inequivocos para la autentificacion del aceite de oliva, constituye una demanda prioritaria

por el gran consumo de este producto.

La adulteracion del aceite de oliva con otros aceites vegetales, constituye en la
actualidad una practica comun que debe ser detectada y controlada. En el estudio
desarrollado en este capitulo se ha puesto a punto un procedimiento analitico basado en
el empleo de la espectrometria de masas en tandem. Esta técnica analitica presenta
numerosas ventajas en su aplicacion a los estudios de autentificacion y control de calidad
de productos como el aceite de oliva ya que simplifica bastante el tratamiento de muestra
y elimina la etapa de separacion por cromatografia. La seleccion de una fuente de ionizacion
de gran precision y fiabilidad es una etapa critica en el analisis. Las posibilidades que
ofrece la infusion directa con la fuente de ionizacion electronebulizacion (ESI), y la mas
reciente basada en la fotoionizacidn a presion atmosférica (APPI), acopladas a un

espectrometro de cuadrupolo tiempo de vuelo (QqTOF), han hecho posible el desarrollo
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de métodos analiticos robustos y fiables para la caracterizacion y evaluacion de las
adulteraciones del aceite. Estas técnicas son muy rapidas (aproximadamente 1 min por
muestra) y tienen una gran capacidad para detectar la «huella digital» a través de
compuestos claves de los distintos aceites estudiados (aceite de oliva, avellana, girasol,

maiz y orujo).

Los resultados obtenidos han dado origen a dos publicaciones cuyos datos se

muestran a continuacion y cuyas copias se recogen mas adelante:

s Comparative study of electrospray and photospray ionization sources
coupled to quadrupole time-of-flight mass spectrometer for olive oil
authentication. J.L. Gobmez-Ariza, A. Arias-Borrego, T. Garcia-Barrera y

R. Beltran. Talanta 70 (2006) 859—-869.

R/

s Use of flow injection atmospheric pressure photoionization quadrupole
time-of-flight mass spectrometry for fast olive oil fingerprinting. J.L.
Gomez-Ariza, A. Arias-Borrego y T. Garcia-Barrera. Rapid Commun. Mass
Spectrom. 20 (2006) 1181-1186.

1.INTRODUCCION

El aceite de oliva es uno de los ingredientes mas importantes de la dieta Mediterranea.
Es un extracto de la aceituna que conserva el paladar, perfume, vitaminas y todas las
propiedades del fruto del que procede, siendo ademas el tinico aceite vegetal que puede

consumirse directamente virgen y crudo.

Numerosos estudios demuestran que el consumo del aceite de oliva protege frente

al desarrollo del cancer, enfermedades cardiovasculares [ 1]y diabetes [2], favoreciendo,
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asimismo el desarrollo de los huesos y el correcto funcionamiento del sistema nervioso
[3,4]. Ademads, se ha demostrado que posee propiedades antioxidantes y, como
consecuencia de ello retrasa el envejecimiento celular [5], poseyendo una accion general
favorable en la nutricion y la dieta. Por este motivo, el aceite de oliva es uno de los aceites
vegetales mas consumidos y también de precio mas elevado, que puede dar lugar a
diferentes adulteraciones con aceites vegetales mas baratos de una calidad inferior [6].
La adulteracion con aceite de avellana es una de las mas frecuentes debido a la dificultad
que entrafia su deteccion por la gran semejanza entre su composicion quimicay la del
aceite de oliva. Este hecho hace dificil el empleo de triglicéridos (TAGs) como marcadores,
aunque tradicionalmente se les consideren buenos marcadores de adulteracion y

autenticidad del aceite de oliva [7].

Hasta la actualidad, se han descrito métodos para la autentificacion y control de
calidad del aceite de oliva basados en diversas técnicas analiticas, el NMR [8], Raman
[9,10], pirolisis-MS [11], GC-MS [12] o directamente por HS-MS [12]. Sin embargo,
el desarrollo de metodologias analiticas mas rapidas, precisas, fiables y robustas constituyen

en la actualidad una importante demanda.

Elintenso desarrollo de la espectrometria de masas en los Glltimos afios, hace posible
satisfacer estas exigencias, debido a la alta resolucion de masas alcanzada en las técnicas
de masas en tandem (triple cuadrupolo QqQ, cuadrupolo de tiempo de vuelo QqTOF y
otros), lo que ademas permite prescindir del uso de técnicas de separacion cromatografica,
lo que reduce el tiempo de andlisis y la etapa de preparacion de muestra. Estas herramientas
analiticas permiten establecer la «huella dactilar» de alimentos con matrices complejas
como es el aceite de oliva, y proporcionan una informacion crucial sobre los componentes

presentes en la muestra.

Goodacre et al. [13] describieron con anterioridad, el empleo de la técnica de

ESI-MS en la autentificacion del aceite de oliva, demostrando que los espectros obtenidos
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ofrecian gran cantidad de informacion espectral de aceites vegetales sin la necesidad de
utilizar una separacion cromatografica. Esta informacion espectral permite la discriminacion
del aceite de oliva de otros comtinmente utilizados en las practicas de adulteracion, en

particular el aceite de avellana.

Este capitulo [ 14] considera ademas, el uso de la fuente de fotoionizacion a presion
atmosférica (APPI) [15,16] en el estudio de la adulteracion del aceite de oliva con
avellana. Una caracteristica de esta fuente es su idoneidad para analitos con poca o
ninguna polaridad. Ademas, esta fuente produce menos efectos matriz debido a su
especificidad hacia los analitos que forman el i6n molecular M™". Sin embargo, ambas
fuentes ESI'y APPI son complementarias, y aportan informacion valiosa. La ionizacion en
la fuente ESI esta basada en la formacion de aductos, en los compuestos que se estudian
en este apartado es comun la formacion de aductos de amonio [M-NH, |" [13], mientras
que en la fuente APPI los iones mas importantes son [M+H]"y [M]™*[14], asi como el
i6n [RiCO-H,O]" formado por la pérdida de una molécula de agua del i6n acilio. Este

ultimo no se forma cuando se utiliza electronebulizacion.

Por lo tanto, es conveniente comparar ambas fuentes considerando su capacidad
de discriminacion para aceites comestibles y sus mezclas, un caso singularmente interesante
es lamezcla de aceites de avellana y oliva dada su gran semejanza en composicion. El
empleo del sistema ESI-MS para el andlisis de varios aceites ha sido considerado
previamente por Goodacre y col [13], estudiando varios aceites, de maiz, orujo, oliva,
oliva extra virgen, cacahuete, soja, aceites de girasol y una mezcla de aceite de cacahuete,
girasol y soja. En este capitulo se describe una metodologia analitica que permita no s6lo
discriminar entre tipos de aceite sino evaluar el grado de adulteracion que pueda presentar
el aceite de oliva por mezcla con los aceites antes citados. Para ello se estudiaron varias
mezclas de estos aceites a través de sus espectros ESI-MS. Al final de este capitulo se
describe por primera vez la aplicacion de la fuente APPI para la autentificacion y control

de calidad del aceite de oliva y su comparacion con la fuente ESI.
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2. EXPERIMENTAL
2.1. REACTIVOS Y PREPARACION DE MUESTRA

Las muestras de aceite [aceite de oliva (O), avellana (H), girasol (S), aceite de
maiz (C) y orujo (Or)] fueron suministradas por la cooperativa Olibeas (Huelva, Espaiia)

y almacenadas a 4 °C.

Los disolventes, todos de una pureza del 99 % (diclorometano, acetonitrilo, metanol
y tolueno), fueron suministrados por Teknokroma (Barcelona, Espafia), y el acetato de
amonio por Aldrich (Steinheim, Alemania). El agua se purifico con un sistema Milli-Q

(Millipore, Watford, Reino Unido).

Todos los aceites se diluyeron mil veces con una mezcla del 60 % (v/v) de
dichloromethane: 40 % de acetato de amonio 10mM en metanol, cuando se utilizo6 la
fuente ESI. Para la fuente APPI la dilucion se realizo con diclorometano: metanol (60:40,

VIV).

2.2. INSTRUMENTACION
2.2.1. ESI-QqTOF

Las muestras se inyectaron directamente por infusion directa en un espectrometro
de masas API QSTAR® XL Hybrid system (Applied, Biosystems, Foster City, CA,
USA) utilizando la bomba de infusion del equipo y una jeringa Hamilton con un volumen

de 100ul a un flujo de 5ul min'.

Todos los datos se obtuvieron en modo de ionizacion positivo (ES"). Los TAGs se
identificaron por el aducto del ion molecular con amonio [M-NH,]" (M+18). Los espectros
de masas en modo, barrido completo, se acumularon durante un minuto en el rango de

100-2000 m/z con un tiempo de barrido de 1,005 s.

Los parametros del sistema QqTOF se optimizaron para el andlisis con la fuente

de electronebulizacion. Las condiciones de deteccion fueron las siguientes:
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* Voltaje de ionizacion (IS), se optimizd en el rango de trabajo, de 2500-
5500 V y finalmente se fij6 a 3000 V.

» Temperatura de la fuente, el valor 6ptimo fue de 60°C. La temperatura
se utiliza para favorecer la nebulizacion mejorando de este modo la

eficiencia de ionizacion y por tanto la sensibilidad.

* Potencial en el orificio de entrada del filtro de masas (Declustering
potencial-DP), se fij6 a 76 V. Del mismo modo el Focusing potencial
(FP) que dirige a los iones a través de los cuadrupolos, se fijo en 230 V.
Ambos parametros, ayudan a reducir el ruido quimico en los espectros,
incrementando la sensibilidad y por tanto mejorando la informacion
espectral. Sin embargo, el aumento de estos voltajes, mas alla de las
condiciones Optimas puede inducir la fragmentacion antes de que los iones

alcancen los filtros de masas, causando una disminucién en la sensibilidad.

*  Gas cortina (CUR) se fijo a 1,13 L min'!' y el gas de nebulizacion
(nitrogeno con un 99,99% de pureza) a 1,56 L min™' para estabilizar la

sefial y la sensibilidad.

» Energia del Ion (IE) fue optimizada a 2,0 V con un voltaje en el
multiplicador de electrones (CEM) de 2250 V.

Con objeto de verificar los triglicéridos (TAGs) identificados por sus
correspondientes aductos de amonio presentes en las muestras, los iones moleculares se
fragmentaron mediante espectrometria de masas en tandem. Para ello se utiliz6 nitrogeno
como gas de colisién y una energia de colision en el rango de 50-60 eV. Los otros
parametros fueron los mismos que los utilizados para obtener los espectros de MS

descritos anteriormente.
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2.2.2. APPI-QqTOF

En este estudio la muestra se analizo mediante inyeccion en flujo (FIA). Se utilizo
un cromatografo liquido Agilent 1100 series HPLC, provisto de una bomba binaria y un
muestreador automatico. Para la introduccion del dopante se utilizé una bomba de infusion
modelo KDS 100 (New Hope, PA, USA). Esta bomba se acopl6 directamente al sistema
APIQSTAR® XL Hybrid (Applied Biosystems) con una fuente de fotoionizacion a

presion atmosférica.

Esta fuente requiere para su uso una temperatura de nebulizacion, que se mantuvo
durante las experiencias a 350°C. El nitrégeno se utilizé como gas de nebulizacion y de

transporte del aerosol de muestra al analizador.

Las condiciones de operacion fueron las siguientes: el flujo utilizado por labomba
del cromatografo liquido, fue 0,5 mL min usando 50 % (v/v) de metanol acuoso como
eluyente. Se estudiaron tres eluyentes diferentes, acetonitrilo, metanol y agua, mezclados
en diferentes proporciones. La proporcion 50% (v/v) agua-acetonitrilo result6 dar buenos
resultados de sensibilidad en los espectros de masas, pero la sustitucion del acetonitrilo
por metanol mejord la sefial significativamente. Estos resultados concuerdan con los datos
encontrados en la bibliografia [20]. Por tanto, para las siguientes experiencias se selecciond

una mezcla 50% (v/v) metanol-agua.

Para el muestreador automatico, se utiliz6 un inyector con un loop de 5 pl. Como
dopante se utilizo tolueno, a 0,05 mL min™'. Todos los datos fueron obtenidos en modo de
1onizacion positiva. Los espectros de masas de barrido completo se adquirieron en un
rango de m/z 100-1100. Los parametros del sistema QqTOF se optimizaron para el
analisis. El voltaje del capilar se fijo en 1500 V,conun DPa80 Vy FPa300 V.LaIE se
establecid en 2,0 V conun CEM de 2300 V. Asimismo, el CUR, el gas de nebulizacion y
una corriente de gas adicional, se optimizaron y finalmente se tomaron los siguientes valores:
1,13 L min™', 1,50 L min™' 6,0 L min”!, respectivamente. Este tltimo gas, favorece la

evaporacion del disolvente e incrementa la ionizacion de la muestra.
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2.2.3. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los estudios estadisticos se realizaron con ayuda del programa STATISTICA
Version 6.0 (2001) (StatSoft, Tulsa, USA). La abundancia relativa de los picos presentes
en el espectro de masas de barrido completo obtenidos con ambas fuentes, se utilizaron
para el analisis de componentes principales (PCA), analisis cluster (CA) y el andlisis
discriminante (LDA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 ESPECTROS DE MASAS APPI

Los espectros de masas utilizando la APPI como fuente de ionizacidn, se obtuvieron
apartir de muestras diluidas. Los triglicéridos (TAGs) se identificaron como moléculas
protonadas, [M+H]" (Fig. 1). La Tabla 1 muestra las m/z de las moléculas protonadas de
trioleina (O0OO), en 885,8 m/z, dioleoil-palmitil-glicerol (POO), en 859,8 m/zy dioleoil-
linoleoil-glicerol (LOO) en 883,8 m/z.

Tabla 1 Principales iones observados en los espectros de masas APPI-QqTOF,

para los seis aceites estudiados (aceite de oliva, virgen extra, orujo, avellana, maiz

y girasol)

TAGs [M+ H]" [M+H- [M+H-R;CO,-
R;CO.H|" R,COJ"
m/z Fragmento 1 m/z Fragmento 2 m/z

000 885,79 00 603,55 o 339,29
LLL 879,72 OL 601,56 L 337,27
LLO 881,77 LL 599,54 P 313,27
POO 859,79 OP 577,56 Ln 335,26
LOO 883,78 SO 605,56 S 341,31
SO0 887,81 PL 575,54

PLO 857,79

000, trioleina; POO, dioleei-1-palmitoilglicerol; LOO, 2,3-dioleil-1linoleiglicerol; PLO, 1-palmitoil-2-linoleil-
3-oleilglicerol; SOO 1,2-dioleoil-3-estearoilglicerol; LLO, 1,2-dilinoleoil-3-oleilglicerol; LLL, 1,2,3-
trilinoleilglicerol
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Ademas de las moléculas protonadas, los espectros de masas presentan fragmentos
16nicos caracteristicos que se recogen en la Tabla 1. Estos iones se forman por la pérdida
de una molécula acida (R,CO,H) de la molécula protonada (M+ H)", fragmento 1 en la
Fig. 2. Otros fragmentos i6nicos abundantes en los espectros de masas (Fragmento 2) se
forman por la pérdida de molécula dcida a partir del fragmento anterior, quedando también
otro fragmento, el i6n acilio [RiICO]" [21]. El i6n acilio puede a su vez hidratarse [RiCO-

H,O]"y el pico correspondiente se observa en el espectro de masas [22] (Tabla 2).

Los diglicéridos (DAG) (Fragmento 1) son los iones dominantes y pueden ser
utilizados para la identificacion de los TAGs. Estos iones se muestran en la figura 1, en la
que podemos observar las diferencias entre el espectro de masas del aceite de oliva y el

de avellana.

Tabla 2 lones [RCO]"y [RCO-H,0]" observados en los espectros de masas
APPI-QqTOF de los seis aceites estudiados

Nombre Abreviatura [RCO]" [RCO-H,0]"
comun
m/z m/z
Oléico O 265,25 247,24
Linoléico L 263,24 245,23
Palmitico P 239,24 221,23
Linolénico Ln 261,22 243,21
Estearico S 267,27 249,26
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Figura 1 Espectro de masa APPI-QqTOF del aceite de oliva y aceite de

avellana.
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Figura 2 Fragmentos de triglicéridos (TAGs), obtenidos por APPI-QqTOF

en modo de ionizacion positivo

TAG

Cliné O-CO—R

¢H—o-co-R

CH—-0-CO—R

Fragment 1
[M+H-RcOOH]

CH;

CliH— oico —R

CH,—0-CO—R
[+H-RC00-RCO]” Frag"Lm :
FH; Acyliumion
CH—OH + [RcO]J
CH—O0-CO—R, l

[RCO-HOT

3.1.1. OPTIMIZACION DEL DP PARA LA DISCRIMINACION DE LOS
DISTINTOS ACEITES

Para incrementar la capacidad discriminante de la fuente APPI en los distintos
aceites objeto de estudio (oliva, oliva extra virgen, orujo, avellana, maiz y girasol), se
optimizo el DP, ya que este parametro afecta a la eficiencia de ionizacion y a la fragmentacion
en la fuente mediante disociacion inducida por colision (CID) y por tanto, a la informacion
obtenida en los espectros de masas [23]. Cuando este parametro se optimiza en un rango
80-300V (85, 100,200y 300 V), se obtienen diferentes abundancias relativas de los

iones en los espectros de masas.
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Para interpretar mejor los datos obtenidos, realizamos un analisis cluster. Este
método divide un grupo de objetos en una serie de clases en funcion de su similitud,
medida por la distancia en el espacio. La Figura 3 muestra el dendograma resultante que

permite elegir el mejor DP para discriminar los aceites considerados.

Figura 3 Dendograma en el que se muestran las agrupaciones entre los
distintos aceites analizados, a diferentes voltajes de DP (80, 100, 200, 300 V).
Codigo referido al tipo de aceite analizado: Aceite de Oliva (O), extra virgen (V),
orujo (Or), avellana (H), girasol (S) y maiz (C)
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El valor 6ptimo es 80V, ya que con el no se producen muchas agrupaciones de
aceites y mezclas y por tanto se alcanza una mayor discriminacion. Podemos observar

que el aceite de avellana, muy utilizado en la adulteracion del aceite de oliva, ya que posee
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una composicion quimica muy parecido a este, es discriminado o separado graficamente
del mismo. Los resultados menos satisfactorios se obtienen con valores de DP de 300V,
ya que en este caso los seis aceites estudiados se agrupan en un solo cluster. Por otro
lado, a 200 V, se obtienen un cluster en el que se agrupan todos los aceites con la
etiqueta comun de aceite de oliva (aceite de oliva, extra virgen y orujo) junto con el aceite
de avellana, mientras el aceite de girasol y maiz son perfectamente discriminados de este

cluster y entre ellos mismos.

3.2. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS ESPECTROS DE
MASAS CON LAS FUENTES DE IONIZACION ESI Y APPI

Los espectros ESI-MS del aceite de oliva y avellana se destacan por un pico
predominante a 903 m/z. Este i6n puede corresponder al aducto de amonio [M+NH, ]
de la trioleina (OOO), que es el triglicérido mas abundante en ambos aceites [13]. Los
espectros de estos aceites son muy similares (Fig.4), aunque el 16n a 897 m/z,
correspondiente a la trilinoleina (LLL), se detecta solo en el aceite de avellana por lo que
constituye un buen marcador de posibles adulteraciones en el aceite de oliva [17]. Para el
aceite de girasol y de maiz (Fig.5) el pico mas abundante es de 899 m/z, originado por el
aducto 1,2-dilinoleoil-3-oleoilglicerol (LLO). En la Tabla 3 se muestra un resumen de los

triglicéridos mas abundantes identificados en este estudio.

La Figura 5 muestra que el aducto de amonio de LLL (897 m/z) es el segundo 16n
mas abundante en el espectro de ESI-MS del aceite de girasol y maiz. Ademas, estos
espectros muestran algunas diferencias entre ellos. Un claro ejemplo es la presencia de
1,2-dilinoleil-3-behenoilglicerol (BLL), 956 m/z (Tabla 3).
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Tabla 3 Principales triglicéridos identificados en cuatro aceites vegetales por

medio de ESI-QqTOF
TAGs [M+NH;]" Oliva Avellana  Girasol Mag

m/z
000 902,75 3 3 3 3
POO 876,77 3 3 3 3
LOO 901,75 3 3 3 3
PLO 874,76 3 3 3 3
PPO 850,79 3 n.d 3 3
00S 904,78 3 3 3 3
LLO 898,74 3 3 3 3
POPo 848,77 3 n.d 3 3
LLL 896,72 n.d 3 3 3
LLP 872,75 3 3 3 3
LLLn 894,72 n.d n.d 3 3
LnLP 870,74 n.d n.d 3 3
SOP 878,75 3 3 3 3
BLL 955,78 n.d n.d 3 n.d

000, trioleina; POO, dioleei-1-palmitoilglicerol; LOO, 2,3-dioleil-1linoleiglicerol; PLO, 1-palmitoil-2-linoleil-
3-oleilglicerol; PPO,1,2-dipalmitoil-3-estearoilglicerol; OOS, 1,2-dioleoil-3-estearoilglicerol;LLO, 1,2-dilinoleoil-
3-oleilglicerol; POPo, 1-palmitoil-2-oleil-3-palmitoleilglicerol; LLL, 1,2,3-trilinoleilglicerol; LLP, 1,2-dilinoleil-
3-palmitoilglicerol; LLLn, 1,2-dilinoleil-3-linolenilglicerol; LnLP, 1-linolenil-2-linoleil-3-palmitoilglicerol; SOP,
2-oleil-3-palmitoil-1-estearoilglicerol y BLL, 1,2-dilinoleil-3-behenoilglicerol.

. «, detectado
¢ n.d, no detectado

Al igual que en el caso anterior, con ESI-QqTOF se fragmentaron los iones
moleculares mediante espectrometria de masas en tandem, para una identificacion

inequivoca de los TAGs (Tabla 4).
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Tabla 4 Masas caracteristicas de los fragmentos 1 y 2 obtenidos del ion

precursor TAG, empleando ESI-MS/MS

TAGs Fragmento [M-RCO]* Fragmento [RCO]" m/z

1 m/z 2
000 00 603 0] 265
LLL LL 599 L 263
LLO OL 601 P 239
PPO PO 577 Po 237
POPo PoO 575 Ln 261
PLO PL 575 B 323
LLLn LLn 597 S 267
BLL BL 659 — —
SOP SO 605 — —

Los principales iones producto obtenidos de la fragmentacion del 10n precursor a
903 m/z (OOO0) son los observados a 603 m/z [OO]"y el i6n acilio del &cido graso

oléico a 265 m/z, presentes tanto en el aceite de oliva como en el de avellana.
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Figura 4 Espectro de masas obtenido mediante ESI-QqTOF del aceite de
oliva (a) y aceite de avellana (b). La region entre 800-900 m/z esta ampliada
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Figura 5: Espectro de masas obtenido mediante ESI-QqTOF del aceite de
girasol (a) y aceite de maiz (b). La region entre 800-900 m/z esta ampliada
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El espectro de MS/MS de LLL presente en el aceite de avellana, da lugar a dos
fragmentos caracteristicos, siendo el de mayor intensidad el de 599 m/z, atribuible al i6n
[LL]",y el de menor intensidad el fragmento de 263 m/z, correspondiente al 16n acilio del

acido graso linoleico.

En los aceites de girasol y maiz, el espectro MS/MS del i6n precursor LLO de 899
m/z, muestra dos iones producto predominantes de 601 m/z, [LO]", y 263 m/z,
correspondiente este ultimo al i6n acilio anteriormente mencionado. Por ultimo, en el
aceite de girasol el espectro MS/MS del triglicérido BLL, presenta un patrén de
fragmentacion con tres iones caracteristicos. Los de mayor intensidad son de 660 m/z
[BL]"y 599 m/z[LL]"y el de menor intensidad el i6n acilio de 263 m/z.

Los resultados obtenidos del barrido completo de masas con ambas fuentes, APPI-
y ESI-MS, confirman la presencia de diferentes iones: [M+H]", [M]™, [RiCOJ*, y [RiCO—
H,O]" conla fuente APPL, y [M+NH,]" y [RiCO]" con la fuente ESI [14,13]. Asimismo,
este estudio demuestra que los fragmentos correspondientes a los diacilglicéridos (DAG)
y monoacilglicéridos (MAG), son més abundantes en los espectros obtenidos con la
fuente APPI. En la Figura 2, se muestran las posibles fragmentaciones que pueden obtenerse
con la fuente APPL

La Figura 6 muestra los espectros de masas con la fuente APPI para los aceite de
girasol y maiz, en los que podemos observar diferencias significativas con los

correspondientes a los de oliva y avellana.

Asimismo, en los espectros de masas del aceite de girasol y maiz, el ion fragmentado
[L]"de 337 m/z es el més abundante, mientras que en los del aceite de oliva y avellana
(Fig.7), es el fragmento 339 m/z[O]".
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Figura 6 Espectros APPI-MS: (a) aceite de girasol y (b) aceite de maiz. La

region entre 800-900 m/z esta ampliada
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Figura 7 Espectros APPI-MS: (a) aceite de oliva y (b) aceite de avellana. La

region entre 800-900 m/z esta ampliada
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3.2.1. ESTUDIO DE MEZCLAS DE ACEITES

Con objeto de comprobar si las metodologias desarrolladas permiten detectar bajos
niveles de adulteracion, se analizaron varias mezclas de aceites con diferentes composiciones
(Seccioén 2.1). La Tabla 5, indica la presencia de varios triglicéridos y sus abundancias en
los espectros de MS que pueden ser utilizados como marcadores de la presencia del
aceite de avellana en el aceite de oliva, como son OOO y LOO, cuando utilizamos la
fuente ESI. Estos compuestos estan presentes en ambos aceites, aunque su abundancia
relativa en los espectros de masas es diferente, encontrandose con mayor abundancia en
el aceite de oliva (000, 26,92%; LOO, 11,76%). A partir del estudio de las mezclas
con estos marcadores, se concluye que es posible detectar la presencia de aceite de
avellana en el aceite de oliva cuando el primero se encuentra en un porcentaje inferior al
10 % (v/v) (Tabla 5). Ademas, el LLL, es un marcador de la presencia de aceite de
avellana como adulterante en el aceite de oliva, ya que este compuesto esta presente tan
s6lo con una abundancia relativa de 1,44% en los espectros de masas del aceite de oliva

puro.

La adulteracion del aceite de oliva con aceites de girasol y maiz puede detectarse
con el triglicérido LLO, el cual es el mas abundante en estos adulterantes que en el aceite
de oliva. En este sentido, el triglicérido BLL est4 en el espectro de MS del aceite de

girasol, lo que constituye un segundo marcador de adulteraciones.

Cuando se utiliza la fuente APPI (Tabla 6) hay diferencias significativas entre el
espectro de masas del aceite de avellana y el de oliva. El primero presenta una gran
abundancia relativa de OOO (6,23%), del fragmento [OO]*(28,88%) y del [O]* (28,31%).
Del mismo modo, la presencia de LLL en aceites de girasol y maiz, y su ausencia en el
aceite de oliva, también aparece en los espectros obtenidos con la fuente APPI.
Analogamente, [LL]"y [L]" aparecen en los espectros de masas de girasol y de maiz con
una abundancia relativa mas alta. Por ultimo, las mezclas de aceite de oliva con los aceites
anteriormente citados muestran resultados analogos a los observados previamente con la
fuente ESI.
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La fuente APPI permite la deteccion mas sensible de fragmentos mono- y
diacilglicéridos que los obtenidos con la fuente ESI, lo que complementa ambas fuentes,

ya que esta ultima es mas eficiente para la deteccion de triglicéridos.

Tabla 5 Abundancia relativa (%) de los TAG en el aceite de avellana, girasol,

maiz, oliva y sus mezclas obtenido por ESI- QqTOF
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Tabla 6 Abundancia relativa (%) de los fragmentos de mono-, di-,

triglicéridos e iones acilio, obtenidos por los espectros de masas APPI-QqTOF
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3.2.1.1. Anadlisis de componentes principales

Finalmente, a los datos obtenidos en los espectros MS con ambas fuentes de
1onizacion, se aplicd un analisis de componentes principales (ACP) con objeto de

comprobar la capacidad de clasificacion de los métodos para las muestras estudiadas.

El analisis de componentes principales es una técnica estadistica de sintesis de la
informacion, o reduccion de las dimensiones (nimero de variables) con una minima pérdida
de informacion. Los nuevos componentes principales o factores son una combinacion
lineal de las variables originales, y ademas son independientes entre si. Un aspecto clave
en ACP es la interpretacion de los factores, dependiendo del signo y de la magnitud de las

correlaciones [18].

En este caso, el ACP se aplico a los datos de las tablas 5 y 6, que corresponden a
las abundancias relativas (%) (variables) de los iones (descriptores) en los espectros de

masas obtenidos con las muestras de aceites y sus mezclas (casos).

Para la fuente ESI, la abundancia de los aductos de amonio, de los TAGs (OOO,
POO, LOO, PLO, PPO, OOS, LLO, POPo, LLL, LLP, LLLn, LnLP, SOPy BLL) en
los espectros de masas se consideraron como variables, y cada tipo de aceite o mezcla

como una clase.

En la Tabla 7 se muestran correlaciones de las variables manifiestas en los dos
componentes principales con mayor porcentaje de variabilidad. Las dos primeras
componentes principales (PC1 y PC2) representan el 88,6 % de la varianza total y se
consideraron suficientes para este estudio. Las variables dominantes en la PC1 son: POO,
LLO, LLL,LLP,OOS y OOOYy en segundo lugar: PPO, POPo y LOO. Existen asimismo,
valores positivos y negativos de las cargas (loadings) 1o cual indica que las variables
suministran distinto tipo de informacion. La segunda componente principal (PC2) explica
el 18,04 % de la varianza total. Examinando las cargas de las variables PPO y POPo

observamos que son las mas importantes para PC2.
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Tabla 7. Cargas de las variables obtenidas en las dos componentes principales

utilizando ambas fuentes (ESI y APPI)

ESI APPI

variable PC1 PC2 variable PC1 PC2
000 -0,292 0,047 000 -0,255 -0,149
POO -0,304 -0,159 LLL 0,277 -0,066
LOO 0,195 0,296 LLO 0,279 -0,031
PLO 0,260 -0,340 00 -0,272 -0,089
PPO -0,168 -0,462 OL 0,268 -0,033
00S -0,295 0,018 LL 0,280 -0,017
LLO 0,302 0,121 opP -0,216 0,475
POPo 0,199 -0,483 L 0,279 -0,083
LLL 0,308 0,097 P 0,043 0,793
LLP 0,310 -0,121 (0] -0,270 -0,132
LLLn 0,275 -0,243 Ln 0,262 0,252
LnLP 0,248 -0,289 [RCO] " 4cido oléico -0,259 -0,041
SOP -0,288 -0,185 [RCO]" 4cido linoleico 0,277 -0,097
BLL 0,239 0,322 [RCO-H,0]" 4cido oléico -0,252 -0,030

[RCO-H,0]" 4cido linoléico 0,277 -0,083

La Figura 8 muestra la representacion de las dos componentes principales y las

agrupaciones de los aceites y mezclas analizados mediante ESI-QqTOF. Puede observarse

una clara separacion entre los aceites de avellana, girasol y maiz, que a su vez estan bien

diferenciados con respecto al aceite de oliva. Ademas, el ACP indica que las mezclas

(90% aceite de oliva con el 10% avellana 'y 90% oliva con el 10% de aceite de maiz) se
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Capitulo 1T

LaFigura 9 representa los componentes principales y la distribucion de los aceites
y mezclas analizadas mediante APPI-MS. Para el andlisis de componentes principales se

utilizaron los datos que se muestran en la Tabla 6.

La Tabla 7 muestra las correlaciones en las dos primeras componentes principales
que representan mas del 94 % de la varianza total. En la Figura 9 se muestra la separacion
de los cuatros aceites y sus correspondientes mezclas. Asimismo, podemos observar que
existe una graduacion en cuanto a la proximidad de las mezclas al aceite de oliva en
funcidn del grado de adulteracion. Es decir, cerca del aceite de oliva se encuentran las
mezclas menos adulteradas (s6lo un 10% de otros aceites en el de oliva) y progresivamente

las de mayor porcentaje de adulteracion.

Figura 9. Andlisis de componentes principales obtenido con la fuente APPI
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3.2.1.2. Analisis discriminante

El anlisis de componentes principales es una técnica de visualizacidon no supervisada

pero no permite una discriminacion fiable entre clases.

Por este motivo, se aplico un analisis discriminante (LDA) a los datos anteriores
permitiendo obtener pautas de clasificacion para asignar categorias a las muestras en
funcion de la abundancia relativa en sus espectros de los iones descritos previamente.
Después de aplicar el LDA, se obtuvieron cuatro funciones discriminantes. La Figura 10
muestra la distribucion de las muestras de aceites en el espacio definido por las funciones
discriminantes DF | y DF, a partir de los analisis con ambas fuentes de ionizacion. Se
establecieron siete clases diferentes: aceite de oliva, avellana, girasol, maiz y sus
correspondientes mezclas 90:10 (v/v) con el aceite de oliva. Se aplic6 el LDA a los
aceites junto a esta proporcioén de mezcla, ya que es la de mas dificil deteccion por la

pequefia presencia de adulterante.

Los resultados confirman que empleando la composicion de triglicéridos se pueden
agrupar con facilidad los aceites y sus mezclas. Estos resultados concuerdan con los

resultados obtenidos por otros autores en estudios similares basados en el uso de la ESI
[19].

Por ulltimo, el LDA refleja que la reproducibilidad del método analitico es muy alta,
especialmente con la fuente APPI en la que los puntos correspondientes a tres muestras
distintas dentro de cada clase estan completamente superpuestos. Por tanto, el aceite de
oliva puede ser claramente diferenciado de otros aceites de composicion quimica muy

semejante que podrian ser utilizados como adulterantes.
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Figura 10 Analisis Discriminante: (a) fuente ESIy (b) fuente APPI
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4. CONCLUSIONES

Eluso de las fuentes ESIy APPI acopladas al espectrometro de masas QqTOF
constituye una buena alternativa para obtener espectros de masas que pueden usarse
como «huellas dactilares» de los distintos aceites comestibles estudiados. Estos
acoplamientos implican fuentes de ionizacion robustas, y analizadores de masa de gran
resolucion, como el QqTOF, ya que la resolucion es primordial en el estudio de matrices
complejas multi-componentes como los aceites vegetales. Estos sistemas instrumentales
permiten un tratamiento de muestra muy simple al no requerir separacién cromatografica

previay un tiempo de andlisis muy corto (1 minuto por muestra).

Las fuentes ESI y APPI son complementarias. La ESI es una fuente de ionizacion
«suavey que permite una gran sensibilidad en la deteccion de aductos de los TAGs, mientras
que la APPI ofrece informacion valiosa de los patrones de fragmentacion, ya que los
mono- y diglicéridos son los mas abundantes en estos espectros. La repetibilidad del
analisis es elevada con ambas fuente, pero la APPI proporciona mejores resultados.
Ademas, algunos fragmentos como [RiCO-H,OJ", correspondiente a la perdida del agua

en el 16n acilio solo pueden ser detectados por APPI-MS.

Tanto ESI- como APPI-QqTOF pueden ser usadas para la diagnosis de las posibles
adulteraciones de aceite de oliva, porque permiten la discriminacion de otros aceites
vegetales comiinmente utilizados con esta finalidad. El analisis de componentes principales
del aceite de oliva permite a una evaluacion inequivoca de su autenticidad y proporciona
una clasificacion precisa de otros aceites comestibles y sus mezclas. El uso de LDA
verifica la repetibilidad del método, sobre todo con la fuente APPI, y proporciona pruebas

adicionales de la presencia de adulteraciones.
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PERFILES DE BIOMOLECULAS
UNIDAS AMETALES EN EXTRACTOS DE PINONES
(PINUS PINEA) MEDIANTE SEC-UV-ICPMS

During several years, the researches have been studying the healthy effects of the
consumption of nuts. The studies in this matter have concluded that this food has important
beneficial properties associated with the risk reduction of both coronary heart diseases

and non-fatal myocardial infarction.

In addition, the presence of essential elements in this food is critical due to their
important biological roles, the potential connection to pollution processes and the influence
of soil elemental composition in forestry areas. The function of many biomolecules and in
particular metalloproteins, critically depends on their interaction with elements, mainly

with transition metals.
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In this chapter, four essential elements (Mn, Ni, Zn and Cu) and the size distribution
patterns of the metallo-molecules resulting of the bond of these elements with the
biomolecules present in pine nuts (Pinus pinea) have been determined in twenty four
samples, which were collected from eight areas in Spain and Portugal (Huelva, Cadiz,
Badajoz, Catalufa, Castilla, Madrid, Faro and Coimbra). These samples were analysed
by size exclusion liquid chromatography (SEC) on-line coupled to UV and inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) detectors. The variability observed in both
the total elements content and molecular size profiles of elements in pine nut samples were
considered as chemical descriptors for the characterization of the geographic origin. A
pattern recognition technique such as Principal Component Analysis was applied as a

visualization technique to survey the provenance of the pine nuts from different origins.
The results performed in this study have been described in the following publications:

% Multielemental fractionation in pine nuts (Pinus Pinea) from
different geographic origins by size-exclusion chromatography with
UV and inductively coupled plasma mass spectrometry detection.
J.L. Gémez-Ariza, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. J
Chromatogr. A 1121 (2006) 191-199

s Combined use of total metal content and size fractionation of metal
biomolecules to determine the provenance of pine nuts (Pinus pinea).
J.L. Gébmez-Ariza, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. Anal. Bianal.
Chem 388 (2007) 1295-1302.

s Characterization of pine nuts (Pinus pinea) from different
geographic origin according to their mineral content. J.L. GOmez-
Ariza, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. J. Food Compos. Anal.
(submitted)
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Desde hace tiempo el efecto beneficioso de los frutos secos, en particular su
accion cardiosaludable y beneficio general sobre el sistema cardiovascular, ha sido objeto
de numerosos estudios por parte especialistas de diversas disciplinas. Estos trabajos
multidisciplinares revelan que el perfil nutricional tinico de estos alimentos hace que el
consumo regular de frutos secos proteja sobre ciertos tipos de cancer, ayude a controlar
los niveles de colesterol y disminuya la mortalidad causada por enfermedades
cardiovasculares, sin provocar exceso de peso u otros efectos colaterales en el consumidor.
De esta forma, la apreciacion negativa que se tenia sobre estos alimentos ha evolucionado
hasta convertir a los frutos secos en productos recomendados por todos los especialistas

en nutricion, que reconocen las propiedades funcionales de los mismos.

Los pifiones (Pinus pinea) son muy comunes en los paises mediterraneos. Se
caracterizan por su elevado precio en el mercado, debido a los costes de recoleccion y
a su alto valor nutricional siendo fuente importante de proteinas, vitaminas y minerales.
Por ello, la investigacion de este alimento constituye en la actualidad una cuestion primordial,
sobre todo en lo relacionado con el estudio de metabolitos que puede permitir identificar

su procedencia, asegurar su calidad y garantizar la autentificacion del producto.

El objetivo del trabajo experimental que se describe en el presente capitulo fue
desarrollar procedimientos analiticos que permitan conocer la calidad de los frutos secos
y en particular los pifiones (Pinus pinea), dada su elevada produccion en diversas areas
de nuestro pais. Para ello se han desarrollado metodologias analiticas que permiten la
caracterizacion de metabolitos de forma inequivoca, a través del perfil metalo-biomolecular.
Todo ello hace posible el control de la calidad, y 1a deteccion de problemas relacionados

con el estrés ambiental o la manipulacion inadecuada de estos frutos antes de su consumo.

La metodologia analitica utilizada se basa en el empleo de en una separacion
cromatografica (cromatografia de exclusion de tamafo, SEC) en combinacién con una

técnica atdmica de deteccion que utiliza la espectrometria de plasma con detector de
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masas (ICP-MS). En este estudio se han seleccionado varios elementos importantes
desde el punto de vista nutricional y/o toxicologico (Mn, Ni, Cu'y Zn) estudiandose tanto
su contenido total en las muestras como su interaccion con proteinas, péptidos y otras

biomoléculas de alto y bajo peso molecular.
Las investigaciones realizadas han dado lugar a las siguientes publicaciones cientificas:

% Multielemental fractionation in pine nuts (Pinus Pinea) from
different geographic origins by size-exclusion chromatography with
UV and inductively coupled plasma mass spectrometry detection.
J.L. Gémez-Ariza, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. J
Chromatogr. A 1121 (2006) 191-199

s Combined use of total metal content and size fractionation of metal
biomolecules to determine the provenance of pine nuts (Pinus pinea).
J.L. Gébmez-Ariza, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. Anal. Bianal.
Chem 388 (2007) 1295-1302

¢ Characterization of pine nuts (Pinus pinea) from different
geographic origin according to their mineral content. J.L. Gomez-
Ariza, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. J. Food Compos. Anal.

(enviado)
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1.INTRODUCCION

Los pifiones (Pinus pinea) constituyen un alimento tradicional de alto valor afiadido.
Poseen un sabor muy apreciado y un alto contenido de proteinas, que lo hacen idoneos
para su uso en la dieta mediterranea, en la preparacion de panes especiales, caramelos,
salsas y tortas, asi como verduras y platos de carne [ 1, 2]. Ademas este alimento tiene
propiedades saludables muy importantes, asociadas con la reduccion del riesgo de

enfermedades coronarias e infartos de miocardio [2].

Lapresencia de elementos esenciales en este alimento es critica porque influye en
procesos bioldgicos importantes. Hay que tener en cuenta que con frecuencia los niveles
de metales estan relacionados con la composicion elemental del suelo [3,4], y que puede
estar afectada por procesos de contaminacion. Por otra parte, la funcion, de muchas
biomoléculas y en particular metaloproteinas, depende criticamente de su interaccion con

elementos, principalmente con los de transicion [5].

Algunas proteinas se expresan o su accion se inhibe en funcion de la presencia de
metales pesados en episodios de contaminacion (puede citarse el ejemplo clsico de las
metalotioneinas), otras proteinas transportan iones esenciales, como la albimina y la
transferrina; finalmente, un gran nimero de elementos son activadores de enzimas [5].
Por otra parte, muchas biomoléculas de bajo peso molecular, incorporan algin elemento
metalico o no metélico, lo que puede ser también crucial para numerosos procesos

bioldgicos que se desarrollan en células y tejidos [5, 6]

Lamayor parte de los problemas que surgen en la caracterizacion analitica de estas
metalobiomoléculas en los alimentos, estan relacionados con su naturaleza desconocida
[7], 1o que hace necesario el empleo de técnicas analiticas multidimensionales para obtener

informacion complementaria que permita su identificacion.
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Generalmente, estos métodos analiticos [7, 8] utilizan varias separaciones
cromatograficas ortogonales con algiin detector atdmico de gran sensibilidad,
fundamentalmente el ICP-MS. Este detector permite ademas el anélisis multielemental y
no precisa una interfase compleja para lograr el acoplamiento con la cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) y la cromatografia de exclusion de tamafio (SEC). Esta
combinacion de espectrometria de masas elemental y molecular constituye una herramienta

basica en el estudio de alimentos y en general, en la ciencia de la vida [9].

Numerosos estudios han considerado la presencia de elementos totales en productos
de alimentacion, y la han relacionado con su valor alimenticio, toxicidad, procesos de
contaminacion, etc. [3, 4, 10]. No obstante, la caracterizacion de especies quimicas de

estos elementos, y en particular su unién a biomoléculas es escasa.

En este capitulo, se describe como la concentracion total de Mn, Cu, Niy Zny la
abundancia relativa de diversas especies de estos elementos, en las muestras de pifiones
analizadas, caracterizadas por SEC-ICP-MS en funcion de su masa molecular. Los perfiles
obtenidos se han utilizado como descriptores quimicos de procedencia. La seleccion de
los elementos se ha realizado en funcion de su importancia en el metabolismo, por ejemplo,
el manganeso es un cofactor de la enzima piruvato carboxilasa y actiia también como un
activador no especifico para varias enzimas, como son la superoxido dismutasa,
glicosiltransferasas, arginasa y otras. Otra proteina en las que el Mn puede estar presente
son, laalbaminay la 3 -globulina [11]. Ademas, el Mn es necesario para el metabolismo
de las grasas, el correcto funcionamiento del sistema nervioso e inmunoldgico y laregulacion
de aztcares [12]. El cobre a su vez, esta relacionado con varias proteinas (ej. superoxido
dismutasa y citocromo oxidasa), transporta el hierro, participa en la sintesis del tejido
conjuntivo, en el metabolismo de los lipidos y tiene propiedades antioxidantes [13]. El
niquel, juega un papel importante en el metabolismo del folato [ 14]. Finalmente, el cinc es
un elemento que esta asociado a mas de 200 enzimas y proteinas, participando en todos
los procesos metabolicos principales [11] y ademas, afecta a la sintesis de proteinas a

través de la expresion genética [ 13].

98



Capitulo IIT

El andlisis de componentes principales (ACP) se ha aplicado como técnica de
visualizacion, utilizando como descriptores quimicos, concentraciones de elementos totales,
la abundancia relativa de metalobiomoléculas en las muestras de pifiones analizadas por
SEC-ICP-MS o una combinacion de ambos. De la misma manera, también se ha utilizado
el Mn como Uinico descriptor quimico al ser el elemento mas abundante en estos frutos

secos [15].

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 ESTANDARES Y REACTIVOS

Las disoluciones de Mn, Cu, Ni y Zn se prepararon a partir de una disolucioén
primaria multielemental (1000 mg I en 1 M HNO,) suministrada por Merck (Darmstadt,
Alemania). Para la mineralizacion de las muestras se utilizaron acido clorhidrico (37%),
acido nitrico (65%) y acido perclorico (70-72 %) de grado Suprapur® (Merck). La
fase movil utilizada en la SEC se prepard diariamente a partir de
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) y clorhidrato de Tris (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemania) en concentracion formal 0,05 M (pH = 8). Durante todo el analisis se utilizo
agua ultrapura (18 M&! cm) obtenida mediante un sistema Milli-Q Gradient (Millipore,
Watford, UK). Para la sintonia del ICP-MS se utiliz6 una disolucionde Li, Y, Tly Ce al0

ppb en acido nitrico al 2 %.

El cloroformo y metanol (ROMIL-SpS) utilizados como extractantes, fueron

adquiridos en Teknokroma (Barcelona, Espaia).

Para la calibracion de las columnas de exclusion de tamaiio, se utilizaron los siguientes
estandares de peso molecular conocido: para la columna Hiload 26/60 Superdex 30
Prep, se empled, Alblimina (67 kDa), Metalotioneina I (7 kDa), Gastrina 1 (2126 Da),
Vitamina B , (1352 Da) y hexaglicina (360 Da), y para la Hiload 26/60 Superdex 75
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Prep, Albimina de suero bovino (67kDa), Ovolalbumina (43 kDa), Quimotripsindgeno
A (25 kDa), Ribonucleasa A (13,7 kDa) y Azul de Dextrano 2000 (2000 kDa). Los
estandares de calibracion fueron suministrados por Amersham Biosciences, (Uppsala,
Suecia).Las disoluciones de estos estdndares se prepararon de forma separada a
concentraciones en unrango de400-520mg L disueltos en TRIS, y se inyectaron dos
mililitros en el sistema cromatografico SEC. Estas disoluciones son estables durante un

maximo de tres meses a 4 °C.
2.2 MUESTRAS

Las muestras de pinones (Pinus pinea) se obtuvieron de diferentes zonas forestales
que constituyen las areas de mayor produccion de Espafia y Portugal. Se analizaron 24
muestras, 3 de cada una de las siguientes localizaciones (codigos entre paréntesis): Huelva
(Hu) y Cadiz (Cad) (suroeste), Castilla (Cas), Madrid (Ma) (centro), Badajoz (Ba) (centro-
oeste) y Cataluia (Cat) (noreste). Las muestras de Portugal corresponden a zonas de
sur, Faro (Fa), y del centro-norte, Coimbra (Co). Todas estas muestras fueron

suministradas por Frutos Secos Puig, S.A. (Tarragona, Espafia).

En una aproximacion inicial, se analizé mediante SEC-UV y SEC-ICP-MS una
muestra de cada provincia: Huelva (Hu) y Cadiz (Cad) (suroeste), Castilla (Cas), Madrid
(Ma) (centro), Badajoz (Ba) (centro-oeste) y Cataluiia (Cat) (noreste). Posteriormente,
pararealizar el estudio estadistico el nimero de muestras se ampli6 a 24 (descrito en el

parrafo anterior).
2.3 INSTRUMENTACION

La deteccion elemental se realizo mediante espectrometria de masas con plasma
de acoplamiento inductivo ICP-MS HP 4500 (Hewlett-Packard, USA). Las medidas se

realizaron con un nebulizador estandar «Babingtony.
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La optimizacion de los diferentes parametros del ICP-MS: posicion de la antorcha,
caudal del gas de nebulizacion, potencia de radiofrecuencia, tension de las lentes ionicas,
se realiz6 cada dia introduciendo una disolucién de 10 ppbde Li, Y, Ce y Tl,en 2 % de
acido nitrico. Tras la optimizacion de los pardmetros se comprobd la calibracion de las
masas, la resolucion espectral y los porcentajes de 6xidos e iones doblemente cargados,

que en todos los casos fueron inferiores al 1 y 2 % , respectivamente.

Para el desarrollo de la cromatografia por exclusion de tamafio (SEC), se utiliz6 un
cromatdgrafo liquido de baja presion (AKTA-Prime system, Amersham Biosciences). El
sistema AKTA-Prime, estd equipado con un colector de fracciones, valvula de inyeccion
y detector ultravioleta visible (280 nm), Fig.1. La adquisicion y tratamiento de datos se

realizo6 con el programa del equipo (Primeview 5.0, Amersham Biosciences).

Figura 1 Esquema del sistema cromatografico Akta-prime
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Para la separacion cromatografica mediante exclusion de tamafio se utilizaron dos
columnas, Hiload 26/60 Superdex 30 Prep para un rango de masas <10 kDa (moléculas
de bajo peso molecular), y Superdex 75 Prep para un rango de masas de 3-70 kDa
(moléculas de peso molecular intermedio). Ambas columnas fueron suministradas por
Amersham Biosciences, (Uppsala, Suecia). Estas columnas tienen caracter semi-
preparativo, disefiadas para la separacion cromatografica por exclusion de tamafio,
utilizando un gel o tamiz molecular. La fase estacionaria consta de moléculas de dextrano

unidas covalentemente sobre agarosa fuertemente enlazada.

Para el acoplamiento SEC-UV-ICP-MS, la salida de la columna fue conectada a
la entrada del nebulizador del ICP-MS, usando un tubo de PEEK de 0,25 mm de diametro

interno Fig.2

Para acelerar la separacion en el proceso de extraccion de compuestos se utilizaron,
una centrifuga (Sigma modelo 4-10, Espafia) y un agitador orbital de 105 rpm (Heidolph

Unimax 1010, Alemania).
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Figura 2 Fotografia del acoplamiento real, SEC-UV-ICP-MS
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2.4 PROCEDIMIENTOS
2.4.1. Presencia de metales en los piiiones

La presencia de metales totales en las muestras, se realizo tras disolver las muestras

con acido nitrico.

Inicialmente, se eliminaron los lipidos (para evitar posibles problemas de
interferencias de matriz) partiendo de 5 g de muestra previamente liofilizada, mediante
extraccion con 25 ml de cloroformo/metanol (2:1) durante 30 min en un agitador orbital.
Tras la extraccion, lamezcla se centrifugd a 10.000 rpm durante 20 min obteniéndose una
fase organica que se desechd y conservando un residuo que se seco a temperatura
ambiente. Las muestras sin lipidos se pesaron exactamente (0,2000 g) en reactores de
PTFE. La disolucion de las muestras se realiz6 en estos reactores mediante adicion de 10
ml de 4cido nitrico (65%) utilizando un microondas convencional. El programa de potencia
del microondas utiliz6 tres pasos: calentamiento a 800 W (3 min), 400 W (3 min) y 100
W (3 min). Entre cada etapa los reactores se deiaron en renoso durante 10 minutos nara
evitar sobrepresion. La disolucion obtenida, se filtro antes de su analisis por ICP-MS a
través de filtros de acetato de celulosa de 0,20 puni. Las conaiciones de medidas estan

indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1 Condiciones de trabajo utilizadas en el i{CP-M5
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2.4.2. Tratamiento de muestra para la obtencion de perfiles
mediante SEC-UV-ICP-MS

Las muestras liofilizadas (sin lipidos) se pesaron exactamente (0.2000 g) en tubos
de centrifuga PTFE. La extraccion de las especies elementales a partir de estas muestras,
se realiz6 mediante extraccion con 4 ml de 0,1 M de hidroxido de sodio, seguida de
centrifugacion a 10.000 rpm durante 20 minutos, después de homogeneizarse durante 10
minutos en un agitador orbital. Se inyectan dos mililitros de extracto en el sistema SEC-
UV-ICP-MS utilizando las condiciones experimentales que se detallan en los siguientes

apartados.

2.4.3. Cromatografia de exclusion de tamaiio (SEC-UV/ICP-
MS)

2.4.3.1. Condiciones experimentales

Para obtener el perfil cromatografico de los extractos anteriores se estudiaron dos
columnas que se seleccionaron por su caracter complementario en el rango de exclusion

de tamanios que discriminan:

Superdex 30 Prep, columna de alta resolucion con didmetro de 26 mm y
longitud de 60 cm, siendo su volumen de 320 ml. El rango efectivo de separacion
es <10 kDa. Es excelente para separar péptidos, proteinas de bajo peso

molecular y olisacéridos.

* Superdex 75 Prep, con un limite de exclusion de 100 kDa y un rango efectivo
de separacion entre 0,3 y 70 kDa. Presenta buenas propiedades para separar

proteinas y péptidos.
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La fase movil para estas separaciones cromatograficas se prepar6 diariamente a
partir de Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) y clorhidrato de Tris (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania) en concentracion formal 0,05 M (pH=8). Las condiciones

cromatograficas se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2 Condiciones de trabajo, para el sistema cromatogrdfico por exclusion

de tamario (SEC)

CONDICIONES SEC

Columnas Hiload 26/60 Superdex 30 Prep;
Hiload 26/60 Superdex 75 Prep

Rango de resolucion Mr< 10 000 Da; 3000-70 000Da

Fase movil Tris 50 mmol L™ (pH 8,0)

Flujo 2 ml min™

Volumen de inyeccion 2 ml

Longitud de onda UV-visible 280 nm

Las condiciones de medida del ICP-MS fueron las mismas que las descritas en la

Tabla 1.
2.4.3.2. Calibracion de las columnas de exclusion de tamaiio

Elpeso molecular en estas columnas se estima a partir de los datos de la filtracion
molecular, es decir a partir de los tiempos de retencion o volumenes de elucion. Esto s6lo
es posible hacerlo si previamente se calibran las columnas utilizando moléculas con peso
molecular y caracteristicas fisico-quimicas similares a las proteinas, péptidos y otros

compuestos presentes en las muestras.

Los resultados obtenidos para los estandares utilizados en la calibracion pueden
extrapolarse a las muestras reales y de esta forma conocer la masa de las moléculas

unidas a los elementos estudiados.

106



Capitulo IIT

* Hiload Superdex 30 Prep 26/60:

Para la calibracion se utiliz6 la siguiente mezcla de patrones: Albtimina
(67 kDa), Metalotioneina I (7 kDa), Gastrina I (2126 Da), Vitamina B ,
(1352 Da) y hexaglicina (360 Da). El tiempo muerto (t ) se determino con la
Albimina. La curva de calibrado se obtuvo, representando la masa molecular
(Da) frente al tiempo de retencion de los compuestos estudiados, los

resultados se muestran en la Figura 3.

Figura 3 Calibrado de la columna LMW (bajo peso molecular) Superdex 30
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* Hiload Superdex 75 Prep 26/60:

Los calibrantes utilizados fueron: albumina de suero bovino (67kDa),
ovolalbumina (43 kDa), quimotripsindgeno A (25 kDa) y ribonucleasa A
(13,7 kDa). El tiempo muerto (t ) se determin6 con Azul de Dextrano 2000
(2000 kDa). La Figura 4 muestra la curva de calibrado obtenida, asi como

la ecuacion de larecta.
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Figura 4 Calibrado de la columna HMW (alto peso molecular) Superdex 75
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2.4.3.3. Control de calidad de los analisis

Para evitar problemas relacionados con contaminaciones, pérdidas, estabilidad de
las especies durante el analisis asi como dificultades de identificacion, se tuvo en cuenta lo

siguiente:

* Elempleo de materiales metélicos (acero inoxidable) como espatulas, jeringuillas
de inyeccion y agujas, se evitd en todo momento ya que su uso aumenta el ruido
de la sefial y causa problemas de contaminacion. Todos los componentes utilizados
se lavaron previamente con acido nitrico al 10 % (v/v) y posteriormente con

agua ultra pura (Milli-Q).

* Lacolumnadebe limpiarse correctamente, para prevenir la adsorcion de proteinas
sobre la fase estacionaria debido a interacciones hidrofobas, asi como a problemas
de contaminacion por metales [15]. Para ello, entre cada dos inyecciones
consecutivas, se introduce en la columna una disolucion 0,002 M de EDTA
eluyendo con dos volumenes de columna. Este lavado con agente complejante

elimina los metales que hayan quedado retenidos en la matriz después del anlisis.
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Seguidamente, se inyect6 una disolucion 0,5 M de NaOH, eluyendo con medio
volumen de columna, para evitar problemas de efecto memoria causados por la
adsorcion de proteinas. Tras esta etapa de limpieza, las columnas se equilibraron
con al menos dos volimenes de columna de fase mdvil hasta que la linea de

fondo del detector UV-visible se estabiliza completamente.

* Parauna limpieza mas exhaustiva, las columnas se lavaron con cuatro volimenes
de columna de una disolucion de NaOH 1 M (eliminacion de proteinas hidrofobas
y lipoproteinas, retenidas en la matriz) seguido de cuatro volimenes de columna
de agua Milli-Q. Finalmente, se utiliz6 medio volumen de columna de alcohol
isopropilico al 30 % (v/v) que elimina lipidos y proteinas muy hidrofobicas seguido

de dos volumenes de columna de agua Milli-Q.
2.4.4 Tratamiento de datos

El estudio estadistico se realizé con ayuda del programa STATISTICA version 6.0
(2001) (StatSoft, Tulsa, EE. UU). El analisis de componentes principales se aplicé para

evaluar la procedencia de muestras de pifiones de diferentes areas de produccion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 OPTIMIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE
DETERMINACION DEL CONTENIDO
DE METALES EN MUESTRAS DE PINONES

Para la disolucion con acidos de las muestras de pifiones se estudiaron tres
procedimientos. Las recuperaciones se calcularon fortificando las muestras con 1000 ug
I"! de cada elemento debido a que no existen materiales de referencia de este tipo de
fruto. Para el primer método se han tenido en cuenta estudios previos relacionados con el
andlisis de metales en miel [16] y muestras de plantas [17], empledndose una digestion
himeda con dos etapas. En la primera etapa se tratan 0,2000 g de muestras con acido

nitrico concentrado en reactores abiertos de PTFE hasta casi sequedad, y posteriormente
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con unamezcla2:1 (HNO,/HCIO,). El inconveniente de este procedimiento es el tiempo
de analisis y las bajas recuperaciones finales, como puede observarse en la Fig.5. Los
otros dos procedimientos se aplicaron en reactores cerrados y digestion con microondas.
Uno de ellos utiliza un ataque sucesivo con acido nitrico y perclorico concentrado
empleando un programa de potencia del microondas con dos pasos: (i) calentamiento a
70 W (10 min) con 5 mL de 4cido nitrico y (ii) empleo de una segunda etapa de ataque a
70 W (5 min) con 1 ml de &cido perclorico. Después de cada tratamiento los reactores se
enfriaron durante 10 minutos afiadiendo 5 mL de agua Milli-Q. Este procedimiento se ha
descrito previamente para el andlisis de elementos en hojas de té [18] y permite
recuperaciones en torno al 80-91 %. El tercer procedimiento se ha optimizado en el
presente estudio para el tipo de muestras considerado. Para ello se tratan las muestras
con 4cido nitrico empleando un microondas convencional (seccion 2.4.3.). Las
recuperaciones obtenidas fueron las mas altas, del 91-96 %. Ademas, con este
procedimiento se reduce el tiempo de andlisis (de 24 h a 29 minutos) en comparacion con
el primer procedimiento descrito. La Figura 5, muestra los % de recuperacion de los tres

procedimientos estudiados.

Figura 5 Representacion grafica del % de recuperacion obtenido en los tres
g P 8 p

procedimientos estudiados para el analisis elemental.
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Los LDs y LQs del procedimiento de analisis se muestran en la Tabla 3 junto con
las concentraciones de elementos en las muestras analizadas. La calibracion externa se
realiz6 para evaluar las caracteristicas analiticas del método para cada elemento. Los
limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) se calcularon segtn el criterio de
Miller & Miller [19], que establece como limite de deteccion (LD)a+ 3 Sy/x, y como
limite de cuantificacion a+ 10 Sy/x, donde «a» es la ordenada en el origen de la recta de
calibrado y «Sy/x» el parametro que mide la incertidumbre en la recta de regresion. Tras
reordenar las ecuaciones, se calcularon XLD y XLC sustituyendo los valores obtenidos

anteriormente.

3.2. CONCENTRACIONES DE ELEMENTOS EN LAS
MUESTRAS DE PINONES

Se analiz6 el contenido de elementos en veinticuatro muestras de pifiones, tres de
cada una de los diferentes origenes geograficos seleccionados (Huelva, Cadiz, Castilla,

Faro, Madrid, Badajoz, Catalufia y Coimbra), Tabla 3

Generalmente, todos los elementos tienen concentraciones mayores en pifiones

procedentes de Faro, y la situacion contraria se da en Cataluiia.

La variabilidad en la concentracion de algunos elementos es muy marcada (Tabla
3), sobre todo para el manganeso que es el mas abundante. Este elemento tiene
concentraciones desde 25 pg g! (Catalufia) a 559 pug g! (Faro). El cinc también tiene una
presencia marcada, desde 26 ug g en Catalufiaa 113 pg g' en Faro. El analisis de la
varianza de un factor (ANOVA) muestra que la media de los triplicados son

significativamente diferentes (p<0,05) entre los resultados obtenidos.
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Tabla 3 Concentracion total de elementos * (ug g') en muestras de pifiones

(Pinus pinea)
Code Mn Ni Cu Zn
(mgg)  (ugg)  (mgghH  (nggh)
Hul 500+21 9,2+0,8 41+10 10719
Hu2 512423 11+1 39+11 10617
Hu3 513426 10,7+0.4 3544 105430
Col 65+6 4,5+0,2 3146 86+17
Co2 64+9 3,5+0,3 2942 85+10
Co3 67+10 4,72+0,06 3045 90+18
Catl 26+7 2,103 8+1 2549
Cat2 28+5 3,05+0,02 8+2 30£12
Cat3 2544 2,6+0,2 8+1 26+10
Bal 458423 82 3549 94420
Ba2 498420 7+1 30+10 93410
Ba3 399+12 9+1 3648 102424
Mal 87+6 7,1+£0,2 34+12 9748
Ma2 9049 8+1 33+15 100+16
Ma3 88+10 7,8+0,5 34+9 98+10
Fal 559438 1545 41+11 113430
Fa2 523435 10+4 38+16 109420
Fa3 450+17 1343 40+6 11128
Casl 7249 6,8+0,2 3549 104424
Cas2 70+9 8+2 34+20 101+£19
Cas3 73+8 6,5+0,7 3319 104+£22
Cadl 414415 11+1 38+10 101£19
Cad2 398+11 10+1 37+18 100+47
Cad3 400+13 142 39+16 10638
LD 0,023 0,032 0,018 0,037

LQ 0,077 0,107 0,062 0,123

* Media de tres réplicados + S.D. (desviacion estandar); LD, limite de deteccion y LQ, limite de cuantificacion
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3.3. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE
EXTRACCION Y ANALISIS MEDIANTE SEC-UV-ICP-MS

Generalmente, las condiciones descritas en la bibliografia para la extraccion de
elementos unidos a biomoléculas en matrices vegetales se basan en el empleo de NaOH,
HC1[20] o agua caliente a 60 °C [21]. El empleo de disoluciones acuosas con caracter
basico (NaOH) permite la extraccion de compuestos de alto y bajo peso molecular [20,
22,23], con altos valores de recuperacion. Por otra parte, las disoluciones de HCI extraen
principalmente los compuestos de bajo peso molecular, debido a la poca solubilidad de
las especies protonadas, como las proteinas, en este extractante. Por tanto, se selecciond

el empleo de disoluciones de NaOH como extractante para llevar a cabo este estudio.

Uno de los parametros mas importantes de la cromatografia de exclusion de tamaiio
es el tampon utilizado para fijar el pH de la fase movil. La eleccion del tampon esta
basada en su capacidad para disolver la muestra, asi como en su compatibilidad con la
fase estacionaria y en su eficacia para reducir o eliminar las interacciones de la muestra
con la fase estacionaria. En la practica la utilizacion de un tampon con una fuerza idnica

relativamente elevada evita posibles interacciones con el relleno de la columna.

El Tris(hidroximetil)Jaminometano es uno de los reactivos recomendados en
cromatografia de exclusion de tamafio para llevar a cabo la separacion de los compuestos
multi-elementales presentes en frutos secos [20]. Este tampon evita cambios estructurales,
asi como la desnaturalizacion de las proteinas y la destruccion de complejos proteinas-
metal. Cuenta ademas con una fuerza idnica suficiente para evitar interacciones de la
muestra con el empaquetado de la columna. Por otro lado, este eluyente, no contiene
elementos que puedan provocar interferencias de iones poliatdmicos y es compatible con

el detector ICP-MS.
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El pH de la fase movil es otro pardmetro importante, es necesario trabajar con
valores entre 7-8, proximos al pH del organismo humano para evitar la desnaturalizacion
de proteinas durante el analisis, se recomienda un pH débilmente alcalino para evitar
disociaciones de los metales. Teniendo en cuenta todas estas recomendaciones y
publicaciones anteriores [20], se ha utilizado el tampon Tris, en concentracion 50 mmol
L' conun pH de 8.0, como fase movil. En estas condiciones se obtiene una 6ptima

resolucion en la separacion cromatografica.

Asimismo, se ha optimizado la longitud de onda del detector UV. Este parametro
se estudi6 en un rango de longitud de onda de 200 a 500 nm. Se observo que la cantidad
de informacion, es decir sensibilidad y resolucion, aportada por el detector era mayor

utilizando una longitud de onda de 280 nm.

Los perfiles cromatograficos obtenidos a 280 nm para extractos de pifiones de
distintos origenes geograficos se muestran en la Figura 6 a (para la columna de bajo peso
molecular), y la Figura 6 b (para la columna de alto peso molecular). La combinacion de
ambas columnas permite una separacion de los compuestos, y con ello una buena

resolucidn en todo el rango de masa molecular 360-70.000 Da.

3.4. PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LAS
MUESTRAS MEDIANTE SEC-UV

3.4.1. Perfiles UV con la columna Superdex 30 (<10 kDa)

El tiempo de anélisis requerido para la elucion de todos los compuestos es de 4

horas. En ninglin caso se obtuvieron tiempos de retencion mayores que el de la hexaglicina.
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Figura 6 Perfil molecular obtenido mediante SEC-UV (280 nm); (a) utilizando
la columna de bajo peso molecular LMW (>10 kDa); (b) utilizando la columna de
alto peso molecular HMW (70-3 kDa)
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EnlaFigura 6a, puede observarse que la presencia de compuestos es mas reducida
en los rangos de 1352-360 Da'y 7000-2126 Da. La excepcion la presenta la muestra
procedente de Huelva en las que en el rango (7000-2126 Da) puede observarse un perfil
caracteristico, con dos picos que no aparecen en los cromatogramas de otras muestras.
En particular, los pifiones procedentes de Huelva y Castilla muestran algunos picos con
intensidad baja en el rango de (1352-360 Da).

Por otra parte, los perfiles son muy similares entre las muestras de Coimbra, Madrid
y Catalufia en el rango de (2126-1352 Da) y también entre las muestras de Badajoz y
Cadiz. Sin embargo, 1a muestra de Huelva no presentan ningin pico cromatografico en
este rango y en los cromatogramas correspondientes a la muestra procedente de Castilla
podemos observar dos picos destacados de elevada intensidad. Finalmente, en todas las
muestras (excepto Faro) se observan picos cromatograficos de gran intensidad en la
fraccion > 7000 Da, que se comentaran con mas detalle en el apartado que sigue, debido
a lamayor resolucion de la columna Superdex 75 en este rango de masas moleculares.
Podemos concluir que a pesar de las similitudes encontradas, los perfiles obtenidos

mediante SEC-UV en los pifiones estudiados estan relacionados con su origen geografico.

3.4.2. Perfiles SEC-UV obtenidos con la columna Superdex
75 (3-70 kDa)

En la Figura 6b, se observan perfiles muy similares en el rango de peso molecular
(70-67 kDa), entre las muestras procedentes de Coimbra y Cataluna, Cadiz y Badajoz,

y también entre Castillay Huelva.

Destaca la ausencia de picos cromatograficos en el perfil obtenido en la muestra
procedente de Faro, lo cual concuerda con los resultados procedentes de la columna de
Superdex 30 (adecuada para separar especies de bajo peso molecular). En la Figura 6b
podemos observar que existen varios picos cromatograficos que diferencian las muestras

procedentes de Madrid, Huelva y Castilla. De la misma manera el cromatograma de las
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muestra procedentes de Madrid contiene dos pico cromatograficos de elevada intensidad,
aproximadamente a 70 kDa y 68 kDa, que distinguen claramente estas muestras del
resto. Por otra parte, Huelva y Castilla tienen cromatogramas similares, con un pico
cromatografico aproximadamente a 16 kDa, que también representa una clara diferencia
respecto a las restantes muestras. En las muestras de Huelva, Castilla y en menor grado
Coimbra, se obtiene baja resolucion eluyéndose los compuestos en el volumen muerto
(tiempo de retencion del Azul Dextrano 2000, 49,7 minutos). Sin embargo, combinando
ambas columnas LMW y HMW, es posible obtener una alta resolucion en el rango de

pesos moleculares en el que se obtienen sefiales significativas para este tipo de muestras.

3.5. PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LAS
MUESTRAS MEDIANTE SEC-ICP-MS

La composicion elemental de plantas, frutas, etc., se utiliza frecuentemente para
determinar su origen geografico [3, 4]. Sin embargo, esta aproximacion puede resultar
insuficiente, y se ha recurrido al uso de informacion quimica mas completa que permita de
manera inequivoca la clasificacion de este tipo de muestras. Dentro de este tipo de
informacion puede incluirse la procedente de la caracterizacion de la especie quimica de
los «heteroelementos» presentes en las muestras que se estudien, esto es, los elementos
no vinculados a la composicion usual de las moléculas orgénicas, como son los metales,
metaloides y no metales. En definitiva los elementos diferentes a C, H, Ny O, o sea, la
mayor parte de la Tabla Periodica. Esta informacion, mucho mas ricas, posee una capacidad
de discriminacion y clasificacion muy superior a la obtenida hasta ahora, en los estudios
tradicionales basados en la medida de niveles totales de los diversos elementos. Una
forma de abordar este tipo de estudios basados en las especies quimicas de los elementos
es mediante la obtencion de perfiles de metalo-biomoleculares en funcion de su masa
molecular, utilizando como detectores los ya citados UV-visible y atomicos (ICP-MS), y

combinando la informacion que ambos aportan.
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La abundancia relativa de los diferentes picos cromatograficos proporciona una

informacién muy valiosa como se verd a lo argo de los apartados que siguen.

En una aproximacion inicial, se analizé mediante SEC-UV y SEC-ICP-MS una
muestra de cada provincia: Huelva (Hu) y Cadiz (Cad) (suroeste), Castilla (Cas), Madrid
(Ma) (centro), Badajoz (Ba) (centro-oeste) y Catalufia (Cat) (noreste).

Perfiles elementales (Mn, Cu, Zn y Ni)

Los perfiles elementales se muestran en las Figuras 7-10, a partir de las cuales se

pueden establecer las siguientes conclusiones:

Manganeso: La Figura 7a, muestra los perfiles cromatograficos de *>Mn, obtenidos
con la columna para especies de bajo peso molecular LMW (<10 kDa). Las muestras
procedentes de Cadiz, Catalufia y Madrid no presentan practicamente picos
cromatograficos correspondientes a este elemento. Sin embargo, la situacion opuesta se
observa en el perfil cromatografico de la muestra procedente de Huelva, (fraccion de
7000 a 2126 Da). En la muestra procedentes de Castilla, el manganeso forma especies
de peso molecular en el rango de 1352-360 Da. Finalmente, podemos observar tres
picos cromatograficos correspondientes a manganeso en la muestra procedentes de Faro,

uno de los cuales es una especie de manganeso de peso molecular > 10 kDa.

La Figura 7b muestra los perfiles cromatograficos de **Mn, obtenidos con la columna
para especies de alto masa molecular, HMW (70-3 kDa). Puede observarse que la
intensidad de picos cromatograficos es muy baja. Sin embargo, este elemento permite la
discriminacion entre muestras, combinando los resultados con los obtenidos con la columna

LMW (<10 kDa).
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Figura 7 Perfil cromatogrdfico del *>Mn, (a) obtenido con la columna LMW
(<10 kDa) y (b) columna HMW (70-3 kDa).
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Cobre: Los perfiles cromatograficos de Cu (Fig.8a) usando la columna LMW,
son muy similares en las muestras estudiadas, con picos cromatograficos de alta intensidad
en el volumen muerto. Pueden apreciarse tan solo ligeras diferencias en los perfiles
cromatograficos de las muestras procedentes de Huelva y Castilla, considerando s6lo a

la intensidad de los picos.

Los resultados mas significativos se obtienen con la columna HMW (Fig.8b), en la
que se observa que los perfiles cromatograficos del cobre presentan un comportamiento
caracteristico. Entre todas las muestras, s6lo la de Cadiz presenta una fraccion relacionada
con el rango de peso molecular >70 kDa. Por esta razdn, este elemento puede utilizarse

como marcador para distinguir muestras de esta procedencia.

Figura 8: Perfil cromatografico del Cu, (a) obtenido con la columna LMW
(<10 kDa) y (b) columna HMW (70-3 kDa)

a) _. ‘I

1.0e6

Intensidad (cps)

B

0 +1II.I] 2000 3000 4000 5000 6000 FOOD BOOO 009 10000
SEeC
*10KDa Gly6{360 Da)

120



Capitulo III

|
1066 b) |
‘w i
a I
< L
B oM, . " .
G T ! cd
o A -
% 5.0E5 — oo TS SR SOy
= -
- Mhaclog: e sy co
Hu
Tt Fa
- Cas
= A Cad
0 f 100 260 3000 (400 500 G000 7000 80 o0 10000
70 KDa Ribonuclease (13.7 KDa) sec

Cinc: El comportamiento de este elemento en la columna LMW, se caracteriza
por una presencia limitada en las muestras de pifiones procedentes de Cadizy Madrid, y
picos muy importantes en las muestras procedentes de Faro. En estas ultimas se observan
dos picos cromatograficos correspondientes a especies de cinc de peso molecular proximo
a2.186 Day 993 Da (Fig.9a). En la muestra procedente de Catalufia se obtiene un perfil
cromatografico para el cinc muy similar al anterior. Por su parte, el perfil cromatogréfico
de la muestra de Coimbra pone de manifiesto una presencia muy elevada de especies

relacionadas con el Zn, aunque inferior a las muestras procedentes de Faro y Cataluiia.

Con respecto a la columna HMW, se observa que el %Zn esta asociado a
compuestos de peso molecular <10 kDa, donde esta columna no presenta buena resolucion.
Por estarazon, se consideran Unicamente los resultados obtenidos con la columna LMW.
No obstante, la muestra procedente de Madrid presenta un perfil cromatografico

caracteristico, destacando un pico prominente de peso molecular aproximado 70 kDa
(Fig.9b).
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Figura 9: Perfil cromatogrdfico del %Zn; (a) obtenido con la columna LMW
(<10 kDa) y (b) columna HMW (70-3 kDa)
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Niquel: E1 **Ni revela un comportamiento muy similar en todos los pifiones
analizados, excepto en las muestras de Madrid, donde se observa claramente la alta
abundancia de este elemento (Fig. 10a). El perfil caracteristico de estas muestras con la

columna LMW, reflejan la existencia de especies de niquel en torno a 2126-1352 Da.

Los perfiles cromatograficos obtenidos con la columna HMW no aportan mucha
informacion debido a que se observan datos relacionados con moléculas de elevado

peso molecular (Fig.10b).

Figura 10: Perfil cromatogrdfico del **Ni; (a) obtenido con la columna LMW
(<10 kDa) y (b) obtenido con la columna HMW (70-3 kDa)
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3.6. DESCRIPTORES QUIMICOS PARA DETERMINAR LA
PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS. ESTUDIOS
ESTADISTICOS

En el presente apartado se describen los resultados obtenidos al estudiar la capacidad
discriminante de las variables e informacion obtenidas en los apartados precedentes, con
objeto de clasificar las diversas muestras de pifiones en funcion de su origen. En este
sentidos pueden considerarse varios descriptores quimicos, entre los que se pueden

enumerar:
- Las concentraciones de elementos

- Las abundancias relativas en los perfiles obtenidos mediante SEC-ICP-MS. La
abundancia relativa se calculé como sigue: 100 x(suma de areas de pico
correspondiente a las especies de un elemento en un rango de peso molecular
fijado suma de las areas de pico er todo el cromatograma). Se establecieron
cinco rangos de peso molecular correspondientes a los patrones de calibracion:
(1) fraccion de peso molecular e» 10 kDa (Fraccion 1); (i1) fraccion de peso
molecular en el rango de 10 a 7 kDa (Fraccion 2); (iii) fraccion entre 7000 y
2126 Da (Fraccion 3); (iv) moléculas con masa molecular de 2126 a 1352 Da
(Fraccidon 4); (v) entre 1352 y 360 Da (Fraccion 5).

- Laconcentracion de manganeso en las muestras

- Las abundancias relativas de las especies de manganeso en las muestras,

calculadas tal y como se ha descrito en el apartado anterior.

En el estudio estadistico se amplio el nimero de muestras de forma que se analizaron
tres muestras de diferentes zonas dentro de cada provincia (Huelva (Hu) y Cadiz (Cad)
(suroeste), Castilla (Cas), Madrid (Ma) (centro), Badajoz (Ba) (centro-oeste) y Catalufia

(Cat) (noreste), en total 24 muestras.
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Los perfiles cromatograficos de Cu, Zn, Niy Mn obtenidos mediante SEC-ICP-
MS, muestran que las especies quimicas de estos elementos mas abundantes tienen un
peso molecular inferior a 10 kDa. La Tabla 4 muestra la abundancia relativa de cada pico

cromatografico con la columna LMW [24].
3.6.1. ABUNDANCIA RELATIVA DE Mn

La fraccion de manganeso mas abundante se relaciona generalmente con especies
de baja masa molecular, aunque este hecho depende de la localizacion de la muestra. Un
claro ejemplo es la presencia del 90 % de Mn en la fraccion de 7 a 10 kDa de las
muestras de Coimbra, asi como el 80 % de esta fraccion de Mn en las muestras de
Madrid. Las muestras procedentes de Huelva presentan una abundancia del 100 % de
especies de manganeso en el rango de 7 a 2 kDa. Sin embargo, el 75 % de las especies
de Mn presentes en las muestras procedentes de Cadiz y el 60 % en las muestras de

Badajoz tienen un peso molecular de 2 a 1.5 kDa.

Las fracciones de manganeso de masa molecular mas bajo (presentes en el rango
1,3 a 0,3 kDa) s6lo se detectan en algunas muestras, como son las procedentes Castilla
con el 95 % de abundancia de Mn en este rango de peso molecular. En otros casos (Faro
y Cataluna) este elemento se distribuye entre las diferentes fracciones, sin una tendencia
evidente (Tabla 4).

3.6.2. ABUNDANCIAS RELATIVAS DE Cu, Ni Y Zn

Para otros elementos (Cu, Ni, Zn) existen varias tendencias: (i) Hay un porcentaje
bajo de estos elementos en el volumen muerto de la columna Superdex 30 (fraccion
molecular > 10 kDa, con el 20 %y el 30 % de Zn en las muestras de Cadiz y Badajoz,
respectivamente); (ii) algunas fracciones son més abundantes dependiendo del tipo de
elemento, asi, el Cu en la fraccion de 10 a 7 kDa, desde el 95 % (Huelva) al 50 %
(Catalufia). EI Ni en la fraccion de 2 a 1,3 kDa tiene una abundancia del 99 % (Cadiz) al
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90 % (Faro, Coimbra, Badajoz, Catalufia), y el Zn en el rango de 7 a 2 kDa destaca
sobre todo en las muestras de Castilla (el 95 %), Huelva (el 80 %), Catalufia (el 60 %)y
Faro (el 50 %); y por ultimo (iii) las muestras de Castilla, son las inicas que presentan
abundancia significativa en las fraccion de menor masa molecular, 1,3 a 0,3 kDa: con el

95 % de Mn y el 100 % de Ni.

Tabla 4 Distribucion molecular de Mn, Cu, Niy Zn, en muestra de pifiones

(media n=35) de diferentes areas

TMiuesira de Mn Cu & Zn
pifiones Area (%) Area (%) Area{¥) Area{¥)
Mimerode (1 2 3 4 £ 1 * 3 4 5 1 2T 3 4 5 1 * 3 4 &
P
Cad - - - BOSH T M A5 05 AN 03 - - 9 07 |2 ;W 15 -
Cas - - 5 - &\ T - - o - - - - - 4 81 -
Fa - ;o 5 X% WD W2 o8B o5 - - 9 A - 7 30 40 3
Ha - - 1l - - - |\ - 5 - - - @3 T 0 &8 3 -
Co - |7 2 - 4 @& M 2 N 25 25 - = o5 3 - 2 8 -
Ea - - 4 & - Iohom 28 - 3 - S0 7 3N A s 45 -
Cat - B» 4O oD - - DL 5 3\ 2 - &7 2 a0 15 5
M - B m o ow - - H®H] o5 - 15 - 2 5 90 3 m 0 =20 30 -

*1=Fraceidn 1 (= 10 kDa); 2= Fraccidn 2 (10-7 kDa); 3= Fraccidn 3 {7000-21 246
Dia);, 4= fraceidn 4(2123-1352 Da), 5= Fraccidn 5 {1352-360 Da)

3.6.3 Andlisis Estadistico (Andalisis de Componentes Principales
-ACP)

La variabilidad observada en el contenido de elementos totales, y los perfiles de
cada elemento obtenido por exclusion de tamafio en pifiones de diferentes zonas forestales
(Tablas 3 y 4), pueden utilizarse como descriptores quimicos, para establecer diferencias
entre estas muestras y garantizar valores de calidad e incluso autenticidad. El tratamiento
estadistico de estos datos se ha realizado mediante Analisis de Componentes Principales

(ACP), herramienta estadistica que permite la clasificacion de las muestras estudiadas.
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Los datos se integran por casos (muestras de diferentes areas geograficas) y variables
(concentracion de elementos o abundancia relativa) recogidos en las Tablas 3 y 4. Se

consideraron los siguientes aspectos:

- Concentracion de elementos: Cuando el ACP se aplica teniendo en cuenta la
concentracion de los elemento totales (Tabla 3), se obtienen dos componentes principales,
PC1 que explica el 60.02 % de la varianza total y PC2 que explica el 15,20 %. Los dos
primeros componentes principales representan, por tanto, el 75,22 % de la varianza total
y por tanto se consideran suficientes para representar todos los datos. En la Figura 11 se
representan las muestras en el espacio definido por los dos componentes principales.
Este grafico revela que no hay el mismo ntimero de clases que de grupos. En este sentido,
solo se consigue diferenciar las muestras procedentes de Catalufia (Cat), que quedan
situadas en el grafico claramente alejadas del resto, sin presentar ninguna tendencia de
agrupacion con ellas. Las muestras procedentes de Castilla (Cas), Coimbra (Co) y Madrid
(Ma) estan en el mismo grupo, separado de otro en el que se incluyen las muestras de
Huelva (Hu), Badajoz (Ba) y Faro (Fa).

Como indica la Tabla 5, la variable dominante en el PC1 es el Mn. Todas las
variables aparecen con valores negativos en PC1, lo que implica que aportan el mismo
tipo de informacion. En PC2 la variable dominante es Zn, seguida por Mny Cu. En PC2,
las variables Mn y Ni aparecen con valores negativos, mientras que Cu y Zn con valores

positivos.
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Figura 11 Analisis de componentes principales (ACP), considerando la

concentracion de elementos como variables
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Tabla 5 Cargas de los dos componentes principales, considerando como

variable la concentracion de elementos

Variable PC1 PC2
Mn -0.752283 -0.4077
Ni -0.511151 -0.2885
Cn -0.524581 04027
zn -0.508900 05030

- Concentracion de metales totales y abundancias relativas en los perfiles
obtenidos por SEC-ICP-MS: El mismo analisis estadistico (ACP) se aplic6 utilizando

esta vez como descriptores quimicos ambas variables, el contenido metalico total (Tabla
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3) y ladistribucion obtenida por SEC-ICP-MS (Tabla 4). En este caso PC1 explica el
80,73 % de la varianza y PC2 hasta el 15,20 %. Ambos componentes representan el
95,93 % de la varianza total, porcentaje mucho mayor que en el caso anterior (Fig.11). El
grafico obtenido permite reconocer claramente las muestras de acuerdo con su area
geografica (Fig.12). Las coordenadas de las nuevas variables se muestran en la Tabla 6.
La variable mas importante para PC1, es la fraccion de Mn en el rango de masa molecular
de 10a7kDa, seguida de Ni(2126-1352 Da), y muy proximo a la fraccion de Mn en
elrango (2126-1352 Da). En PC2 las variables mas significativas son las fracciones Zn
(7000 - 2126 Da) y (> 10000 Da), presentando valores positivos y negativos lo cual

indica que aportan distinto tipo de informacion.

Figura 12 Andalisis de componentes principales (ACP), considerando como

variables la concentracion de elementos y el perfil metalomolecular
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Tabla 6: Cargas de las dos componentes principales, considerando como

variables manifiestas la concentracion de elementos y el perfil metalomolecular

(Mn, Cu, Niy Zn).

Variable PC1 PC 2
Mn -0,546528 0,278990
Ni -0,253440 0,212282
Cu -0,304001 0,176694
7n -0,311537 0,141990

Mn-2* 0,701249 -0,018272
Mn-3 -0,053752 0,012429
Mn-4 0,632007 0,292407
Mn-5 -0,500589  -0,248593
Cu-1 -0,020142 0,324850
Cu-2 -0,629966  -0,084319
Cu-3 0,342646 0,012457
Cu4 0,315120 -0,027215
Cu-5 0,403742 -0,085166
Ni-1 0,019330 0,070549
Ni-2 0,451885 0,105636
Ni-3 0,005847 0,013181
Ni4 0,643977 0,328712
Ni-5 -0,153474  -0,325539
Zn-1 -0,051018 0,340468
Zn-2 0,002641 0,223551
7n-3 -0,139560  -0,349636
7n-4 0,167773 0,158392
Zn-5 0,224124 -0,116536

*Codigos: 1= fraccion > 10 kDa 2= fracciéon 10-7 kDa; 3= fracciéon 7000-2126 Da; 4= fraccidén 2126-1352
Da; 5= fraccion 1352-360 Da.

- Abundancias relativas en los perfiles obtenidos mediante SEC-ICP-MS:
Cuando el analisis de componentes principales se aplica solamente a los datos de la
Tabla 4, puede observarse que las muestras se diferencian también claramente (Fig.13).
Como podemos ver, PC1 explica el 73,10 % de la varianza total y PC2 el 20,77 %.
Ambos componentes representan el 93,87 % de la varianza total. Las cargas de las
variables se muestran en la Tabla 7. Podemos observar que en la PC1, la fraccién mas

significativa es la de Cu de peso molecular entre 10y 7kDaylade 7a2,12 kDa. Para
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manganeso la fraccion preponderante es la de 10 a 7 kDa. Es destacable que la variable
mas importante tiene un signo negativo contrario a las otras dos variables. En el componente
PC2 la variable mas importante es la fraccion de Zn > 10000 Da, seguidade lade 10 a
7kDadeZnylade 2,12 a 1,35 kDa de Mn, en este caso no hay diferencias significativas
en los signos de las cargas.

Una vez realizados estos estudios, las variables relacionadas con el manganeso
reflejan gran capacidad para diferenciar muestras de pifiones de distinta localizacion. Por
este motivo se realizd un estudio estadistico considerando unicamente la concentracion
de manganeso y su abundancia relativa en las distintas fracciones y de esta forma,

corroborar que es un buen descriptor quimico para este tipo de muestras.

Figura 13 Analisis de componentes principales (ACP), considerando como

variables las abundancias relativas de los elementos en las fracciones
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Tabla 7: Cargas de los dos componentes principales obtenidos a partir de los

perfiles de metalobiomoléculas de Mn, Cu, Niy Zn.

Variable PC1 PC2
Mn-2* 0,769290 -0,359546
Mn-3 -0,133723 0,001057
Mn-4 0,359382 0,719853
Mn-5 -0,750536 -0,237565
Cu-1 0,374029 0,396235
Cu-2 -0,879589 0,293333
Cu-3 0,831778 -0,496411
Cu4 0,699385 -0,511417
Cu-5 0,580446 -0,365502
Ni-1 0,229420 -0,373777
Ni-2 0,702575 0,024913
Ni-3 0,035321 0,180029
Ni-4 0,731124 0,338782
Ni-5 -0,754329 -0,312908
Zn-1 0,231987 0,906299
/n-2 0,213465 0,688338
7n-3 -0,752777 -0,503984
/n-4 0,645059 -0,104193
/n-5 0,392631 -0,642856

*Codigos: 1= fraccion > 10 kDa 2= fraccion 10-7 kDa; 3= fraccion 7000-2126 Da; 4= fraccion 2126-1352
Da; 5= fraccion 1352-360 Da.

- Reconocimiento de pautas (Pattern recognition), basado en los datos de
Mn como variables: La inspeccion de los datos correspondiente a Mn en las Tablas 3 y
4, indican que la concentracion de este elemento presenta la variabilidad mas marcada.
Las Figuras 14 y 15 muestran los resultados obtenidos usando como descriptores quimicos
la abundancia relativa de Mn en las distintas fracciones y la combinacion de ésta, con el
contenido total de este elemento. En este caso, de modo similar a los resultados anteriores,

el empleo combinado de las abundancias relativas de Mn en las distintas fracciones y su
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concentracion en las muestras permite obtener los mejores resultados, PC1y PC2 explican
el 81,76 % de la varianza total, frente a un 80,06 % que se obtiene utilizando s6lo como

variable la abundancia relativa de manganeso.

Sin embargo, no podemos afirmar que la concentracion de manganeso en
combinacion con su abundancia relativa, como variable es suficiente, ya que la informacion
aportada por los demas elementos es importante para la discriminacion de las muestras.
Sin embargo es evidente que al aplicar el ACP utilizando el manganeso como variable, las
dos primeras componentes principales explican un porcentaje importante de la varianza
total y puede ser un procedimiento simple y rapido para discriminar las muestras en funcion

de su origen geografico.

Figura 14 Analisis de componentes principales (ACP), considerando el perfil

metalomolecular de Mn como variable
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Figura 15 Analisis de componentes principales (ACP), considerando como
variables la abundancia relativa de Mn en las distintas fracciones y la concentracion

total de este elemento.
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4. CONCLUSIONES

Se ha optimizado un procedimiento para la extraccion de metalobiomoléculas a
partir de los pifiones (Pinus pinea) y la separacion posterior de las fracciones que contienen

biomoléculas unidas a metales mediante el acoplamiento SEC-UV-ICP-MS.

Se han estudiado muestras de pifiones de tres localizaciones en ocho regiones
forestales diferentes de la peninsula Ibérica que constituyen las dreas de mayor produccion

de este fruto en Espafia y Portugal, lo que hace un total de 24 muestras.
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Se ha comprobado que los elementos (Mn, Ni, Cu'y Zn), con gran importancia
metabolica, estan estrechamente relacionados con biomoléculas de distinto tamafio
molecular. La aplicacion del sistema SEC-UV-ICP-MS a las muestras revela la presencia

de perfiles cromatograficos diferentes en funcion de la procedencia de las muestras.

Pueden distinguirse cuatro descriptores quimicos que permiten la clasificacion de
las diversas muestras en funcion de su procedencia. (i) las concentraciones de elementos;
(11) las abundancias relativas en los perfiles SEC-ICP-MS, en los que se distinguen cinco
rangos de peso molecular: fraccion 1 (e» 10 kDa), fraccion 2 (de 10 a 7 kDa), fraccion 3
(entre 7000y 2126 Da), fraccion 4 (de 2126 a 1352 Da), fraccion 5 (entre 1352y 360
Da); (iii) la concentracion de manganeso en las muestras; y (iv) Las abundancias relativas

de las especies de manganeso en las muestras.

El estudio estadistico de los resultados obtenidos del analisis mediante el
acoplamiento SEC-UV-ICP-MS permite distinguir la procedencia de pifiones (Pinus
pinea). En lamayoria de las muestras analizadas, los elementos estdn unidos a especies
de bajo peso molecular (LMW), lo que indica que podrian tratarse de proteinas de bajo

peso molecular o péptidos.

La abundanciarelativa de las especies de elementos en los perfiles cromatograficos
obtenidos mediante SEC-ICP-MS en combinacion con la concentracion de Mn, Ni, Cu
y Zn, es el mejor descriptor quimico para discriminar muestras de origenes geograficos

diferentes.

El Mn es el elemento més abundante en las muestras estudiadas y el uso de este
elemento como descriptor quimico permite alcanzar resultados muy favorables. Ello
constituye un método rapido y simple. No obstante, los resultados son superiores al

considerar de todos los elementos en el andlisis estadistico por ACP.
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Capitulo IV

ESPECIACION DE MANGANESO EN MUESTRAS
DE PINONES POR CROMATOGRAFIA
BIDIMENSIONALY DETECCION UV/ICP-MS.
IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE
MANGANESO AISLADAS MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE MASAS

I this chapter, a metallomics analytical approach has been applied for the first time
to the study of manganese species in pine nuts (Pinus pinea) with the aim of identifying

known and unknown Mn-binding biomolecules in this food.

For this purpose, a two-dimensional chromatographic separation combining size
exclusion and strong anion exchange chromatography was used to purify and isolate the
Mn species that were detected by the ICP-MS system, equipped with an octopole reaction

cell (ORC). This approach reduces sample complexity prior to tandem mass spectrometry
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analysis for the identification of unknown metalobiomolecules. A rigorous quality control
was additionally applied to the ICP-(ORC)MS coupling. Commercial Mn standards were
injected in IEC-ICP-MS to match the retention times with the compounds in the fractions
previously isolated by SEC. The presence of Mn species was confirmed by nano-
electrospray (n-ESI) with direct infusion-quadrupole time-of-flight mass spectrometry
(DI-QQTOF). In addition, a protein containing Mn not correlated with the available

standards was sequenced and identified by mass spectrometry.
The obtained results have been described in the following article:

s Speciation of Manganese-binding to biomolecules in pine nuts (Pinus
pinea) by two dimensional liquid chromatography coupled to UV and
ICP-MS detectors followed by ESI-MS identification. J.L. Gobmez-Ariza,
A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. J. Anal. At. Spectrom. (submitted)
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E'ste capitulo aborda la caracterizacion metalomica del manganeso presente en
los pifiones (Pinus pinea), considerando especies de bajo y alto peso molecular. El estudio
de la totalidad de las especies de un elemento en tejidos bioldgicos «metalémicay,

constituye la forma actual de abordar la especiacion metalica.

La diferencia fundamental al estudiar la presencia de «heteroelementos» en tejidos
biologicos es que estos se encuentran asociados a entidades moleculares completamente
desconocidas, de las que no existen patrones o calibrantes y que es necesario identificar.
Este es el cambio fundamental de paradigma entre la especiacion tradicional (que

consideraba especies conocidas de las que se disponia de patrones) y la metalomica.

Los procedimientos metaldémicos requieren metodologias analiticas
multidimensionales, que integran al menos tres componentes o unidades instrumentales:
(1) una unidad de separacion, LC o CE, que contribuye al aislamiento de las especies
estudiadas de la matriz para su introduccion progresivamente en el tiempo en el sistema
de deteccion- componente de selectividad; (i1) una unidad de deteccion elemental que
utiliza un detector de gran sensibilidad, generalmente ICP-MS, para la cuantificacion de
los elementos — componente de sensibilidad; y (ii1) detector especifico para moléculas,
generalmente basado en el empleo de espectrometros de masas en tandem, cuadrupolar
(Q-MS), de trampa de iones (IT-MS), triple cuadrupolo (QQQ) o cuadrupolo tiempo
de vuelo (Q-TOF) para la caracterizacion de biomoléculas- componente estructural. Estos
procedimientos analiticos multidimensionales (MAA) reinen a la vez detectores atdmicos
y moleculares. Estos procedimientos suelen simplificar de forma considerable las etapas
de preparacion de muestras debido a la selectividad que introduce la presencia del metal
en la biomolécula y al uso del detector ICP-MS, que afiade una dimension extra al

dispositivo de separacion al nivel de deteccion.

En el estudio de las metalobiomoléculas presentes en pifiones (Pinus pinea), se
han empleado sistemas cromatograficos ortogonales o complementarios, como la

cromatografia de exclusion de tamafios para una separacion inicial de fracciones que
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contienen moléculas de un determinado rango de masa molecular. Posteriormente esas

fracciones se purifican mediante cromatografia de intercambio anionico fuerte.

Ambos sistemas cromatograficos se acoplaron directamente a detectores UV e
ICP(OCR)-MS (ICP-MS equipado con una celda de colision). La presencia de especies
de Mn identificadas mediante el tiempo de retencion usando el detector ICP-MS por
comparacion con el de los patrones comerciales, cuando es posible, se ha confirmado
mediante espectrometria de masas, utilizando una fuente de ionizacidén de nano-
electronebulizacion (nESI). De la misma forma se ha secuenciado una proteina generalmente

asociada a Mn de la que no se disponia de patron comercial.
Los resultados obtenidos en este capitulo se han descrito en la siguiente publicacion.

*» Speciation of Manganese-binding to biomolecules in pine nuts (Pinus
pinea) by two dimensional liquid chromatography coupled to UV and
ICP-MS detectors followed by ESI-MS identification. J.L. Gobmez-Ariza,
A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrera. J. Anal. At. Spectrom. (submitted)
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1.INTRODUCCION

El manganeso (Mn) es un elemento relativamente abundante, que representa
aproximadamente el 0,085 % de la corteza terrestre [ 1]. Este elemento posee toxicidad
amuy baja concentracién aunque concentraciones mayores, puede producir enfermedades
cronicas, tales como el «manganismo» [2]. Este sindrome se produce con concentraciones
elevadas de manganeso que provoca en el area cerebral que ayuda a controlar los
movimientos. La exposicion a altos niveles de manganeso en el aire, puede afectar a la
habilidad motora, imposibilitando mantener posiciones en las extremidades, en especial
en las manos, la ejecucion de movimientos rapidos manuales, y el mantenimiento del
equilibrio. La exposicidon a altos niveles del metal también puede causar problemas

respiratorios y alteracion en la funcion sexual [2].

Sin embargo, el manganeso es un oligoelemento, que en concentraciones adecuadas
es esencial en la dieta humana. Este elemento, activa numerosas enzimas relacionadas
con procesos metabolicos, por ejemplo, la enzima glutamina sintetasa [3]. Ademads, también
es necesario para el funcionamiento de muchas proteinas y el metabolismo de las grasas,
el sistema inmunologico y nervioso, asi como para la regulacion del nivel de azlicar en
sangre [4]. Por otra parte, su presencia es crucial para las enzimas relacionadas con la
produccion de energia y la actividad anti-oxidativa. Un ejemplo claro es la Min-superoxido
dismutasa [5]. Igualmente, el manganeso esta implicado en el empleo de vitamina B, y
vitamina E, y es necesario para el crecimiento adecuado de los huesos a la vez que evita

problemas de coagulacion en sangre [6].

Por lo tanto, la determinacién de manganeso en plantas y alimentos tiene especial
interés por varios motivos, como el valor alimenticio de los mismos, su toxicidad, la
identificacion de procesos contaminacion, el estudio de su origen geografico, etc. [7, 8,
9]. Pero desde un punto de vista alimenticio, la presencia de este elemento tiene un especial

interés para asegurar el poder nutritivo de estos alimentos para los seres vivos [10].

145



Capitulo IV

En el capitulo anterior, se han determinado los niveles de Mn en pifiones (Pinus
pinea) de distintas areas geograficas de la Peninsula Ibérica, variando las concentraciones
enelrango de26a 559 pug g, [11]. Existen otros alimentos que también contienen Mn en
este mismo rango de concentracion, como las nueces (Black walnut) (576,2 pg g"), las
avellanas (143 pg g"), las pipas de girasol (179 ng g') [10], la harina de soja (31,2 ug g
N[12] o0 (41,7 ngg")[13], incluso en concentraciones inferiores en el frijol comun (18,2
ug gh)[13],lanuez de Brasil (12 pg g') y el anacardo (9 pg g"') [10]. Se han determinado

concentraciones mucho mas altas de Mn en almendras (4780 ug g') y en cacahuetes
(2110 pg g") [10].
Por otra parte, se ha determinado Mn en fluidos y érganos humanos encontrandose

valores de 0,5 ug 1! ensuero, 1 pgl'enorina[2],2a 10 pgl' enlaleche materna [6]y
aproximadamente 1,5 mgkg' en higado [14].

Se han propuesto numerosos métodos analiticos para la determinacion de
manganeso, incluyendo la espectrofotometria [ 15], polarografia [ 16], analisis por activacion
neutronica (NAA) [17], espectrometria de absorcion atdmica (AAS) [ 18] y espectroscopia
de emision atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) [19]. Del mismo
modo, se han desarrollado varios métodos de especiacion de Mn, mediante analisis
electroquimico como la voltamperometria diferencial de pulsos con redisolucion anddica
(DPASV) [2], generalmente utilizados en anélisis de muestras de agua. Mas recientemente,
se han aplicado otros métodos como la electroforesis capilar-ICP-MS [14] en higado
porcino, HPLC-ICP-MS en harina de cereal [20] y la espectrometria de absorcion
atomica después de la extraccion por punto de nube [21]. También se han realizado
estudios de especiacion de Min en muestras de leche materna y en polvo, usando SEC en
combinacion con cromatografia de intercambio i6nico (IEC) e ICP-MS [6]. Sin embargo,
hasta ahora no se han analizado mediante espectrometria de masas molecular las fracciones

aisladas por SEC que contienen Mn.
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En este trabajo se ha conseguido desarrollar por primera vez un método analitico
para el estudio de especies de Mn en pifiones (Pinus pinea), en especial Mn unido a
biomoléculas (péptidos y proteinas) sin necesidad de disponer de los estandares
correpondientes. La metodologia implica el uso de cromatografia bidimensional que
combina SEC con IEC utilizando detectores en serie UV-ICP-MS. Ello permite la
obtencion de los correspondientes perfiles que permiten identificar la separacion de
moléculas que contienen elementos caracteristicos. Por otro lado el empleo de una columna
semi-preparativa permite el aislamiento de las fracciones que contienen manganeso. Estas
fracciones se analizan mediante IEC-ICP-MS y se aislan de nuevo ya purificadas para la
identificacion de las especies mediante espectrometria de masas molecular. La identificacion
mediante MS se realiza utilizando como fuente de ionizacidon provista de nano-

electronebulizacion (n-ESI) y un analizador de masas triple cuadrupolo tiempo de vuelo
(QqQ-TOF).

Este procedimiento reduce la complejidad de las muestras antes del andlisis por
espectrometria de masa en tandem [22,23]. En el sistema IEC-ICP-MS se inyectaron
algunos estandares comerciales de Mn de algunas especies de este elemento para su
identificacion con el sistema instrumental estudiado. Por tltimo, se ha logrado identificar
enuna de las fracciones que contenia Mn una proteina (isocitrato deshidrogenasa), que la
bibliografia relaciona con frecuencia con la presencia de manganeso, para ello se ha utilizado
la fraccion purificada por IEC-ICP-MS, posteriormente se sometio a digestion con tripsina

y se secuencio con los datos de los espectros de masas de los péptidos.
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2. EXPERIMENTAL
2.1 ESTANDARES Y REACTIVOS

Los estandares utilizados para calibrar las columnas de exclusion de tamafio en
funcion del peso molecular, fueron los mismos que los utilizados en el capitulo anterior.
Para la columna Hiload 26/60 Superdex 30 Prep (>10 kDa) se inyectaron; Albamina (67
kDa), Metalotioneina I (7 kDa), Gastrina I (2126 Da), Vitamina B, (1352 Da) y
Hexaglicina (360 Da). El tiempo muerto (t ) se determiné con Albumina. En la columna
Hiload 26/60 Superdex 75 Prep (70-3 kDa) se inyectaron; Albumina de suero bovino
(67kDa), Ovoalbumina (43 kDa), Quimotripsindogeno A (25 kDa) y Ribonucleasa A (13,7
kDa). El tiempo muerto (t ) se determiné con Azul de Dextrano 2000 (2000 kDa).

Todos estos reactivos, los suministro Amersham Biosciences, (Uppsala, Suecia).

La fase movil para la cromatografia de exclusion de tamatio, se prepar6 diariamente
a partir de Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) y clorhidrato de Tris ( Sigma-Aldrich,

Steinheim, Alemania) en concentracion formal 0,05 M (pH =8).

Los componentes de la fase movil utilizados en IEC, hidroxido de sodio y acetato
de amonio los suministré Merck (Darmstadt, Alemania). La tripsina (EC 3.4.21.4) TPCK
se obtuvo en Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) y la urea, iodoacetamida (IDA) y
ditiotreitol (DTT) fueron suministrados por Bio-Rad (Madrid, Espatfia).

El material para la purificacion en el capilar de la n-ESI (Poros™ R2 50 um) se

obtuvo de Applied Biosystems (Foster City, CA, EE.UU).

Los estandares de manganeso utilizados en IEC: arginasa, acido citrico y cloruro

de manganeso, fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

Las disoluciones de trabajo se prepararon diariamente, utilizando agua (18 M&!

cm) purificada en un sistema Milli-Q Gradient (Millipore, Watford, Reino Unido).
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La disolucion primaria de arginasa (proteina que contiene Mn) utilizada en la
cromatografia de intercambio anidnico IEC, se prepar6 pesando 100 mg del compuesto
y disolviéndolo en 10 ml de agua Milli-Q. La disolucion primaria de Mn-citrato se preparo,
mezclando 100 mg L' de 4cido citrico con una solucion acuosa de cloruro de manganeso

(10 mg L' de manganeso).

Todos los estandares se almacenaron en oscuridad a -20°C. No se observo
degradacion de los compuestos en los tiempos de almacenamiento mencionados

anteriormente.
2.2 PREPARACION DE MUESTRA

Las muestras de pifiones (Pinus pinea) fueron suministradas por Frutos Secos
Puig, (Tarragona, Espafia). Para el analisis, se lavaron con agua de alta pureza (Milli-Q),
se molieron (Moulinex, Espaia) y se liofilizaron con un sistema Benchtop (Hucoa-Erloss,

Espana). Las muestras seleccionadas en el estudio proceden de Coimbra (Portugal).

En primer lugar, y siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo anterior, los
lipidos se extrajeron de la muestras para evitar posibles problemas de interferencias de
matriz. Para ello, se partid de cinco gramos, exactamente pesados, de muestra liofilizada
y se realizd una extraccion solido-liquido con 25 ml de una mezcla de cloroformo/metanol
(2:1), durante 30 min en un agitador orbital. Tras la extraccion, la mezcla se centrifugd a
10.000 rpm durante 20 min, obteniéndose una fase organica que se desecho. El residuo

solido se dejo a temperatura ambiente hasta sequedad.

La extraccion de los metales a partir de la fraccion solida se realiz6 siguiendo el
mismo procedimiento descrito en el capitulo anterior. Se parten de 0,2000 g de la fraccion
solida obtenida anteriormente, que se tratan con 4 ml de una disolucién 0,1 M de hidroxido
sodico, se separa el extracto mediante centrifugacion a 10.000 rpm durante 20 minutos

tras homogeneizarse durante 10 minutos en un agitador orbital [11].
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2.3 INSTRUMENTACION

La deteccion elemental se realizé mediante plasma de acoplamiento inductivo con
detector de masas, [CP-MS, de Agilent, Modelo 7500 ce (Agilent Technologies, Tokyo,

Japon). Este modelo dispone de la innovadora tecnologia de la celda de colision.

El instrumento consta de un nebulizador concéntrico Micromist con una camara de
spray ciclonica tipica de los nebulizadores concéntricos. Esta camara se refriger6 a -
2°C, con el fin de mejorar su capacidad de separacion cuando se acopla a un flujo de
liquido procedente de un sistema HPLC o SEC. La sensibilidad del ICP-MS se optimizo
utilizando una disolucion que contiene ¥Co, *Y y 2Tl (cada uno de ellos en concentracion
de 1 pg L") en 2% de HNO,. El ruido de fondo se redujo al maximo mediante la
optimizacion de los parametros, monitoreando la sefial de agua ultrapura (Milli-Q) hasta
comprobar que la sefal del i6n poliatomico de m/z 56 (ArO") estaba por debajo de

1800 cps (cuentas por segundo).

El analisis de las fracciones aisladas por SEC y purificadas por IEC se realizo
mediante espectrometria de masas utilizando una fuente de ionizacion de nano-
electronebulizacion y un sistema triple cuadrupolo-tiempo de vuelo, AP QSTAR® XL

Hybrid system (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU).

La cromatografia por exclusion de tamaiio (SEC), se describié con detalle en el
capitulo anterior. Se utilizé la columna, Hiload 26/60 Superdex 30 Prep para un rango de
masas <10 kDa con objeto de estudiar las moléculas de bajo peso molecular, que se
comprobo adecuado para este tipo de muestras, ya que se alcanza mejor resolucion que
en columnas con rango de peso molecular mas elevado. Esta columna fue suministrada
por Amersham Biosciences, (Uppsala, Suecia). Se utilizé un cromatografo liquido de
baja presion (AKTA-Prime system, Amersham Biosciences), y un volumen de inyeccion

de2mL.
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Para purificar las fracciones que contenian manganeso aisladas por SEC se utilizo
un sistema cromatografico que complementara el principio separador de la SEC. Se
eligio la cromatografia de intercambio anionico, utilizando una columna Dionex AS11-HC
(Dionex, Indstein, Alemania) y un cromatografo liquido de alta presion (HPLC) modelo
Agilent 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.) con un volumen de inyeccion
de muestra de 75 pl.

Para acelerar la separacion en el proceso de extraccion se utilizé una centrifuga
(Sigma modelo 4-10, Espafia) y un agitador orbital de 105 rpm (Heidolph Unimax 1010,

Alemania).
2.4 PROCEDIMIENTO

2.4.1 Analisis elemental de Mn

El analisis de Mn en las muestras se realizd, mineralizando las mismas con acido
nitrico. Se utilizd un microondas convencional optimizando el programa de potencias,

como se ha descrito en el capitulo anterior.

2.4.2 Primera dimension cromatogrdfica. Fraccionamiento por
cromatografia de exclusion de tamaiio

El acoplamiento SEC-UV-ICP-(ORC)MS se realiz6 conectando la salida del
detector UV del sistema cromatografico a la entrada del nebulizador del ICP-MS. El
hidrogeno se seleccion6d como gas de reaccion para la celda de colision. Las condiciones
de trabajo dptimas se describen en la Tabla 1. Se obtuvieron los perfiles de fraccionamiento
de las moléculas que contenian Mn mediante el detector UV y el atdbmico en las muestras
de pifiones, usando las columnas descritas en la Seccién 2.3. y el acoplamiento SEC-
UV-ICP-(ORC)MS. Una vez obtenidos los perfiles UV e ICP-MS, se aislaron las

fracciones que contenian Mn a la salida del detector UV.
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Para eliminar impurezas retenidas en las columnas de SEC, fundamentalmente

relacionadas con otros elementos presentes en las muestras, se utilizé una disolucion

0,002 M de AEDT. Se realizé una limpieza adicional con NaOH que asegura la eliminacion

deposibles proteinas retenidas

en la columna (descrito previamente en el capitulo anterior)

[11]. Para estandarizar el rango de separacion cromatografica en funcion del peso

molecular, se utilizaron los mismos estandares descritos en el capitulo anterior. Estos se

disolvieron en la fase movil y sus perfiles cromatograficos se obtuvieron mediante deteccion

por UV a232 nm.

Tabla 1 Condiciones de trabajo para ICP-(ORC)MS y SEC

Condiciones SEC

Columnas

Rango de resolucion

Hiload 26/60 Superdex 30 Prep; Hiload 26/60
Superdex 75 Prep
Mr< 10 000 Da; 70 000-3000Da

Fase movil Tris 50 mmol L™ (pH 8.0)
Flujo 2 ml min’
Volumen de inyeccion ~ 2ml
Longitud de onda UV~ 232 nm

Condiciones ICP-(ORC)MS
Potencia de RF 1350W
Flujo de gas plasmogeno 15,0 L min™
Flujo del gas auxiliar 0,87 L min™
Flujo del gas nebulizador 0,975 L min™'
Distancia al cono de muestreo 6 mm
Conos de la Interfase “sampler” Niquel
y “skimmer”
Flujo de H, 4 mL min™
rot -13V
0O, -11,5V
Tiempo de permanencia 0,3s
Is6topo estudiado > Mn

2.4.3 Segunda dimension cromatogrdfica. Fraccionamiento
por cromatografia de intercambio anionico

Las fracciones de diferente peso molecular que contienen Mn y que se aislaron

mediante SEC se purificaron por cromatografia de intercambio anionico fuerte (SAX).

Las condiciones instrumentales de acoplamiento estan resumidas en la Tabla 2. La elucién
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del sistema IEC-UV/ICP-MS, se realiz6 con 10 mM NH,-acetato/acido acético a pH
6,3 (fase movil 4), 0,8 mM NaOH (fase mévil B) y 10 mM NaOH (fase movil C). El
programa de gradiente comenz6 usando el eluyente A al 100% los primeros 3 minutos,
100 % del B desde 3 alos 14 minutos 'y 100 % del eluyente C entre 14 y 22 minutos.

Tabla 2 Condiciones de trabajo para IEC

Condiciones IEC
Columna Dionex AS11-HC
Fase movil A=10 mM NHjy-acetato/acido acético (pH 6,3), B=0,5
mM NaOH, C=10mM NaOH
Flujo 0,5 ml min™

Volumen de inyeccion 75 pl
Longitud de onda UV~ 232 nm

Laidentificacion de algunos picos cromatograficos se realizo mediante la inyeccion
de estandares: Cloruro de Manganeso, Citrato de manganeso y Arginasa, seleccionados
teniendo en cuenta la informacion contenida en la bibiografia. Finalmente, se aislaron las
fracciones de Mn de nuevo, esta vez a la salida de la columna de intercambio aniénico
para identificacion o confirmacion de las especies de manganeso mediante espectrometria

de masas.

Las fracciones se congelaron, liofilizaron y almacenaron a -20 °C, durante un tiempo
no superior a dos semanas. En caso de fracciones de elevado peso molecular, si son
proteinas, es necesario realizar una digestion enzimatica para su identificacion mediante
espectrometria de masas. El procedimiento de digestion de proteinas se llevo a cabo con
tripsina, optimizando la metodologia previamente con albiimina de suero bovino. En la
digestion se emplean inicialmente tres reactivos para eliminar la estructura terciaria de la

proteina permanentemente y facilitar la acci 6n de la tripsina:

» Urea: desnaturaliza las proteinas.
* DTT: rompe los puentes disulfuro establecidos entre las cisteinas.

* Jodoacetamida: bloquea los grupos —SH de las cisteina (Cys) para evitar que se
formen de nuevo los puentes disulfuro.
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La digestion con tripsina en disolucion se inicia haciendo reaccionar una alicuota,
previamente liofilizada, de la fraccion aislada mediante IEC (100 mg) con 200 pl de una
disolucion de urea 8M y bicarbonato amonico 1M, seguido de laadicionde 5 plde DTT

(180M) e incubacion de la mezcla de reaccion 1h en un bafio termostatizado a 37°C.

Pasado este tiempo se deja enfriar la muestra, se afiaden 5 pl de iodoacetamida

(400mM) y posteriormente se incuba 1h a temperatura ambiente y en la oscuridad.

Finalmente, se diluye la muestra con 800 ul de bicarbonato amoénico 5S0mM, de
forma que la concentracion de urea durante la digestion sea 2M y el pH se sitiie alrededor
de 8. Se afladen 4 pg de Tripsina (1 pg/ul), dejandolo transcurrir la digestion de la muestra
durante 12h a 30°C. Posteriormente la reaccion se detiene bajando el pH a 5 con una

disolucion al 0,1% de 4cido formico en agua.
El procedimiento descrito se resume en el siguiente esquema (Fig.1):

Figura 1 Procedimiento, digestion triptica

200 pl urea &MHNO MNH,S0 ml pH=E 3
o PI OTT
fincubacdidn a 37°C 1 H

l Disolver en%ﬂﬂpl MH HCO;
4PI "Tripsina"
n “ {ncubacidna T Armh x12H
CFTOF

Las sales y otras impurezas se eliminaron con el fin de mejorar la calidad de los
espectros de masas. Para ello, se utilizaron capilares de purificacion Proxeon™ de Applied
Biosystems (Foster City, CA, EE. UU) similares a los de la fuente de ionizacion de nano-
electronebulizacion pero sin la punta de grafito (necesaria para el contacto eléctrico en la
fuente de ionizacion), ya que la purificacion se realiza fuera de la fuente. Se prepar6 una

fase estacionaria mezclando el material Poros R2 (100 pl) con 5 ml de metanol al 50 % en
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agua, posteriormente se tomaron 5 pl de dicha suspension y se introdujeron en el tubo
capilar. El empaquetado se realiz6 hasta la mitad del capilar. La punta del capilar se
recortd ligeramente para permitir la elucion y se centrifugo la fase durante 10-20s.
Posteriormente se pasaron por el capilar relleno de 5-10 pl de una disolucion acuosa de
acido formico/metanol 3:70 (v/v) con ayuda de la centrifuga. Posteriormente, se repitio el
procedimiento dos veces mas con 5-10 ul de una disolucion acuosa de acido formico/
metanol 3:5 (v/v) con objeto de preparar a la fase estacionaria para la adsorcion de
péptidos. La muestra se diluy6 con una disolucion de acido formico/metanol 3:5 (v/v) y se
introdujo en el capilar. Sobre el capilar se eliminan impurezas mediante le paso de 5-10
ul, dos veces, de una disolucion acuosa de cido formico/metanol 3:5 (v/v). Finalmente,
se eluyen los analitos con 2 pl de una disolucion acuosa de acido formico/metanol 3:70
(v/v). Los péptidos eluidos se recogen con otro capilar con el que se introduce en el

capilar de la fuente de nano-electronebulizacion.

2.4.4 Analisis de las fracciones mediante nano-electrospray Q-
TOF

El espectrometro de masas se calibro inmediatamente antes del anélisis de muestra,
paralo que se utiliz6 glu-fibrinopéptido B. Se utilizaron dos fragmentos obtenidos por
MS/MS de glu-fibrinopéptido B: [M+H]=175,1190y 1285,5444 Da. La ionizacion se
realizo en modo positivo (ES*) en un rango de masas de 400-1700 m/z. En el cuadrupolo
(Q1), se fijo laresolucion (R = m/Am, entre dos picos) sobre 0,7+0,1 unidades de masas
(uma) y los valores para el voltaje de ionizacidn, gas cortina, posicion del spray, y el
voltaje en el multiplicador de electrones se fijaron en: 700-900V, 1,13 Lmin”, 3 mmYy
2300V, respectivamente. La adquisicion y tratamiento de datos se realizé utilizando el

programa Analyst QS (Applied Biosystems).

En los espectros de masas obtenidos a partir de proteinas digeridas con enzimas,
las masas de los péptidos conforman la «huella peptidica» de la misma, que generalmente

tienen carga +2. Los iones peptidicos doblemente cargados se seleccionaron para su
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fragmentacion mediante MS/MS, incrementando la energia de colision. Con los datos de
las masas de todos los fragmentos de los péptidos y sus abundancias, se realiz6 una
secuenciacion manual con ayuda del programa Bioanalyst™ (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE. UU).

Posteriormente, se realizé una biisqueda de las secuencias de los péptidos utilizando
una base de datos disefiada especificamente para 4dcidos nucléicos y proteinas no
identificadas (NCBI). Esta base de datos es, quiza, la més completa en la actualidad y
con mayor frecuencia de actualizacion. El motor de busqueda utilizado fue el Mascot

(http://www.matrixscience.com). La Figura 2 muestra como se realizo la busqueda.

Figura 2 Busqueda en Mascot, para la secuenciacion de proteinas.
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3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 PERFIL DE Mn OBTENIDO POR SEC-UV-ICP-MS.
PRIMERA DIMENSION

La absorbancia del detector UV se estudio a varias longitudes de onda en el rango
de 200-500 nm para obtener una respuesta Optima, se selecciond finalmente la de 232

nm. El cromatograma obtenido con la deteccion en serie UV e ICP-MS se muestra en la

Figura 3.

El perfil de fraccionamiento del manganeso presenta tres picos en los que esta
presente el elemento que detecta el sistema ICP-(ORC)-MS. Estos picos estan asociados
a moléculas con un rango de pesos moleculares: 10-7 kDa, 7000-2126 Day 2126-
1352 Da, valores que establece el calibrado previo realizado con el sistema con patrones
de masa conocida. Por su rango de pesos moleculares estas moléculas podrian ser
proteinas de bajo peso moléculas o péptidos que contengan manganeso. Sin embargo, la
confirmacion concreta de especies de este elemento no es posible con la separacion
realizada por SEC. Por ello es necesario otro método cromatografico complementario
que permita la purificacion de las fracciones obtenidas por SEC. Con este propoésito se
aplic6 una segunda separacion cromatografica basada en intercambio anionico.

mAl
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Figura 3 Separacion de compuestos de Mn por SEC-UV/ICP(OCR)MS. Linea azul
deteccion UV(232nm). Linea roja deteccion por ICP-MS (isotopo monitorizado > Mn)
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3.2 FRACCIONAMIENTO Y CUANTIFICACION DE Mn
POR IEC-UV/ICP-MS

El pico de Mn de mayor intensidad, detectado por SEC-ICP-MS, corresponde a
la fraccion de peso molecular 10-7 kDa. Este pico se aisl6 partiendo de los eluidos de
SECy se separ6 con cromatografia de intercambio anidnico con deteccion por ICP-MS

(Fig. 4).

Figura 4 Cromatograma IEC-UV/ICP-MS, de la fraccion (10-7 KDa) aislada
en SEC
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El cromatograma IEC presenta tres picos con tiempos de retencionde 1,9,4,4y
31,8 minutos. Los dos primeros picos coinciden con los tiempos de retencion del MnCl,
y €l complejo Mn-citrato, respectivamente. Aunque el pico correspondiente a MnCl,
eluye en el volumen muerto (V) de la columna y su coincidencia con el patron de este
compuesto no indica inequivocamente la presencia de la sustancia en la muestra. Por ello
esta se confirm6 monitoreando la presencia de *Mn y *Cl por ICP-MS, que origina

picos cromatograficos para ambos elementos (Fig.5).
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70 *CI
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=
=
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ICP(OCR)MS (isotopos
20
monitorizado: “Mn y ¥
Cl). Tiempo de retencion
10
1,9 min.
0

min 300

El tercer pico cromatografico no coincidi6 con ninglin estandar de Mn de los que
se disponia, por tanto este pico se aislo para su identificacion por espectrometria de

masas.

159



Capitulo IV

Por otro lado la cuantificacion de los compuestos de Mn,-identificados con los
tiempos de retencion de los estdndares, se realizd6 mediante calibracion externa,
representando la cantidad absoluta en ug Kg! frente el area de analito en IEC-ICP-MS.

Junto a los patrones de MnCl, y citrato de Mn se incluy6 uno de arginasa.

Los limites de deteccion (Tabla 3) se determinan segun el criterio de Miller &
Miller descrito en el capitulo anterior. Las curvas de calibrado son lineales desde el limite
de cuantificacion hasta 1 mg/L (volumen de inyeccion de 75 pl) para todos los analitos. La
repetibilidad (% desviacion estandar relativa, n=6) del tiempo de retencion en [CP-MS

es inferior al 1,9 % para todas las especies de Mn.

Tabla 3 Parametros de calidad del método IEC-ICP-MS

Especiede  t(min) LD/pgKg' Identificacion  Concentracién (como

Mn (t, relacionado Mn) en pgKg'
con estandar)
MnCl, 1,9 26 detectado 75
Mn-citrato 4.4 96 detectado 125
Arginasa 22,2 150 No detectado —
Pico 3% 31,8 — desconocido 65

Pico 3% Identificado posteriormente como Isocitrato dehidrogenasa por n-ESI-MS. Siendo el
tiempo de retencion (t ) y el Limite de deteccion (LD).

3.3 BALANCE DE MASAS DE Mn

Pararealizar el control de calidad del procedimiento analitico, la concentracion de
Mn se determiné en cada paso del procedimiento. La concentracion total Mn de la muestra
estudiada es de 65 pg g' (15,24 ug Mn en la alicuota utilizada). El extracto acuoso de la
muestra contiene el 71 % del total de Mn de la muestra original. La eficiencia de la
columna de SEC para Mn, es del 53 % (Mn eluido/Mn inyectado). La fraccion de mayor
abundancia de Mn (Fig.3) representa el 25 % del Mn inyectado en la columna SEC. La
eficiencia de la columna IEC para Mn es del 86 % (Mn eluido/Mn inyectado) y los picos
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cromatograficos aislados en IEC, con tiempos de retencion de 4,4 y 31,8 minutos,

contienen 0,6256 'y 0,3215 pg de Mn, respectivamente.

3.4 IDENTIFICACION DEL CITRATO DE MANGANESO
MEDIANTE DI-QqTOF

Se realizo un estudio en paralelo, con el objetivo de confirmar la presencia de Mn-
citrato en la muestra por espectrometria de masas. Para ello, el pico cromatografico
obtenido en IEC-ICP-MS, previamente identificado por el tiempo de retencion del
estandar, se analiza mediante infusion directa en un sistema QqTOF. Esta fraccion eluye
con fase movil de 10 mM NH, -acetato/acido acético a pH 6,3 que es compatible para la
ionizacion con la fuente de electronebulizacion, por lo que es posible el analisis directo sin

ningun tratamiento previo [6].

El espectro de masas n-ESI-MS (barrido completo) se muestra en la Fig. 6a. El
espectro presenta el pico base a 438 m/z, que esta relacionado con el ibn molecular
protonado del complejo Mn-citrato [Mn (C,H.O.),+ H]". El espectro MS/MS del i6n
438 m/z (Fig. 6b) confirma la existencia de este complejo en la muestra, que al fragmentarse
da lugar a un i6n producto de 246 m/z, indicando la pérdida de 191 unidades, que pueden
atribuirse a una molécula de acido citrico [C.H O.]". El i6n producto a 246 m/z indica

que la estequiometria del complejo es 1:2.
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Figura 6 (a) nano-ESI-MS del pico cromatografico (t 4,43 min.) aislado de
la separacion cromatogrdfica IEC; (b) MS/MS del pico base del espectro, 438 m/z
(Mn-citrato)

11111

3.5 IDENTIFICACION DE UNA PROTEINA DE Mn EN
LAS MUESTRAS DE PINONES

El pico desconocido que contiene Mn, eluido con tiempo de retencion de 31,8 min
en el cromatograma IEC-ICP-MS, se aisl6 y se liofilizo para su identificacion mediante
espectrometria de masas. Debido a que se trata de un compuesto de elevado peso
molecular, su identificacion se realizd en el extracto resultante tras proteolisis con tripsina.
Para ello, la fraccidon correspondiente al pico cromatografico se aislo tres veces, y los
extractos reunieron y se liofilizaron. La digestion con tripsina se realizd como se ha descrito

previamente, Apartado 2.4.3.
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La Figura 7a muestra el espectro de masas (barrido completo) de los péptidos
obtenidos después de la digestion triptica. La sensibilidad no es muy elevada debido ala

complejidad de la matriz.

Para establecer la secuencia de la proteina se fragmentaron mediante MS/MS los
iones peptidicos doblemente cargados localizados en el rango de m/z 530-572 (537,3,
537,8,560,8,560,3,571,3 y 571,8 m/z) (Fig.7b). La Figura 7c muestra el espectro MS/
MS del 16n 537,3 m/z, que se selecciono por su elevada intensidad en el espectro de

masas, en comparacion con los otros iones peptidicos doblemente cargados.

Los datos obtenidos por nano-ESI-MS y nano-ESI-MS/MS se introdujeron en el
motor de busqueda MASCOT, utilizando como base de datos (NCBI y SwissProt),

para la identificacion de proteinas.

Las secuencias obtenidas son: EATARVGVDR, REAANEGEEK vy
NGGDGAPQED, que corresponden a la proteina Isocitrato deshidrogenasa (SwissProt
N° catalogado, Q40658) con una coincidencia entre la secuencia experimental y la de

dicha proteina del 51 %.

La isocitrato deshidrogenasa, esté registrada en la base de datos como proteina
tipica del arroz (Oryza sativa). Tiene un peso molecular de aproximadamente 7.204 Da
y nunca se habia detectado en el pifion (Pinus pinea). Sin embargo, su presencia se ha

confirmado en otro fruto seco, la castafia (Castanea sativa) [24].

En este capitulo, el manganeso y la proteina isocitrato dehidrogenasa, se han
detectado por ICP-MS y ESI-MS, respectivamente, en la misma fraccion, tras aplicar un
procedimiento cromatografico bidimensional (SEC e IEC), indicando alguna posible

interaccion de ambos, la cual ha sido descrito otros autores previamente [25].
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Figura 7 (a) nano-ESI-MS del producto de la digestion triptica;(b) region
ampliada del espectro en el rango 530-560 m/z; (c) MS/MS del ion 537,3m/z para la

secuenciacion de la proteina
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4 CONCLUSIONES

El empleo de sistemas ortogonales cromatograficos, SEC e IEC, permite la
purificacion de especies de Mn, requisito imprescindible para su identificacion por
espectrometria de masas molecular. Se ha desarrollado una tercera etapa de purificacion
basada en la eliminacion de sales con una fase reversa que rellena un tubo capilar. Esta
purificacion ha mejorado la calidad del espectro de MS obtenido y por tanto ha facilitado
la identificacion de las especies de Mn. Ademas, el empleo de un detector elemental
sensible y especifico como el ICP-MS asegura la presencia de este elemento en las
fracciones obtenidas mediante SEC y, en el caso especifico del sistema I[CP-(OCR)MS,
elimina cualquier interferencia poliatdmica facilitando la deteccion de este elemento
monoisotopico. Por otro lado, el empleo de la fuente de ionizacion, nano-
electronebulizacion, permite un menor consumo de muestra, y disminuye el tiempo de
andlisis. Por ultimo, la utilizacion de espectrometros de masas de ultima generacién como,

QqTOF permite obtener la medida de masas de elevada exactitud.

Con este estudio se ha conseguido probar la asociacion de Mn -con la proteina
isocitrato dehidrogenasa en piflones, que se ha aislado mediante cromatografia
bidimensional (SEC e IEC). Los datos de cuantificacion del contenido de las especies de
Mn en pifiones se han publicado por primera vez utilizando el acoplamiento IEC-ICP-
MS.
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ESPECIACION DE SELENIO EN PATATAS
ENRIQUECIDAS CON ESTE ELEMENTO
MEDIANTE HPLC-IPC-MS.
IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES

DE SELENIO CON ESI-MS/MS.

The chemical speciation of inorganic and organoselenium compounds in food
supplements is needed to define their biological roles and cancer prevention efficiency.
This requires the development of «state of the art» hyphenated techniques. Successful
methods will allow the identification and quantification selenium species in Se enriched
food matrices and samples, which is essential to produce better and more efficient fortified

food.

In this chapter, a speciation analytical approach has been applied for the first time
to selenium species in particular potatoes grown in presence of Se-containing fertilisers

with the aim of quantifying and identifying selenium compounds in this food.
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For this purpose, reversed phased ion-pairing chromatography (RP-IP-HPLC)
coupled to ICP-MS for separation of the selenium species was employed after different
extraction procedures, based on the hydrolysis with proteolytic enzymes (which mimics
the physiological conditions in the body) or in leaching with water (which mimics food
cooking in real life). Extraction of the Se compounds from the bulk and skin potatoes in
water were achieved using accelerated solvent extraction (ASE). Identification of selenium
compounds was performed by matching the retention time with chromatographic peaks
of standards containing different selenium species. RP-HPLC-MS combination with ICP-
MS detection was used for the identification de unknown selenium species obtained from
the sample. Moreover, the verification of the presence of SeMet and SeMC in the extracts
was addressed by reversed-phase HPLC-ESI tandem MS without any pre-treatment of

the potatoes extract.
The obtained results have been described in the following article:

Vv Comparison of extraction methodologies for the determination and
identification of methyl-Se compounds in selenised potatoes using
HPLC-ICP-MS and HPLC-ESI-MS/MS. A. Arias-Borrego, E. Warburton,
H. Goenaga-Infante and J.L. Gobmez-Ariza, Anal. Bianal. Chem. (submitted).

Actualmente est4 claramente establecida la necesidad de la determinacion, no
s6lo de la cantidad total de un elemento en una muestra, sino de las distintas especies
quimicas en que se encuentra distribuido ese elemento en dicha muestra (especiacion). La
especiacion quimica permite establecer la distribucion geoquimica del elemento en el
medioambiente, su biodisponibilidad y/o toxicidad en los distintos organismos vivos y

seres humanos.
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El andlisis de especies inorgénicas y organicas en suplementos alimenticios es de
gran interés para definir rutas metabolicas y prevenir enfermedades muy extendidas. Estos
procedimientos analiticos requieren la aplicacion de técnicas analiticas de ltima generacion

para la identificacion y cuantificacion de especies elementales.

En este capitulo, se describe por primera vez un método analitico para la especiacion
de selenio en patatas cultivadas en presencia de fertilizantes que contienen Se, y que son
comercializadas en Reino Unido. El objetivo principal es identificar y cuantificar compuestos
de este elemento. Para este proposito, se han separado las especies de selenio por
cromatografia en fase reversa con pares i6nicos (RP-IP-HPLC) acoplados al detector
ICP-MS, después de aplicar diferentes procedimientos de extraccion, basados en el uso

de la hidrolisis enzimatica o bien la extraccion soluble en agua.

La extraccion soluble en agua de los compuestos de Se en la pulpa y piel de las
patatas, se llevo acabo utilizando la extraccion acelerada con disolventes (ASE). La
identificacion de los compuestos de selenio se realizo relacionando el tiempo de retencion
de los estandares de selenio. Los espectros de masas obtenidos con la fuente
electronebulizacion (ESI-MS/MS) se empled para confirmar la presencia de especies de

selenio.
Los resultados obtenidos en este capitulo se han descrito en la siguiente publicacion.

Vv Comparison of extraction methodologies for the determination and
identification of methyl-Se compounds in selenised potatoes using
HPLC-ICP-MS and HPLC-ESI-MS/MS. A. Arias-Borrego, E. Warburton,
H. Goenaga-Infante and J.L. Gobmez-Ariza, Anal. Bianal. Chem. (submitted).
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1.INTRODUCCION

El selenio (Se) es un componente fundamental en mas de 30 selenoproteinas
funcionales, es un elemento esencial para el hombre, los animales y los microorganismos
[1]. Ademas, este elemento posee un poderoso efecto protector frente a diversas
patologias. Tal es el caso de las enfermedades coronarias, en las que se ha observado una
correlacion inversa entre su desarrollo y los niveles de selenio en sangre [2]. El selenio
reduce también el dolor en los enfermos afectados por artritis reumatoide y pancreatitis
[3]. Ademas, este elemento es un potente inhibidor de la replicacion del VIH/SIDA in
vitro [4]. Se han publicado numerosos trabajos que relacionan la deficiencia de selenio
con el desarrollo de algunas enfermedades neurodegenerativas como senectud, decadencia
cognoscitiva acelerada, Alzheimer, Parkinson o ataques epilépticos en nifios [5]. Pero sin

lugar a dudas, la caracteristica mas importante del Se es su poder anticancerigeno [6, 7].

Laprincipal fuente de este elemento son los alimentos. La ingesta diaria recomendada
paraun adulto sano, segtn el Instituto Americano de Medicina «Recommended Dietary
Allowance», RDA, debe situarse en un intervalo de 55- 200 pg de Se, cuando se
sobrepasan estos valores se pueden presentar tanto estados carenciales como procesos
de intoxicacion [8]. Por otro lado, tiene especial importancia la biodisponibilidad y toxicidad
del elemento, que al igual que otros muchos metales y metaloides depende no s6lo de su
concentracion total sino también de las formas fisico-quimicas en que se encuentra. De
ahi el interés creciente por identificar y cuantificar las especies de selenio presentes en
todo tipo de matrices biologicas [9,10], siendo generalmente las especies organicas las

que presentan una mayor biodisponibilidad [8].

En los tltimos afos, debido al cardcter quimiopreventivo que tiene el selenio, se
esta utilizando como suplemento nutricional integrado en numerosos alimentos enriquecidos
en este elemento. Entre los estudios realizados, los mas destacados son en levaduras

enriquecidas en selenio, con las que se ha observado una reduccién significativa en la
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incidencia del cancer [ 11]. Otras fuentes nutricionales de Se son las nueces de Brasil que
contienen niveles muy altos (35 el pug g') de Se de forma natural [ 12]. Mas recientemente,
diversas especies vegetales del género Allium (ajo y cebolla) enriquecidas en Se también
se han investigado como suplementos dietéticos para la prevencion del cancer y las

enfermedades cardiovasculares [12].

Como consecuencia de todo lo anterior, los estudios de especiacion de selenio y la
puesta apunto de procedimientos analiticos para su determinacion en suplementos dietéticos
se ha convertido en una prioridad. Ello requiere el desarrollo de técnicas analiticas
avanzadas y procedimientos que permitan cuantificar e identificar especies de selenio en
muestras y matrices alimenticias enriquecidas, siendo la asimilacion de selenio mucho mas

efectivas que en matrices fortificadas.

En este capitulo se ha desarrollado, por primera vez, un procedimiento analitico
para estudiar la especiacion de selenio en patatas cultivadas en presencia de fertilizantes
que contienen Se, y que son comercializadas en el Reino Unido. El objetivo principal es
identificar y cuantificar los compuestos de selenio que son relevantes para la salud humana.
Para este proposito, se han separado las especies de selenio por cromatografia en fase
reversa por pares i0nicos (RP-IP-HPLC) acoplada al detector [CP-MS. Se compararon
diferentes métodos de extraccion de especies de selenio a partir de muestras solidas
considerando la eficiencia de la extraccion y la preservacion o no modificacion de especies
de selenio de interés originalmente presentes en la muestra. Se ha estudiado las posibilidades
de la hidrolisis enzimatica con proteasa (la cual reproduce las condiciones fisiologicas en
el cuerpo) para liberar compuestos unidos a proteinas como la selenometionina (SeMet).
Para compuestos de selenio «libres» o no incorporados a proteinas, como la
metilselenocisteina, se ha ensayado la extraccion con agua (SeMC). Finalmente, se ha
comprobado la extraccion de selenometionina soluble en agua empleando dos

procedimientosde extraccion alternativos: (1) uno que mimetiza la forma usual de cocinar
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la patata en el Reino Unido (ebullicion de piel y pulpa durante media hora); y (i) extraccion

acelerada con disolventes (ASE), empleando agua como extractante.

La identificacion preliminar de los compuestos de selenio se realizé por HPLC-
ICP-MS utilizando el tiempo de retencion de los estandares de selenio como referencia.
La confirmacion de la presencia de compuestos de Se detectados en las fracciones de
patata (pulpa y piel) se realizé por HPLC acoplado a ESI-MS/MS (espectrometro de
masas de triple cuadrupolo con trampa lineal e ionizacion por electronebulizacion a presion
atmosférica). Del mismo modo se utilizo esta técnica, para confirmar la presencia de
SeMety SeMC en la fraccion desconocida detectada en la piel de la patata, comparando
los resultados con los obtenidos por HPLC-ICP-MS. El tiempo de retencion de esta

fraccion no se relaciona con ninguno de los estandares utilizados en el estudio.

2. EXPERIMENTAL
2.1 ESTANDAR Y REACTIVOS

Todos los estandares de selenio, Selenato de sodio, Metilselenocisteina (SeMC),
Selenometionina (SeMet) y otras sustancias quimicas se compraron en Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EE.UU.), excepto a-glutamil-metilselenocisteina (a-glutamil-SeMC) que
fue suministrada por PharmaSe (Lubbock, TX, USA). Las disoluciones primarias de los
estandares (1mg ml ') se prepararon disolviendo el estandar correspondiente de Se en

agua ultra-pura. Estas disoluciones primarias se almacenaron a 4°C en la oscuridad [13].

Las fases moviles utilizadas en RP-IP-HPLC, se prepararon al 2% de metanol
(Fisher Scientific, Loghborough, Reino Unido) y 0,1 % de 4cido trifluoracético 6 cido
formico. En la cromatografia de intercambio anidnico, la fase movil, amonio hidrogeno

citrato es suministrada por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).
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Todos los acidos (trifluoracético, nitrico, formico) y el peroxido de hidrogeno
utilizado en las experiencias, fueron suministrados por Romil (Cambridge, Reino Unido).
Todos los reactivos empleados fueron de gran pureza y utilizados sin previa purificacion.
Las disoluciones se realizaron con agua ultra-pura (18 M&! cm) del sistema de purificacion

Elga (Elga, Marlow, Buckingham-shire, Reino Unido).

Las disoluciones primarias de Selenio (1000 mg I'"), fueron suministradas por Romil.
Para la cuantificacion del contenido de Se total se trabajé preparando disoluciones a
distintas concentraciones, diluyendo la disolucion primaria de 1000 mg 1" Se con una
disolucion de nitrico al 1% (v/v) en aguay, utilizando germanio como patron interno en la

calibracion.
2.2 PREPARACION DE MUESTRA

Las muestras de patatas se pelaron y la pulpa se cort6 en pedazos pequeinos. La
pulpay lapiel se trataron y analizaron como muestras independientes. Posteriormente,
todas las muestras se lavaron con agua ultra-pura, se liofilizaron y se molieron utilizando
un molinillo convencional. Las muestras se homogeneizaron y se almacenaron en oscuridad

a-80°C antes de que se realizara la extraccion de los compuestos de Se.
2.3 INSTRUMENTACION

El extracto acuoso de compuestos de selenio (pulpay piel) se obtuvo por extraccion
acelerada por disolvente (ASE) utilizando el sistema ASE 200 (Sunnyvale, CA, USA). El
fundamento de esta técnica, se basa en el uso de presion y temperatura elevada que
activa la lixiviacion de las especies a partir de la muestra y modifica la interaccion de la
muestra con el disolvente. Finalmente, el extracto se centrifuga con centrifuga modelo
CENTAUR 2 (Fisher Scientific, Loughborough, Leicestershire, Reino Unido). La hidrolisis
enzimatica se realizé en un horno de hibridacion Modelan HB-2 (Techne, Duxford,
Cambrige, Reino Unido) en el cual las muestras se homogenizan y la enzima actiia durante

la incubacion. El sobrenadante obtenido en la extraccion se separa por centrifugacion.
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Para la digestion acida de las muestras se utilizo un microondas modelo Multiwave
3000 (Anton Par, Graz, Austria). El liofilizador empleado fue un Super Modulyo (BOC
Edwards, Wilmington, MA, EE.UU).

La cromatografia HPLC-ICP-MS, se realiz6 en un sistema 1100 HPLC Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, EE.UU.) para la separacion cromatografica y un detector
ICP-MS Agilent, Modelo 75001 (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) con un nebulizador
concéntrico, para la deteccion elemental. El sistema HPLC estaba equipado con una

bomba cuaternaria, desgasificador, muestreador automatico y termostatizador de columna.

La separacion cromatografica RP-IP HPLC se llevo a cabo en una columna Agilent
Zorbax R -C, (250 mm x 4.6 mm diametro interno x Spm tamafio de particula). La
separacion cromatografica por intercambio anionico se realizé en una columna Hamilton
PRP-X100 (250 mm x 4.1 mm didmetro interno x 10 mm tamafio de particula) (Hamilton
Company, Reno, Nevada, USA). La columna se acopl6 directamente al nebulizador
concéntrico del ICP-MS, utilizando un tubo de PEEK (30 cm x 0.1 mm didmetro interno)

COmo conector.

Se utiliz6 El programa cromatografico Agilent Technologies ICP-MS (G1824C

Version C.01.00) para la integracion de la sefial cromatografica obtenida durante el analisis.

Para las experiencias HPLC-ESI-MS y MS/MS, se utilizaron, un espectrometro
de masas 4000 QTRAP™y un sistema 1100 HPLC Agilent Technologies (Palo Alto,
CA, EE.UU.). La adquisicion de datos se realizo con el programa ABI Analyst® software

version 1. 4.1.
2.4 PROCEDIMIENTO
2.4.1 Determinacion de Selenio total en las muestras digeridas

La determinacion de Se total en las muestras digeridas se realizé con el detector
ICP-MS, monitoreando los is6topos de 7’Se y Se, y utilizando germanio como estandar

nterno.

178



Capitulo V

Para la digestion acida se tomo una alicuota de 0,5000 g de muestra, y se realizo la
digestion en un microondas con reactores cerrados con 10 ml de lamezcla HNO,:H,0,
(50/50, v/v). El programa de potencia del microondas utilizado constaba de cinco pasos:
calentamientoa 250 W (1 min.), 250 W (2 min.) y 700 W (7,5 min.). Entre cada paso

los reactores se dejaron en reposo, para evitar sobrepresion [14, 15].

Para evaluar la calidad de la determinacion de selenio se utilizo Un material de
referencia de musculo de bacalao CRM 422 (IRMM, Geel, Bélgica) con un valor de
concentracion certificado Se de 1,63 +0,07 pug g de Se, para evaluar la exactitud del

procedimiento. Se obtuvo una recuperacion de 99 + 2 %.

2.4.2 Extraccion de los compuestos de Selenio con liquidos
presurizados

Para la extraccion de los compuestos de selenio se pesaron exactamente 0,2000 g
de pulpay 0,3000 g de piel y se introdujeron en las celdas de extraccion ASE (11 ml), las
cuales se cargaron previamente con un material inerte adsorbente (hydromatrix®), con
objeto de no dispersar la muestra. Para evitar la posible salida de la parte de relleno de la
celda, se dispusieron dos filtros de vidrio (GF/B, Whatman) uno en la parte inferior y otro
en la parte superior. El disolvente utilizado en la extraccion fue 0,1mM fenil-metil-sulfonil-
fluoruro (PMSF) y 0,01 % ditiotreitol (DTT) en agua. El proceso de extraccion se repitid

dos veces en ciclos de 5 mina 100°C y a 1500 psi.
El1 DTT se us6 como antioxidante y PMSF como inhibidor de la proteasa [16].

Después de la extraccion, las celdas se purgaron con nitrdgeno durante 200 segundos
para facilitar la completa recuperacion en la extraccion. Este procedimiento se repiti6 dos
veces, utilizando cada vez disolvente nuevo (dos extracciones por cada muestra durante
25 min).

Para determinar el Se total, se diluy6 el extracto obtenido en una proporcion 1:100
y se analiz6 por ICP-MS. Para el analisis de especies de Se, el extracto se filtrd justo

antes de su inyeccion en la columna HPLC, con filtros de 0,45 um de acetato de celulosa.
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2.4.3 Hidrolisis enzimatica

Se afiadieron 40 mg de proteasa y 20 mg de lipasa en 5 ml del tampdn Tris-HCl a
30 mM (pH 7,5), mezclandose con 0,4000 g de muestra (piel y pulpa). La incubacion se

realizo a 37 °C en oscuridad durante 16 horas.

Durante la enzimolisis, la muestra se mezcld constantemente con las enzimas en el
interior de un incubador. Posteriormente, la muestra hidrolizada se centrifug6 a 3000 rpm
durante 30 min y el sobrenadante se filtro, utilizando filtros de 0,45 um de acetato de
celulosa, y se almacend en el congelador a -20 °C durante no mas de tres semanas. A
continuacion, se realizaron las diluciones apropiadas del extracto obtenido para llevar

acabo el andlisis de Se total y de especiacion
2.4.4 Especiacion de selenio por HPLC-ICP-MS

Laseparacion y elucion de los diferentes compuestos de selenio se realizé por RP-
HPLC-ICP-MS a un flujo de 0,9 ml min™, utilizando una fase movil con un 2 % de
metanol y 0,1 % de acido trifluoracético (TFA) en agua, en modo isocratico y con un
volumen de inyeccion de 100 pl. Las condiciones de medida se indican en la Tabla 1. La
cuantificacion de SeMet y SeMC en los extractos de patata se llevd a cabo mediante RP-
HPLC acoplado en linea con el detector ICP-MS. La calibracion se llevo acabo por

adicion estandar, fortificando a tres niveles de concentracion.

La cuantificacion de selenato no retenido en la columna de fase reversa en el extracto
enzimatico de patata se llevo a cabo utilizando cromatografia liquida de intercambio aniénico
acoplada al ICP-MS (Tabla 1). La fase movil utilizada fue de amonio hidrogeno citrato
(5 mM) apH 5,9 empleando un flujo de 0,9 ml min™'. La calibracion se llevo acabo por

adicion estandar, fortificando a tres niveles de concentracion.
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Laidentificacion preliminar de picos detectados (en piel y pulpa) por HPLC-ICP-

MS se llevo a cabo relacionando los tiempos de retencion con los estandares utilizados.

Tabla 1 Condiciones instrumentales utilizadas en HPLC-ICP-MS

Condiciones instrumentales ICP-MS

Potencia RF 1200

Distancia al cono de muestreo 8,0

Flujo del gas plasmdégeno 15 1 min™

Flujo del gas auxiliar 0,29 I min™
Flujo del gas nebulizador 0.89 I min™
Tiempo de permanencia 0,1 s por is6topo
S/C Temperatura 2°C

Is6topos monitoreados 7 Se, 82Ge

Condiciones instrumentales RP-IP-HPLC acoplado a ICP-MS

Columna Zorbax Rx-Cg (250 mm x 4.6 mm
id. x S5pum)

Fase movil 0,1% acido TFA, 2% (v/v) MeOH

Flujo 0,9 ml min™

Volumen de Inyeccion 50 pul

Condiciones instrumentales para el intercambio anionico HPLC-ICP-

MS

Columna Hamilton PRP-X100 (250 x 4.6
mm, 5 pm)

Fase movil Amonio hidrogeno citrato de (5
mM)apHS5.9

Flujo 0,9 ml min™

Volumen de inyeccién 50 pl

2.4.5 Fraccionamiento y liofilizacion, de la fraccion
desconocida

En la piel de la patata se obtuvo un pico cromatografico de Se cuyo tiempo de
retencion (16,7 min) no coincide con ninguno de los dos estdndares inyectados (SeMC'y
SeMet). Esta fraccion se aislo desde 16,4 a 17,2 minutos. El fraccionamiento se repitid
17 veces aunque en viales diferentes. Posteriormente se liofilizaron y se homogeneizo el
«poolyresultante. La muestra liofilizada se disolvi6 con 100ul de agua ultra-pura antes del
analisis por RP-IP HPLC-ESI-MS/MS.
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2.4.6 Anadlisis por RP-IP HPLC-ESI-MS/MS

Para los experimentos HPLC-ESIMS/MS, se utilizaron un espectrometro de masas
4000 QTRAP™ (ABI/MDS Sciex) y un sistema 1100 HPLC Agilent Technologies.

La separacion y deteccion por RP-HPLC-ICP-MS se realiz6 con un flujo de 0,5
ml min™ utilizando una fase movil de metanol al 2 % y acido formico al 0,1 % en agua
(compatible con la fuente de ionizacion ESI) [16]. La separacion se realizé en modo
isocratico con un volumen de inyeccion de 100 pl, conectado directamente con la fuente
electronebulizacion, como interfase se utilizé un tubo de PEEK (50 cm x 0,1 mm didmetro

interno).

En los espectros de masas, los espectros de iones producto se adquirieron en el
modo «disociacion inducida por colision» (CID) para todos aquellos iones que contenian
selenio, tomando como modelo isotdpico caracteristico del Se el observado con el pico
cromatografico de Se de una disolucion estandar de SeMet (m/z 198) y SeMC (m/z
184). La confirmacion de la presencia de SeMet y SeMC, se realiz6 en base al tiempo de
retencidon cromatografico mientras se operaba con el espectro de MS en el modo
«monitorizacion de la reaccion seleccionada» (SRM). Este es el modo mads sensible ya
que solo se detectan transiciones especificas del i6n precursor a los iones fragmentos mas
abundantes obtenidos por CID. La adquisicion y tratamiento de datos, se generaron

utilizando el programa ABI Analyst® version 1.4.1.

Los parametros instrumentales 6ptimos para las medidas ESIMS/MS en linea con

HPLC son los siguientes:

* Voltaje del capilar: 3.2 kV

* Temperatura: 700 grados centigrado
* Gas de nebulizacion: 80 psi

* Gas cortina: 35 psi

* Potencial declustering (DP): 30 V

* Energia de colision: 24 eV

* Gas de colision: nitrogeno
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3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EVALUACION DE Se TOTAL (DIGESTION CON
MICROONDAS)

La cuantificacion de Se total por ICP-MS después de una digestion asistida por
microondas con una mezcla de HNO,-H, O, (seccioén2.4.1.) (Tabla 2), muestra que el
contenido de Se total en la piel de la patata es mucho mayor que en la pulpa. Sin embargo,
el porcentaje de selenio organico (SeMet) es mayor en la pulpa que en la piel como se
muestra en la Tabla 2. Esto puede atribuirse a la presencia en la piel de especies organicas
de selenio «desconocidasy a priori, que no estan relacionadas con ningin estandar utilizado
en el estudio, por lo cudl no pueden ser cuantificadas. También la concentracion de selenio

norganico (selenato) es mayor en la piel que en la pulpa.

Tabla 2 Resultados (en base a peso seco de muestra) de Se total y andlisis de

especiacion en patatas. La media y desviaciopgstgndar se c./cwlgion para isaiiet (como Se)

(ngg") (ngg")
Picl 1990 = 40 42020 (21%)
Pulpa 670 + 20 490 + 30 (73%)

3.2 EVALUACION DEL EXTRACTO ACUOSO

Se compararon dos procedimientos de extraccion en términos de recuperacion de
Se total y SeMet, tanto en la piel como en la pulpa. El primero, se bas6 en un procedimiento
muy simple que reproduce el tratamiento culinario de este alimento en el Reino Unido,
generalmente hirviéndolo con agua, se pesa exactamente 0,2000 g de piel y 0,3000 g de
pulpay se hierven en 30 ml de agua durante 30 min. El segundo procedimiento utiliza una

técnica mucho mas sofisticada y precisa, el uso de la extraccion acelerada con disolventes
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(ASE), empleando agua con 0,1mM fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) y 0,01 %
ditiotreitol (DTT) (seccion 2.4.2). Este método es una técnica de alto rendimiento de
operacion, que permite su automatizacion, y que esta especialmente indicado utilizado
para la extraccion de muestras solidas y matrices semisolidas. Permite ademas, el uso de
disolventes a elevadas temperaturas y presiones, y una importante reduccion de la muestra
reducida. En relacion al presente estudio puede citarse el empleo para la extraccion de

compuestos de Se en levaduras [16].

Ambos procedimientos muestran resultados muy semejantes (Tabla 3), con
diferencias de concentracion de las especies de Se en pulpa y piel. Ademas, los niveles de
selenio obtenidos en la extraccion son inferiores, en un 59% y 41%, del Se total evaluado
previamente en pulpa y piel, como puede comprobarse al comparar las Tablas 2 y 3. Por
otro lado, el selenio extraido, unido a la SeMet representa solo el 48% y 9% del Se total
como SeMet, respectivamente. Es interesante el hecho de que el 42% de la SeMet presente
el la piel de la patata puede extraerse con agua. El porcentaje de SeMet que se extrae en

agua de la pulpa es ain mayor (aproximadamente 65% del contenido de SeMet total).

Como puede observarse, los resultados obtenidos en ambos procedimientos de
extraccion son idénticos. Sin embargo, la técnica ASE es mas eficiente respecto la

purificacion de la muestra para el estudio de especiacion.

Tabla 3 Concentracion (en base a peso seco de muestra) de Se total y de
SeMet (ng g') extraidos en agua de patatas enriquecidas. La media y la desviacion

estandar se calcularon para n=3

Concentracion de Se total Concentracion de selenometionina
(SeMet) (como Se)
Muestra Agua hervida ASE Agua hervida ASE
patata (ng g (ngg™ (ngg") (ngg™)
Piel 814,1 £25.4 815,3 +£23.8 176,1 £ 7.5 183,1+7.3
Pulpa 3979+ 15.9 402,0£12,9 321,4+12.8 321,7+ 154
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LaFigura 1 indica el perfil de elucion de Se (en piel y pulpa de la patata), obtenido
por RP-IP-HPLC-ICPMS para la primera extraccion realizada por ASE (a 100°C durante

25 min). Se realiz6 una segunda extraccion con ASE, recuperando tan s6lo un 10%

respecto de la primera. A pesar de este porcentaje de Se tan bajo en el segundo extracto,

los dos extractos se mezclaron para la cuantificacion por ASE.

Las especies de selenio (Fig.1) son identificadas tentativamente por RP-IP-HPLC-

ICP-MS en relacion a los tiempos de retencion de los estandares estudiados, siendo los

tiempos de retencion los siguientes: SeMC (¢ =6,7 min) y SeMet (t =11,6 min) [16]. El

extracto parece contener SeMC y SeMet.

Figura 1 Cromatograma RP-IP HPLC-ICPMS %Se de la extraccion acuosa

en la piel y pulpa de la patata
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La especiacion se destaca porque, el compuesto organico principal tanto en la piel

como en la pulpa, es 1a SeMet (Fig.1). Este compuesto tiene especial importancia, porque

existen evidencias de que el consumo de alimentos enriquecidos en selenio (ej. trigo),
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contiene este elemento de forma mayoritaria como SeMet, que resulta ser una forma
quimica muy efectiva para reducir la probabilidad de aparicion de tumores de colon [17].
En general, todas las especies metiladas de selenio de bajo peso molecular, son las que
presentan una mayor actividad quimiopreventiva. La metilselenocisteina (SeMC), es otro
de los compuestos de selenio que presenta mayor actividad anticancerigena [18]. La
Figura 1, muestra la presencia de este compuesto en la piel pero no en la pulpa, en el

extracto soluble de este alimento.

El cromatograma obtenido en el extracto de piel de patata, también revela la
presencia de un compuesto de Se «desconocidoy, con un tiempo de retencion de 16,7
min. Con el objetivo de establecer la identidad de este compuesto, se afiadio al extracto
el estandar peptidico a-glutamil-SeMC (97,3% pureza) y la disolucion resultante se
analizé por RP-IP-HPLC-ICPMS (Fig.2). Existen publicaciones previas [16], que

demuestran la presencia de esta especie en alimentos con suplementos de selenio.

Figura 2 Cromatograma RP-IP-HPLC-ICPMS %Se, en el extracto acuoso de

la piel junto con el estandar peptidico a-glutamil-SeMC
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El cromatograma obteniendo sugiere que el compuesto de Se «desconocido»
obtenido en el extracto soluble de la piel de la patata, no se trata del péptido a-glutamil-
SeMC (¢t =19,9 min). Por lo que se aislo este pico cromatografico (seccion 2.4.5) para

realizar un estudio mas exhaustivo por espectrometria de masas.
3.3 EVALUACION DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA

Uno de los métodos mas efectivos de extraccion de compuestos de Se en muestras
biologicas es la hidrolisis enzimatica, utilizando Pronasa XIV, este método ya ha sido
propuesto en el estudio de especiacion de Se en levaduras [16]. Esta enzima permite
romper los enlaces peptidicos liberando selenoaminoacidos (mayoritariamente SeMet) y

selenio inorganico.

El uso de enzimas proteoliticas (Pronasa) para la liberacion de especies reproduce
las condiciones fisiologicas en el intestino humano [16] y permite aumentar el campo de

extraccion, liberando Se incorporado a proteinas.

En este capitulo la enzimolisis se realizo en la piel y la pulpa de la patata (seccion
2.4.3)y se analiz6 por RP-IP-HPLC-ICPMS. La Figura 3 muestra el perfil cromatografico
obtenido en la extraccion enzimatica de la piel y la pulpa. Los resultados conseguidos
verifican los obtenidos con la extraccion soluble. La SeMet sigue siendo el compuesto
mayoritario en la patata. Por otro lado, con este procedimiento, es posible detectar la
presencia de SeMC en la pulpa y se confirma la existencia del compuesto de Se
«desconocidoy en la piel. Sin embargo, en esta ocasion el procedimiento no aporta mas
informacion, teniendo en cuenta que hay un 44 %y 65 % de SeMet en piel y pulpa,
respectivamente, que se ha extraido de la fraccion soluble en agua, por lo que mas de la

mitad de este selenoaminoacido no esta incorporado a proteinas.
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Figura 3 Cromatograma RP-IP HPLC-ICPMS *Se de la extraccion enzimdtica,
en la piel (a) y pulpa (b) de la patata. A la derecha de la figura se muestra el eje Y
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3.4 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS DE Se POR
HPLC-ESI-MS/MS

3.4.1 Identificacion del compuesto mayoritario (SeMet) en
patatas enriquecidas en Se

Se utilizé La combinacion de una cromatografia de pares iénicos en linea con ESI-
MS/MS, para obtener una identificacioén inequivoca de los picos cromatograficos que
contienen selenio. Para ello se empled la columna Zorbax Rx-C8 (250 mm x 4.6 mm i.d.
X 5pm) (seccidn 2.4.6), que se acoplo directamente al detector ESI-MS/MS en modo
SRM.

Las transiciones especificas del i0n precursor a iones productos (obtenidos por
disociacion inducida por colision) se seleccionan para ser supervisadas por MS/MS, en
base a los iones productos obtenidos con el estdndar de SeMet, tal como se ha descrito

en publicaciones previas [16]. El i6n precursor de la SeMet se encuentra protonado
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([M+H]"i6n* Se), y se observa a 198 m/z. Después de aplicar la «disociacion inducida
por colision» (CID), los iones producto observados son: 181 m/z (pérdida de OH), 152
(pérdida de CO y H,0), 135 (pérdida de NH,, H,O y CO), 109 (formacion del i6n
fragmentado CH,SeCH,") y 102 (formacion del fragmentado
NH,CH(COOH)CH,CH,").

Este método permite la deteccion molecular en linea con la fraccion cromatografica,
sin la necesidad de dividir el flujo (split). Ello mejora la capacidad de deteccion para
identificar las especies de selenio en muestras con matrices verdaderamente complejas,

como es el caso investigado en este capitulo.

La Figura 4 muestra el SRMs obtenido para las transiciones mas abundantes 198
m/z> 181 m/zy 198 m/z> 109 m/z, para la disolucion estandar de SeMet (Figura 4a) y
para el extracto acuosa de la patata (Figura 4b), lo cual ocurre al tiempo de retencion de
la SeMet (11,6 min). De igual forma se procedi6 con la extraccion obtenida mediante

hidrdlisis enzimatica (Fig.5)

Figura 4 Cromatograma RP HPLC-ESI-MS/MS (SRMs de dos transiciones):

(a) estandar SeMet, (b) extracto acuoso en la patata
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Figura 5 Cromatograma RP HPLC-ESI-MS/MS (SRMs de dos transiciones):

(a) estandar Semen; (b) extracto enzimatico en la patata
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La abundancia relativa obtenida en las dos transiciones en los dos extractos de la
patata, se relacionaron comparativamente con el estandar, admitiendo un +4% de diferencia
(100*area pico m/z en extracto/area pico m/z en estandar). Esto se considera, una prueba

de identidad de SeMet en los extractos.
3.4.2 Verificacion de la fraccion desconocida

El pico del compuesto de Se «desconocido» (tr=16,7 min), se aislod y se tratd

especificamente como se ha descrito en la seccion 2.4.5, antes de su estudio.

Una vez realizado el «pool», se inyectaron 20ul al sistema IP-HPLC-ICP-MS con
un flujo de 0,5 ml min’, utilizando las mismas condiciones cromatograficas desarrolladas

en HPLC-ESI-MS/MS.

La Figura 6 muestra el perfil cromatografico obtenido por HPLC-ICP-MS para la

fraccion desconocida, revelando una posible degradacion fruto de algun proceso de

190



Capitulo V

oxidacion del compuesto, dando lugar dos subproductos (SeMet y SeMC). El nuevo
tiempo de retencion en el cual aparecen los compuestos de interés, se comprobaron por
comparacion con los tiempos de retencion de los estdndares. Adicionalmente, se realizo

un estudio por espectrometria de masas por ESI-MS/MS en modo SRM.

Figura 6 Cromatograma RP HPLC-ICP-MS; Linea negra corresponde al perfil
obtenido con la fraccion recogida y la linea verde al perfil obtenido en la extraccion

acuosa en la piel
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La Figura 7 muestra el SRMs obtenido para las transiciones; 198 m/z> 181 m/zy
198 m/z> 109 m/z para la disolucion estandar de SeMet (Figura 4a). Las transiciones
mas abundantes 184 m/z> 167 m/zy 184 m/z> 95 m/z para la disolucion estandar de
SeMC (Figura 7a) y para la fraccion recogida (Figura 7b), lo cual ocurre a un tiempo de
retencion de SeMet (11,6 min) y SMC (6,7 min). Estos resultados sugieren que SeMet
y SeMC estan presentes en la fraccion desconocida, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos por IP-HPLC-ICP-MS.
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Figura 7 Cromatograma RP HPLC-ESI-MS/MS (SRMs de dos transiciones,
en el estandar SeMet y SeMC, en la fraccion recogida
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4. CONCLUSIONES

El acoplamiento en linea de la cromatografia en fase reversa con ICP-MS y
electronebulizacion con espectrometria de MS en tandem, hace posible la cuantificacion
e identificacion de SeMet (como especie mayoritaria) y SeMC (como especie minoritaria)
en patatas enriquecidas en selenio. Este alimento esta siendo comercializado en la actualidad

en el Reino Unido como suplemento alimenticio en selenio.
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La especiacion revela claras diferencias entre la piel y la pulpa de la patata,
identificandose un alto porcentaje de SeMet (principalmente incorporada en proteinas), y
bajo porcentaje de selenato (selenio inorganico toxico) en la pulpa en comparacion con la

piel.

Por ultimo, se ha detectado en la piel una especie de selenio desconocida (minoritaria)
relacionada con la SeMet y la SeMC, siendo necesario continuar en estudios futuros el
desarrollo de métodos para la identificacion de este compuesto, con ayuda de

procedimientos de purificacion muy eficientes para matrices reales y complejas.
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CONCLUSIONES

The results obtained in this study can be summarized in the following general

conclusions:

1.

The use of both instrumental systems ESI-QqTOF and APPI-QqTOF
represents a good alternative for edible oils fingerprinting. These couplings
involving powerful ionization sources and highly discriminant mass analyzers,
namely QqTOF-MS, provide a high resolution for multi-component matrices
such as vegetable oils. These instrumental systems enable a very simple sample
handling and high sample throughput, because no chromatographic separation

is required.

The QqTOF system allows the unequivocal identification of the compounds
on the basis of exact mass measurement. In addition, the method is rapid,
reliable and precise. The equipment is robust, with low the maintenance and

allows information-rich mass spectra.
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ESI and APPI sources are complementary on the basis of the higher sensitivity
of ESI for triacylglycerols and APPI for monoacyl- and diacylglycerol fragment
ions. Reproducibility of the analysis is very high but APPI provides better
results. In addition, some fragments such as [R. CO-H,OJ", corresponding to

the lost of water from the acylium ion only can be detected by APPI-MS.

Both ESI- and APPI-QqTOF can be used for olive oil adulteration diagnosis,
because the discrimination from commonly used adulterants is allowed. The
PCA of olive oil allows a safe evaluation of authenticity and provides a precise
classification of other edible oils and their mixtures. The application of LDA
verifies methods reproducibility, especially with the APPI source, and gives

additional evidences of the presence of adulterants.

The multielemental fractionation in pine nuts from P. pinea allows a good
discrimination between samples from different geographic origins. The use of
SEC-UV-ICP-MS represents a powerful tool to distinguish them using the
fractionation patterns of elements. Two chemical descriptors, multielemental
fractionation and total metal concentration in pine nuts can be used to survey
samples from different geographic origins, which have been confirmed by
applying unsupervised pattern recognition techniques to samples from a number
of areas from Spain and Portugal. However, the best choice to survey pine
nuts provenance is the combined use of the total elements concentration and

their multielemental fractionation profiles.

The analyzed elements (Mn, Ni, Cuy Zn) are associated to LMW fractions,
indicating the possible linkage of these elements to proteins. Manganese is the
most abundant element in these samples, for this reason this element is studied
separately. Results obtained show that this element explains a higher percentage
of the total variance in the PCA. Therefore, the use of Min as chemical descriptor

is enough to survey the provenance of the samples and represent a simpler
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alternative, although better results are obtained when all the elements are

considered.

Advances in analytical methodology for speciation of manganese in pine nuts
are developed. The approach was based on the use of orthogonal
chromatographic systems namely size exclusion chromatography of the extracts

and ion exchange separation of the fractions collected by the previous column.

The use of orthogonal chromatographic systems, SEC and IEC, allows the
purification of Mn species, which is mandatory for molecular mass spectrometry

identification.

A third purification step based on a reversed phase desalting onto a nano

capillary is developed to improve the identification of these species.

The use of a sensitive elemental specific detector as ICP-MS for Mn elution
monitoring ensures the presence of this element in SEC fractions and, when an

octopole reaction cell is used, any polyatomic interference is eliminated.

The use of the nanoelectrospray probe allows low sample consumption,
permitting the fragmentation of all the ion in the mass spectra, and an accurate

mass measurement is attained by means of TOF-MS.

The approach applied (SEC/IEC-ICP-MS with ESI-MS/MS) allows the
identification of manganese and dehydrogenase, in the same fraction after two-
dimensional SEC plus IEC chromatography. Quantification data of some Mn
containing species in pine nuts are reported for the first time by using [EC-
ICP-MS.

The selenium (Se) composition of white British potatoes grown in the presence
of Se-containing fertilisers has been studied by high performance liquid
chromatography (reverse phase ion pairing and anion-exchange) combined

with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)
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14. The combination of reversed-phase ion-pair chromatography with ICP-MS
and electrospray tandem MS detectors allow identification of SeMet ant SeMC

in food supplements.

15. Preliminary identification of Se-methionine (SeMet) and Se-methyl-Se-cysteine
(SeMC) (thought to have beneficial health effects) and of toxic species such as

selenate, in potato skin and bulk has been achieved.

16. The speciation data reveal clear differences between potatoe skin and bulk; a
higher percentage of SeMet and a lower percentage of selenate can be found

in potatoe bulk in comparison with skin.

17. ASE is more efficient than boiling with respect to sample clean-up for speciation
analysis. Both methods led to losses of about 59 and 41% of total Se from

bulk and skin, respectively, owing to leaching with water.

18. This approach permit detects unknown Se species in extracts of skin.
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A partir de los resultados obtenidos en los estudios realizados que se recopilan en

esta memoria se pueden extraer las siguientes conclusiones generales:

1.

Se han desarrollado métodos rapidos para la autentificacion del aceite de
oliva mediante espectrometria de masas, con el uso de fuentes de ionizacion

(ESI'y APPI) acopladas a cuadrupolo-tiempo-de vuelo QqTOF.

Las fuentes de ionizacion ESI'y APPI acopladas al sistema QqTOF constituye
una buena alternativa para obtener espectros de masas que podemos considerar

«huellas dactilaresy» de los distintos aceites comestibles estudiados.

Estos sistemas instrumentales (ESI-QqTOF y APPI-QqTOF) permiten un
tratamiento de muestra muy simple al no requerir separacion cromatografica

previa y un tiempo de andlisis muy corto (1 minuto por muestra).

Las fuentes ESI y APPI aportan informacion analitica complementaria. ESI es
una fuente de ionizacidn que ofrece gran sensibilidad en la deteccion de aductos
de los TAGs (compuestos mayoritarios), mientras la APPI facilita informacion

valiosa de los patrones de fragmentacion.

Se han aplicado herramientas estadisticas, como el ACP, que permite una
evaluacion inequivoca de la autenticidad del aceite de oliva y proporciona una
clasificacion precisa de otros aceites comestibles y sus mezclas. El uso de
LDA verifica la repetibilidad del método, sobre todo con la fuente APPI, y

proporciona pruebas adicionales de la presencia de adulteraciones.

Se ha desarrollado un procedimiento para la extraccion de metalobiomoléculas
apartir de los pifiones (Pinus pinea) y la separacion posterior de las fracciones
que contienen biomoléculas unidas a metales mediante el acoplamiento SEC-

UV-ICP-MS.
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Se han estudiado muestras de pifiones de tres localizaciones en ocho regiones
forestales diferentes de la peninsula Ibérica que constituyen las areas de mayor
produccion de este fruto en Espafia y Portugal, o que representa un total de

24 muestras.

Se ha comprobado que los elementos (Mn, Ni, Cuy Zn), con gran importancia
metabolica, estan estrechamente relacionados con biomoléculas de distinto
tamafo molecular. La aplicacion del sistema SEC-UV-ICP-MS a las muestras
revela la presencia de perfiles cromatograficos diferentes en funcion de la

procedencia de las muestras.

Se han identificado cuatro descriptores quimicos que permiten la clasificacion
de las diversas muestras en funcion de su procedencia. (1) las concentraciones
de elementos; (i1) las abundancias relativas en los perfiles SEC-ICP-MS; (ii1)
la concentracién de manganeso en las muestras; y (iv) Las abundancias relativas

de las especies de manganeso en las muestras.

Se han estudiado estadisticamente los resultados obtenidos mediante el
acoplamiento SEC-UV-ICP-MS, permitiendo distinguir la procedencia de
pifiones (Pinus pinea). En lamayoria de las muestras analizadas, los elementos
estan unidos a especies de bajo peso molecular (LMW), lo que indica que

podrian tratarse de proteinas de bajo peso molecular o péptidos.

La abundancia relativa de las especies de elementos en los perfiles
cromatograficos obtenidos mediante SEC-ICP-MS en combinacién con la
concentracion de Mn, Ni, Cu y Zn, es el mejor descriptor quimico para

discriminar muestras de origenes geograficos diferentes.

El Mn es el elemento mas abundante en las muestras estudiadas y el uso de

este elemento como descriptor quimico permite alcanzar resultados muy
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valiosos. Lograndose un método rapido y simple para establecer el origen
geografico. No obstante, los resultados son superiores al considerar todos los

demas elementos en el andlisis estadistico por ACP.

Se han desarrollado métodos de especiacion de manganeso en pifiones por
cromatografia bidimensional con deteccion UV/ICP-MS, e identificacion

mediante espectrometria de masas.

El empleo de sistemas ortogonales cromatograficos, SEC e IEC, permite la
separacion de especies de Mn, lo cual es imprescindible para la identificacion

por espectrometria de masas molecular.

Se ha desarrollado un procedimiento de purificacion, basado en la eliminacion
de sales con fase reversa en un capilar, lo cual ha mejorado la calidad del
espectro de MS obtenido y por tanto ha facilitado la identificacion de las

especies de Mn.

Se han utilizado detectores elementales muy sensibles y especificos, como el
ICP-MS, que asegura la presencia de este elemento en las fracciones obtenidas
mediante SEC'y, en el caso especifico del sistema ICP-(OCR)MS, se elimina
cualquier interferencia poliatdmica facilitando la deteccion de este elemento
monoisotdpico. Por otro lado, se han empleado una fuente de nanonebulizacion
para lograr la ionizacion de las muestras, de esta forma se reduce

considerablemente el consumo de muestra, y disminuye el tiempo de andlisis.

Se han utilizacion espectrometros de masas de ultima generaciéon como,

QqTOF, que permite obtener la medida de masas de elevada exactitud

Se ha demostrado la asociacion de Min con la proteina isocitrato dehidrogenasa

en pifiones, después de una cromatografia bidimensional (SEC e IEC).
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Se ha desarrollado un método de especiacion de selenio en suplementos
alimenticios (patatas enriquecidas con selenio) por HPLC-ICP-MS con
identificacion por ESI-MS/MS. El acoplamiento en linea de la cromatografia
de fase reversa con ICP-MS y ESI-MS en tandem, hace posible la
cuantificacion e identificacion de SeMet y SeMC en patatas enriquecidas en

selenio, que estan siendo comercializadas en Reino Unido.

Se han identificado grandes diferencias entre la piel y la pulpa de la patata,
encontrandose un alto porcentaje de SeMet (principalmente incorporada a
proteinas) y bajo porcentaje de selenato (selenio inorgéanico, el cual es toxico)

en la pulpa en comparacion con la piel.

Se ha identificado una especie de selenio desconocida (minoritaria) en la piel
de la patata, demostrandose su estrecha relacién con SeMet y SeMC, siendo
necesario continuar en estudios futuros el desarrollo de métodos para la
identificacion de este compuesto, con ayuda de procedimientos de purificacion

de alto nivel de eficiencia para matrices reales y complejas.

206



ANEXO0S






Anexos

A MDY CORMLTACATIONS [N Mass SPECTHOMETRY
Knyud Connm: Maes Specirons. A0 3k 11H1- 1
Futtichal mling in Wilsy T im L3

w LN OCIEE romm 24T

Use of flow injection atmospheric pressure
photoionization quadrupole time-of-flight mass
spectrometry for fast olive oil fingerprinting

J. L. Gomez-Ariza®, A. Arias-Borrego and T. Garcia-Barrara
Diapeiriarsoamia de Dubrica y Chancias de ks Masrales, Faoutad da Sanckss Experimantabes, Linssrskdad de Huwva, Camges da B Gaimman,
RIT Husbm, Spain

Buvrived |7 Dovembyr 2005: Bivised 10 Folriiary 306 Agcopind 1L Febria sy 206G

The recenlly infroduced fechniqe:s of an simospheric pressare pholobenlzation IAFFIF source
coupled o quadrupale time-of-Akght mass spectrometry (0q TOFMS) has been applied o fast olive
mil fingerpristing on the basis of the scsursle mass. ined with this @

Hon. The kay &5 can ba ol weind as [M+HHT Ipreduced by pratun bransden or as W)+
by charge irasalesh jons in the mass spedira [M4H]® jons, howeves, show higher shusdance,
especlally for iracylglycerads, Diber lons present in AFPEMS are the scvllom bon [RAOO0] and
IR CO-HH . This latter don ks absent in the electrospray konization (ESD-MS spectra, and this
represenis valuabde complementany information, Several oitical parametens im the AFP| sowree were
optimiced smch as LT eluent compamition, o spray volbage snd, sspecially, deslestering potential,
APPL-DgTOFMS allows wasy discriminafion among dillerend edible oils: olive, exlea vingin alive,
alive-pomace, hazeln, sunflower, com and several mixed olks, with high throughpul lapprosis
mately 1 min per samplel. Cluster analysis was applied to obdain the best experimental coaditions for
wil discrimimation on the basis of declustering patemtial. Frincipal compenents analyses of these

manka

APFEAMS apectra shanw that the sppmech can be wsed for shedies of olive oil adulteration with

wiher sdls, #ven in the case of | |

il thad

Copyright 1 2008 John Wilsy & Sos, Lud,

Food quality comerol and suthenbicity are of greal eoosam| o
and social rportamce for food producers and consumers.
Authentloty studies Relp bo guaranies ihe quality of leod
prodiicts, preventing bolh the ovispaymend caisal by
anduliveation ard consumens. being mislod o o nesah of
arnbag s oo dmproper produec kibeling.” Olive oil & omeof

hibits a high chemical similarity wills olive oil

prmnlysis-rass spectrometry,” TOckar magnetic Teonae
ML Baman spectrscopy,” gas chromalography mass
specinmmetry 10 M and direct hiewd space mass spedine
meedry [HS-MSL" These wechnbqes ane now baing almies
iotally replaced by high-perormesoe lquid chnomaioges
phy HPLC) wad capillisy ebiinogbuonesis SCE} couphal 1o

P mesk imporsiil add hwr Wliad dict M5 in oosslsinadios wilhs eiiber sdocunes pray lonizaiion (ES
et Lo b potenkial hisalth Isenpgies” Dlive oil s paricularly o ik I thimnical k Hash CAPTIL™
vnpvmive amd this sy prosemt the oppetessy e A } i Emicatum UAPTTD has Ewwn

priduces & slulvmie # with chesper vogeiable cle of

necumily .|.nh1|dull.1.l|.| by EI:MHr amil Evans fur non-pular

By cpaality. This s entacal | the hemlihy pny
of alnw ol e stremgly relaled o i compesition, e the
brvuls of tnacylgheoerols {TAGS! have bean established s am
mafcator of the quality and purity of fwes and mils.* Fuor this
s (hee compouneds are considersd I b poed
firguerprins for the debection of sdulleration® Rapid and
refitle amalytical provedimes for the mersurements of TAGS
are therefore pecessary o gssure the qualty of this food,
A mmber of anafytical bec b have been proposed for
Ehet bt aniibaendicalion ol the gaility of olive ol such &=

*Cerrempendoner o | LG (&’ e Cuimes
¥ Chercras dur ks Masoriales, Faculbml b Tl Expustrmam-
Lhes, Universiadod e Huelva, Cannpes de E1 Camien, 21000
Huoeha, Spadn.
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o b g i thes analysis by M5 This soance
represenis gn allormative o APC] and BSI =1 The o
ey msed masa gnalyrers for this papose ape gquadrupale,
o trap s Beva-of-Highl as well a5 tandes mess smalypers
with higher meslution, especislfy, rpke-quadnpoele and
qradrnpole temend-light $qTOF™ The B8 soarce s
satable lor polarcompound s efther in positive and negative
sonlzation modes producing fons for protmmated or depro-
tmaied motecules with lile frgmentation. [onlzation of
kvwer polarity o s s beter perd d by AL, et
compounds with liile or no polarty are insufficiently
sonloed ooy e ihior of e sounoes. Tooveronmes this probiem
allematives Tave been proposad, such s dissociative and

e e
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1A [ L Gémee-Area, &. Srias-B and T. Car B

nim-dissaciative electrom-captare loneaton with ACL'™ '
the combination af an electrochemicad stage with ESL7™
oo inathom tonspeay,'** and, mane recently, AFPL

In 2001, Swage and Evans'" Introduced an AP appenach
basesd om single-phoiom lonizacon (AFFT, which vaporizes
ihe simple wsEng o hesbed nitullner™ price o Hordeatlon
L oo, Tl oization sip & inilialed by sadation in
e wisibkeyullsaviolt reege. poorely  peoduoad by oa
discharge Linp, Mhaoton alsorption by a mokeculs l.hu.ru.
tha ki Thi= pt et 1o |

using an APP source. A macel KIS 10 syringe pump from
KD Seientific Ddevw Hope, IPA, USA) was used bo delives the
dopant 1o the AFTT source. The samplss were iniroduced
L i autcaamrpher moch be amd the el uenn was Bused with
a binary pump CAgikent 110 serfes)

The operting condithsne for the Mow ingecthon amalys=s
wi e follows: sasnpdes wiene lpectod into a Sel loop al &
B ratw of BFmLmin ' provided by the LT pump using
500 aguecus musthaiol ds mobik ph-.u. The dopant

|F|.'h|.l1 ol am uln'!.mn ] rllr-l}-'lnlrnl.p.n.lll.n! mplerulas
radicnl eatinn, [T Cther sealisles Flluﬂ m 1h—
hrmization negion, e, L snk have

higher than the photen emisgy angd the rlﬂwmll:m
process shoukd be speoific iovepnds theanalyie, However; the
presence of prolic selvents and other molecules m lege
eeoess cam produce further modifications in the M*

Likewise, in the presence of waber vapar or protic solvests,
M con evtract @ B stom b form o profonated moksoule
[W= M, wiheen B has & high prokon affisicy, ™ This fact s the
basis of dopant-assisted AP inroduced by Robb et o *! thai
uge= @ lamge quantity ol a directly photodonizatée compound
idopand] in the lguid siresssy o eelance the  analyie
birnization. Thepelore, he dse ol dopast-dssistad APT
imiprires lonication sensitivily, ..u.l.h:u,.pl & could oo
mblugt inrmsation By i : thr cumplixity of the
(L

f | { diul anrede kave bein
propesad fur this Fl.u.'pl-.n

Unbil now, dmly & S appliceticns basiad on the use of
APPl have bven reporied. The initial work oo depan-
sesisbind AP frerm Robsh o 0.7 comsid ems tven serms i tes)
rn|11|11'n1';|-| I\:l\.l'|lh H’I-H'rnl .hmr||n1|.l| p;rl;rn'[n Pohreyclic
B favoancids™ and
sterakds,™ ndu-lmldrup.,lnd their metabaliies,™ ™ have
bern amalyeed u=ing this serce. In acddition, ATT) has been
used for residne analysis (patuline in apple poce ™

This paper &= focused on the opiimization of the
dechstering polential oostudy its caypability in combination
with a CdyTOF miss o b e aulhenticallon ol
comples food matnoes such & olive ofl. The approach avelds
the use of chenmatngraphic lechnigees and allows cllve ol
fingerprinting Ffor Gt adullesilion desssmoat

EXPERIMENTAL

Reagents and sample preparation
The llnh'rrﬁ,. I'LFI.l_rHr-d-r dichkmrmethare, mithannl
WY | 1 4 #nsn Tekennk

iBarcelara, ﬁ[l.l.r.n:I Water was purdfed with a Milli
Gradient system (Willipare, Watford, LEL

Ol mampliss Golive oil, et wings olive oil, nlive-pomace,
haaelnut mil sunflower oil and corn oild were sepplied by
Clibeas Cooperative. (Huelvi, Spasmd and stored at 4°C

All olls were 300 dilubed with o mixtore of 85
dichloromethane /&% methanal {v/vi. Any fartier simple
prepamation wars it nesded prior in aalysis

Instrumentation
All enperisnits were pesiormed wilk an AF] OSTAR® XL
Hutrid symiem (Applind Baoeys ims, Fosler Cily, T8, LEA}

Crfryakghl o 200 fobis Wikey & Sees Lid

& b owan oeli | &k Illlnml.:r:m by the syrsgpe
TH Lifa 2 0 abanal sad
wenle, mlh,uhu:l—mnhn diffemysl proguartions. The 5%
v vl mg & = | precsd srretiviy for Lhe

praks in the mass specim boi, when this sslvent W
substibaed by methanol, the signal was improoesd signifi-
cantly. These resiilis ane in agreement with nthers previmshy
repuried™ and methanol fwater mistunes were sebscied for
further ewperiences.

The don spray vnllage i the AP somrce wirs fived at
IMEY with a dechestering pofestial 1D of 30% and the
insirumest operabed In the positive ion mode. Full-scas
sppectra e aogquined I multipke chamme] scquisiten B0 A
e 1 min scarirdeg the moge w2 k1000 The kon enegy
CIER v Eaod al 20HY with a channe] elooie muligdsr
COEME o 23O Y, The collisks emirgy in e produt o
mhale varasd bebwins the cxperimimis and themsore wins
oplitine] i ApprupTibe

The m-bimk ' Wik 4 at IST B
izt Bl thee liquid dipant wes viporiond seacdiably
and them swepl by B swiliery gis throogh e heatnd
spumrtr fube oy b the phodogonieation et egether-with the
L elant ™

High-purity nitrngen was used as nebulizer, cartain gees
il hemter gas, at flowe rates abaoot 1,50, 195 and o Lmin "
respectively

Chemometrics

Compustatiime were performed by usisg the stalistical package
STATIESTICA vershon b 20011 Sl Ty, LSAL Patens
revigmliton methods {chisier analysds and principal compor
B analysis) wise applied o APFRMS specina.

RESLLTS AND NSCLS5HIN
APl mass specira

Full AP s werrr o I Fnr.m that dihibiml
F ulin: I s el The iy L
(TAGS) werre id 1 4 malucules, [M+H]

{Fg 11 Tahle 1 Mhmhhhﬂ—mal
iz BAEE, diol oy -pabmityl-ghyoemol (PO, al niz B89 8, and
dianl e inpleod - yoerol ILOKH, ot iz BE1A, Characteristic
fragreit don= are formed by e loss of an add mokeoule
from the [B-+HI* on of TAGs, iregment 1 in Fig. 2, Other
abwmedant fragment jore in the mass specina of TAGs
Uragment 21 ame Inmwed by subeegquent lisses ol an acd
maderube amd 4 fragmen! that formes the acyliumn lon
[REX*™ In addition, other important sons™ are |00
and JEOO-HAN" & muz 265 and 247 fof ocldc schd,
respectively (Table 21, Diacylglyoerol IDAC)H Imgmesis
Ciragrend T ane the prd 1 mons ared com b dsiald Tor

Al Comaans. M Spoctias, JT08 3 §181-015
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Figure 1. APPI mass specia bor the offes ol {lop) o bazebut od (botiom)

Ehar infwntificagzon o TAD medecular species. These peakes cen
bar wbserved m Fig. |, which als shows that the slabme
atsmedance ol analytes vanes sgnificastly between harelnut
el olive nils.

Diptimization of D fer discrimination

af edible wils

To incresse the capability of the APPL souroe o discriminate
edible olls such as olive, viagin, nlive-pomace, haze i, comm
and sunflmeer plls, the declustening potential (D6 wes
ot [Pl koo (1 aldecis thee jonizasion @flclescy and mirs
spacivamn. The DF ls very ceillcal In ihe iressmission
elliciency and Iragmen o proces of Lu:p’khuu by in-
mmuﬂm-ummdm.mhn(ﬂm:" In L s

Table 1. Malions cbsarssd in the APPI-CqTOF mass spac-
W O S vegiriabn ois | ol odim virgin v ofvi-pomace,
Faaredreal, sunficsar and oo ofls]

M= H-R LT~

Ina+HE* (8 H-RLOuHT Eo0”
TAGS L Fragmesl | miz Figmemd s
0 L sl Wil 55 0 R5TE ]
LLL e el oL Hll 5 L M
LELY e LL L " bk o)
P L] o A7 58 Liv ]
LENY (158 bl L 5 1
S0 EETHI PL ]
mno Lo

Copyright i D% kikin Wiey & S Ll
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1B | L Gémue-rics, A, Arias B and T. Caria B
o
oM O-co—R
cH-o ¢ca R
CH—D-CO-R
F g
[ s ]
II'.lR
m—oico-R
CH,—0-CO-R
fetapnnpsy’
FH; LUE gt ]
H-OH + [real
eH,— 0 -0, l
[Reo-Ha|

Figpara 2, Fragieniaon ol InRcigicanms (TAGE) Uy poa-
I fany el AP PGS,

i OF & compound-dispendist, ™ and il effoct on e
s spedita paaks aod dhahie discommmation s cruciel
Whan this parameter chamges in the rnge 30-2000 {R5, 100,
A and WYY, diffenend vl o Ihr Antengily ke the sia
ksl ovibs o siacly warre ok ling im g
Analysis of these clatn was by ;Jrnr.!lu chster analyse,
T Iting i the dendmog shawwn i Fig, 3, which can help
tir chisese the best T for il dise
was achieved at B0V which permitted the detsction of olive
nil sdullerabion even n ihe case of hazelml, The wome

Tabde 2, [ACD]" and [ACC-HA]" wns pimened n e
APPHOTOF mass specira of waricus wegeinble ols.

[RETH [RCT-HALY
Trivid ravmie Abbweniation LU nh
DHaic [&] inS 245
Liradi L el AN
Palmiti " b L. | brrdfes
Lirarhrric Ln L 2an
Sheark ] = R

mmulbs wwwe foond at WY, beiause the six mbs wns
groeaped in Ehe sy clusles. On the ofber hand, a8 X0 Y,
trarrn is o chysier that omprises all the olve oil samples
(entkma virgs, oli and cfivel topether wigh harel-
mut, while sunflower and com nils are perfecthy decrimi-
marledd besturen them and with ofhens ol

Capability of AFFI-QqTOF for discrimination

af edible oils

To asplone the wibdlity of (he monclsamalegraphilc APM-
QY TOF sysbern b0 generale information-rich miss specta lhe
procendume describeal in the previous sction ws appliod s
Baadniit, ofivo, sunfkoriir and oo oils, s waill s sisviral
i tures 10 diiTervsk propaectione. A shndy Based on principal
cnmpunamls. sl vees (RCAF was corrial sut, disgsie 4 priar
Enimadedpe atvul the class therehip of tha nil k.
PCA finde the masimm veristicss in tha dalasetand T
v varishles known as principal composens (M0s), ™ sk
thal each suroessive PC acomonts for as mmch of the
remaining, variability as possible snd wach new varishle
muet be bofally mafependent of all ather vamables. In this
case, MOA was applicd 10 our data ciloalatesd acoord ing In the
redivtive abundance (percenizagel of each peak in the total km
chrnmatogram (TECL a8 a semiguastitative method,

i
il

FEE

uy

RRETRRRREREEgE

Fegi

Figure 1. Derdrogram showing the relationships betsean the ol ans-
yred and the alecl of difiesent declusiering polensals (B0, 100, 200,
200 Y. Thi code relees o the typa of ofl nnakyzed [clve ol |0, esdra wisgin
olhe ol {1, oltve-pompce of (08, kanelrul of (4), sunPose of (5] and

oom ol (51
Cigrfaight 0 2004 fobes Wikey & Sees Lid
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Fast nbvw nil fmgporprineng by AFPLMS - 113

]
]
:: .
1 |
H
. B B - ' i<
£ i
#a
E i
E 3 [Ty
2 B
a 1 OH i T
T 0-H [
28 e
4 i OG5 i)
LLoal s
LR R )
a sy ]
E F ] H a U 1 " “:ggiﬂiﬁ
P I
Flgirn 4, Procpal ki of e Iy ol (code in

parsnihemes); olbe ol Ifﬂj.h.mimuHHhMMﬂ[ﬁmmdl Gk
1 60:HI clve aithazeinul ol (8010 8 60:H] olwe oibhazeirud ol | 7030
3 [0k offen pilrarelt off (HX50); 4 00:5) obve ol'surfiower ol (50104
B 10c%) clwe chisuntiossr ol (70307 GH005) obve ol'surdower od (G504
T (O0C) oitee oil'com off (300 10); B 0005 clve olfcom ol | P0E304; 900G ) olkee

oiloomn ol (50500

The nesaBting orclinabon plod Eam PCA - on theee cils and
Ehrir muintznes with AFF is showen in Fig. 4. [ oo ber sown
even from thes simple PCA that a cless sepacaiion in F'C-i

Thet main sk ol Haw hokolioggy are thee ek

o hih th i ot el g

This 3= ju=sible dus in Ih high smazlutom ||| the ug'l'ﬂF

spaor oo between the il which am Sl
sepurated fromy olive nil. The fire two PCs aocounted I'nr
% of ihe overall vamiamoe,

COMCLUSIONS

AT represenis a powerful lonlzation scurce that ooupled o
a highly dicriminamt mass aralyeer. namely CyTORMS.
provices Infermation-rich specera. The approsch is sultaibde
fow chasmoterization of ssalicnmposenl mabsos, such r
it inibs, i aloaws U noguivocl olive ol authestication,

[y that alkmws B unequivoeal idengificatien of the
compounds o the basis of exact mass measyrement, In
addition, the method is mpid. relinble and precise, The
eiquipment {5 mimed, the maintenance #s reduced, and
indormatkoeerich mass spectm are oblamed
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Comparative study of electrospray and photospray ionization sources
coupled to quadrupole time-of-flight mass spectrometer for
olive oil authentication

LL. Gomer-Anza®, A Arnas-Borrego, T. Garcia-Barrera, K. Beliran
Plrparvaesmo o Claiakan § Chochin o b= dlarnhiler. Foouhod o Cieanriss Eips nisesad’ve. Lnior rikahad o His'al
o o BT Cormwen. 2 800T. Mo, Som

il 15 September 308: {iw evimed o 24 Jaeocry 2006 ool 7 Frbeaany Hids
Avallatde ol e T8 March K06

At ract
The useod Fast md relisble analyiical procedures forclive oil seibentscaiigm is o preniy de H o bl wads consempii mdllc'l.l-l.lnhcnrirc
Divwe oal adulieraiinn with other cheaper wepetably nils is 2 common practice that kas (o be deecied and conirollied. Rapid screening

haseil on bégh resoleion tanidem mass specemmeiny constiiuie sodey the option of cholce due w ample handing simplicity and ihe climamion
ol the chromatographic step, Thie selection of the koalomion sowre & orilical and the oomparison -nnhelr relisbilicy necessary. The possihilies of
1he dircel inbes ! BoallEatinn (S and ghe nocenilly Iniodiced smospherdo | I s (APPL), cosplod
||u:|.|.n].|1q'm|r|l||r¢--.l’-lq,h.| (AT |, Barve heen critically siudied and uxn[un:.imc"rt.mln:ﬁnenllud:h.rmh-.m..uhnqmuﬂnq rapdi
[apgeeinnaely | min per simagtle) ol Bave high d arwer b elocidane key L an the ey ile soadial dolive, haseima,
sirnifoonier amal Gorn, Mineribeliss, bisth sunees gre complementary, being AFFL more 'i.lrpi:m: Tirr mirnceseyd- mal diauylglycorol feagmenm ioms
anid ESH for irmsey lghveerals Incaddition. meihnds repnsbecibaliiy's ame wery high, especially Tor APP] sosce. Mivtees of olive oil wish ihe oibes

vepeiable pils com be msily discriminaied which has been iesied by ssing principal componests sabvds (PCA ) with both ES1-M5 md AFP)-M5%
specird. Analogously. linear dscriminam amalysis (LA conlinms methods reproducibiliny and detecrion of other oils msed as sdulierams, s

parscular hazelmn cal, wiich i epocially diffious given s chemice similariy with slive ol

0 2 Published by Ebevier B.W

Krvemmh: 4 I sy ph Elecimmpray ami Lk

s -Highe: U ol mwibenticaion: Fogaqeming

1. Inirsduciion

Mive @il is e of the mes imponam ingredienss of the
so-called Meditemaness diet, used for fryisg, rosting e sea-
soaing. Meiical o epideminlogical resenrch condueted wnder
the muspices ol the Iniermnicnal (five (&l Coancil have demon-
simiied the benefils of eating olive cdl in cardiovascular [ 1] and
diabetes [2] discases. as well ns in bone snd nervons system
development [14L In addiicn, it bas been proved its amtiox-
ifant amd amdi-aging properizes at cell and meochondrial keve
cls |5 &= well & (ke penernl favorable action of this food-
stulf on the mutrition amd diel For these ressons, olive oil
is pow ol e mest consamed edeble wegetable oils aml @t is

* Cosmespord g amhor Fax: +54 DSR21EIT
Eonid ekivear. el didl Ulecs (1L Cibiies-Anoil

ANV AL — see from odier £ 2006 Pubished by Blavier Y
S | O PO 6 Lalamia 200K 0T D0

215

pariicularly expensive, which may present the opponunizy for
pevdiscers iy seretch thesr merchanidise by ailulierating it with
cheaper vegetble ails of lower quality [6). The sitaation is
especially criticul for harelnug oil sduliemiinm due o iis high
amilitade im chemical compesimon with olive oil. This (o
muakes difficult the use of macylghyoernls (TAGs ), which are
consadered ip be peod fimperprimis. for adulicragion deiection
purposes: | T]

Olive oil fingerprinting & ssually sccomplished by NME (5],
Faamnam |9, 10, pryralysis-ME [ 1], GC-ME | 12] ordirect HS-ME5
technigues [12]. However, mone rapid, nccurnie, relinble and
robust srakyiical methodilogies are being requusted for elive
vil mithenicatsm, o be suitable for routinge analysis.

Fevont dovelopmunis im maes spectromotry makes possible
ter Tulllifl these mequimeiments, becaus: of the high resolution
reached with Landem mass spoctrometry | phe quadnapole Qyil.
Quesdrupsrhe timae-of-Tight (i TOF and obhersh avoids chrmano-
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graphic separaison and reduces the anolysis time and ssmple
preparsticn significantly. These analytcal wals allow finger
printing in complex food matnves as olive oil and provide useful
informatson abowt all the componenis present in the sample.
Givduene et all [13] repored the wse of ESI-MS sechmiquie in
olinve il ulbentication. showing thal informatsm-rich specin
from wegelable s mel ails can be peneruled withowt chne-
malcgraphic separution, Thas spectral information allives the
discrimination of alive ol om obhers commondy used s xdul-
lerants, particularly haselnul oil, Laterly, Cidnwez-Ari o al,
| T8 Tl escribsad the complon of the stmospherse pressune plisioion-
{estion [APTT) [15,.06] siurce For this purpos:, considering s
siinahility 8o sonkee analyies with limle of o polariy, T addi-
e, the: APF soonee can sufTer ks maris efleets becase of i
speeciliciny tamrds the analytes which fomm e isolocsla mdi-
cal loa M However, both souirces aie complementary, hecaiise
the sontzmice pamem of ES] based b the formticn of ammo-
nivem ailduts [M-NH " [13)chanpes in AFPLieche production
ail [ & HT® and [M]* lois ol key compaoninds | 14], 8 well s the
T [ BGCEI-HA0 formed by the loss of water o the acyliam
i This larier ion s shsent inthe ES1-MS specirn,

Therefore, & comparison of both scasrves considering their
discriminotion capability om several highdy consamed edible nils
] their mixiores is necessary, especially for olive und hoee
ails. The use of ESL-MS for the analvsis of several oils including
COrm, grupesione, pomace, olive. extra virgio olive. peanui, soya,
sunflower oils asd n mined ail comprising peanul, sunflower
mmel sy pils has been previously considened [ 13]. However,
the amakysis of maxiures incloding olive il which could provide
informatson about the nduleeration level of this food nemains
unkncwm In addiicn, weder our knowledpe the system APPI-
M has not been wsed for this punpose.

The aim of the presess work is the application of E5l-M3
el APPI-ME aystoms for the discrimimation of edible vils aml
miniures (o deep imsight imgo b complementary use of both
AIPDES,

I, Mladeriale and petlods

LA, Revgenis amd geample preepararion

2.2 Iextrwentanon

2.0, ES-QyTOF

The samples were loaded into a WRhpl. solame Hamikion
pastight syringe mosntod inle an Enicerated appasbss pamp
pperating # o Mow raie of 5 pLmin~ ' and introduced directly
into in APl QSTAR® XL Hybrid sysiem (A ppliod Baosysiems,
Fewstier Cigy. CA, USA),

Al it were obtamod m positive ion mode (ES* ), The TAGs
wine ihenlifiod by the mobaiular on mass dpectra Averaged
spaecira in full-scan mode were sagained Toe | min in the
rampe MH-J0RNE wilh | ANDG & scan lime. Thy resolision Tor (e
LI regien was figed S i mass fesodilion,

The paraseters of the CTTF sysem wene optinined foe
anddyeis with the sounce elecmosprny lnnkebon (E511, The loi-
speny voliage (150 wis finally set o WHAY, the souree ani
desobvatin wempersures wers hoth 8070 with o declusiering
poentinl (T3P fixed o 96V and Tocusing potcatial (FPp s 230 Y
{the orifice (O and Foousing ring (RRG) vallmges conmaol the
nmisusd of declustering and fregmentaibon is ihe eofice-skimmer
region o the vacuem interface). The cunain gas {CLUR b wns se1
mt i 13 Lmin~! snd the nebulizer ges {LTHP 0% 90609, nirogen)
wirs fimally optimied o 136 Lmin~" for signal siwhilay and
sensitiviny.

The kan energy ([E) wis fixed 0 200V with o channel elecirnn
maliiplier (CEM ) of Z25) Y

ES1-MSMS specirn wene ooguired by usimg nitropen s the
oallisics gas the collision energy was set st S-60.¢V, and bath
the quadrupele (0 amd TOF analyzers wene emploved. Other
canditinns were the same as for the MS analysis described abone,

The instrumental comditsons wsed with ihis sysem wen:
describid elsewhere [14]. Briefly in this stoly was wsod, Hiow
ingectaon analysis (FIA) lor sample introduciion in the APFI-
[ TOE, v was performis] wsing on Agilent 1190k sevies HPLC
prawidked with a binary pump aml sstosampler. A mxkel KDS
10 symnge pump froim KIDP scientilie (s Hope, PA, LSA)
wirs usell W delrver e dopimi o (s APPL on souree, This
frestrummenl was commected toan APTOSTAR® XL Hyleid sy
Ilrlll LApplaad Biosystems) ined wah an aimospheric presan:

Uil samples [alive gil (04, haeelne il (H), sund] il 15)
sl coam ol (] swere supphied by Oibess cooperative (Huelw,
Spain i and stored m 4°C,

The soldvents, HMLC-grade, dichlormmethene. methaned and
iedueme. wene purchased from Teknokrome { Borcelena, Spain),
mncl the smemonisam acetnie was supplied by Abdrich (Sieinkeim,
Germaey . Winer was purified wath a Milli-0) Grodient system
| Millipore, Waiford, LK),

Al ails were 1000fold diluied with & mixture of 606
dichloramethane: 4076 [ mM smmonium aceinie in methanol
whnnlhe[ﬂmmwumd For APPLdilution was performed
wilk dichlon I I A (kA0 v,

il mixiares wene prepared at 50, 70 and 50 (vivh of olive
il with hareln, sunfbmeer ascd corn oils, separaiely. Prioc o
infussun thiese mixtumes wene dissolvedd in the sobation dieseribaed
ahave,

photiosd zation source. This los soarce made wse of o Beed
nehulizer (HM, whose Beater was mabmained ar 350°C for all
these caperiments. Miorogen wis used i neballze the Bauid ¢lu-
ant (nehulizer gas) and slse o manspon e finely dispersed
sample drogs through the hessed guans ke in which ibey wene
wipdiriped {anailiary gns).

The aperatin comitions were the following: the flow mie
provided by L pamps wos fixed o 0.5 ml. min~" wsing 508
v} nquenus methanol os LC elunnt. A 5 pl boop wos used
im the imjectar of the autosampler. The dopans (odoese ) was
delivered ai (L5 mLmin—".

Al elmtn were obimined im positive ion mode. Averaged spectra
in fudl-scam mode wene acquired in the oz mnge 100-1 14,

The parameiers of the Qg TOF sysiem wene opimized for the
nnalysix with the seurve APPL. The capillary voltape was finally
sel al ISKFY. with a DP ficed &t 85V and FP m 300, The
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IE was & 20% with s CEM of 210 Y. S0 ibai, ibe CUR was 223 Chemowetrics

finally set at 113 L min—!, and the ncbulizer pas optimized at Compastations wore performed by using the sstistical pack-
150 L min~" wiih ihe beater gas o 6001 min~"_ This gas assisis  ape STATISTICA Versian 6.0 (2000} {SimSol, Talsa, USA)
sodvesd maportion and increases the innizadion of the sample. Principal companenis analysis (PCA) and limear discriminani

+TOF S [ R

1kaak
1.5k

110
1. OO
B0
B (0

£ roou

B0
-
5 .

& [l

AL

& Dokl L
| D TR, ot

=5,
k-] 4

100 00 300 400 %00 B0 TOO MO0 @O0 1000 1100 PO 1300 MO0 IS0 1800 1700 TA0O 10O MO0
la} A

& T IS 0 A mcwam L RE T,

1.dard
Tdad

153
1.5
1.
1l
114
1168
1 [l
B S
B Qe
B 5
(1]
Tl
T w2
B Sl
filma
B Bl =
5 Dl
& Fasdl
4 (g2
Asaa
3 Dl
25
2 Dl
1.Bemdl
1.0sd L
Ll e]

ool L

R0 0 MO M0 BF &0 T N

Inimnaky, counls

1

o0 IO 130D 100 1400 TR0 100 19TN0 1300 AB0G FHN0D

i iz, ame

Fig. 1. Fallscmn BESE-SE: (afedme ol arsl ih) kasslao e, The regas sz WOl ardd W i rragnidel

217



Anexos

analysis (LT ) wene spplied po the relabve abundance of penks
im the mass specira abiained from bath ESIE- and APPL-Cy TOE

3. Resalts and discussiom
A4, ES and APPI s specirg
ESI-MS spectrum (Fag. 1) of olive ail is dominated by o peak

ot miz K13 that can be mached with o similar peak in the haeel
nut oill spectram. This peak can be attributed s the ammonom

T G Arka oy al o Wrkewa 57 ¢ TG0 B50- M0 L]
Talik: 2
Wlamees of the ¥ i A I wxmm O ol vy gy
i sy i - RS
ThGE ligi A IH-ROO" (Al L] [RCEN]" dndsi
THH (L] &l s I
Lid. L. ¥ i a4
LLLK oL | 1
[ L] 517 Fir 17
BRI [LEH] 5T in Inl
Lo " s L 3
LLLis LLi 557 5 167
BLL HL asn - '
wap & .t - -

uchluet [W+NHs]* of malein {maleoylglyoered. OO0, which
is thy mest abumdand inacylghwcenl in both odive and haesel-
nub ails [IAL The spectra of bath edible gils are vwery samilar
(Fip. 10 although the poak ot miz 89T, coused by trilmoleoyl-
ghvcersl (LLLJ, is omly delectod in hiockoul ol amd Gan b usasd
s marksy For olove oi adullorabion pssessadnl 171 For -
[erwaer amd corn oils (Fig. 2) the most abandant peak s an /s
A9 ortgininod by the ammonian s off 1.2-dilnoleoyl-3-
il plycerol (LLOS, Tl | summinrioes (e ot aband anl
iracylghcerols in e diiTeren oiks under shady,

Fig, 2 ahows that LLL smmorniuie sidiets Dz 897) s s
secomd prominem peak in the APPL-MS speeirn of sunflivwes
ul corn eale An klitional diferesce eracen ihese ails s
the: presence in sundliwer of 1,.3-dilinoleyl- 3-hebenoylglveenl
[BLLY, wolz W57, Table 1,

The o'z valees of significes pesks in the MS/MS specin
fram ahisve mentianed ions are shiswn is Tahle 2. The majes
daughter fone from the precursor inn & sz W8 (D00 are
nbserved an we'z 603 [COF and miz 265 acylium ion of e eleic
noid fatty acyl. in both alive and haselns sils. The MEAS
spectrum of LLL, charncreristic in haeelnen oil shovas reo peaks
ot wafz 59 LL]* amd wefz 363 acylimm ion of the lmaleic acid

Tihikz |
Mlaims TACS idemiied tntie ES00gTOF e speir of faor vopemdibeoile

Tl T 4 WG T L) idive Hearciran Serdiracr i
N2 " W W W W
ot e K7 o W W W
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[RE T ad ai 7 W
Ll E7I nd ad W W
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[LER ] nd ad v vd
OOh, | 2 3w boderrdglponnd, PO diolesl- |- pal imisedlgl yeerol. LOHDL 2.3
Aded-1 imoleyp I; AL, i-pab I-2-lmkey |- bulkeyiphy Fi4L
11 -dipalmios | -Fupanmy gl voerd,  OCRS, 1 2-doleny - deanrlglscamd
LLO. 120k -Soles ool PP |-padiminsd-2oled. 3

plmldq-l.hunl LLL. 12 V-iilmidcslpdyomel ) LLE, | 2-dlinobed-1-
LLLn, 1.2-chl el -lieadrny Dl vwernl; Lal 1 1-line ko |-

‘ln-ul-;.-l Lpabunoplghoeral, SOF Taokey ) 3 pobmien)- §seeary e

afl BLL. 1 Z-dilaesdes]- 2o e plvomal. . deteeied aal. inH desevial
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faety syl In sunfliswer ond com pils the MS/MS spectum af
the preeursor ive o7 59 LECH shows o dasghier ions an s
GO0 LG ond m'z 263 noylivm ion previces|y memtineed. The
MEMS spectrum of BLL in senflower oal exhihits ioms o oz
660 [BLIY. iz 399 [LL|* asd sz 263 this kaiter ohove men-
aned.

Resulis from the fall-scan APPE ond ESEMS condirm the
presence of [M 4+ HI, [P, [RACO1 and [KCO-H00* wons
im the former | 14] and |4 + MHy* | sdducts in the Eter | 13]. The
higher aberdance of discylglyeeral (DAG) and monoacy [ghye.
cral (MAG in the APPL-MS | 14] thas im ESI-MS (Frig. 30is also
remurkabile.

Fig. i shiw s the full-scan APP]mass spectra forthe sunflower
il corm cals, which exhibst sigmalicant differenoes with thosas
cormespandiog 1 alive and hivelnul mils. The most ghumlan)
pizak frimn sumiflower and com ails using e APFL souree is
Ul Troen miomecy glyconal ml mdz 337 [LT7, while an ofive and
haselnul oals (Fig. S s tha iz Ao,

pa:in-m-n,

/c.;:!;:z 2\
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Fig. 3, Frapmenissm of inacyl ghycorels ( TAGS), diacy gl veomib (DR aad
ey | ghycoreds 1M A5, Usng pasitive ion AFPL &-Tham the s impor
asl Tragres im
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AL N mvixtares sy

In order o pssess the possible mluleeration of olive oil with
the previoushy studied vegetable oils, soveral mixsures wene per:
formix = previoasly described (Sectiom 2213 As can be saen
im Table 3, several triscylglyconols can b used s markers of
thet presimce of hivoeknul im olive oil, like DO and LOCY, when
the ESI souree s wsal Thes: compounds ane present im Bath
olive and haectnul oils, although their relabive abunifance in e
ke spweecira i Brigher i the Fask (DO, 310165 LU, [8.23% )
U s Trowm ofive oil (0080, 20097%; LOCK 11L.76% ), This
AliiTere e can b approciasad n misiunes with haee i ol o per-
cemtages bower than 105, Tnaddivion, LLL, which iz e presen
I ekives oil, s an 1445 bm the meiss speeciva Troms hasshnun oil and
for this reason (U can mlso he used i deniily this aduhicration,
Tt sdaltesratbise o ol hve ol b sunflower amd com oy com be
derestend v the Rasis of LLEY, which s the most abundant -
peylglyoerol i the foemers. Diie 1o the ko relanive shundanoe
of L1LAY im olive oal minse spectra. on inoreise of this peak can
bt weadl For this puipase, Inthlks way, BLL |5 enly present in a
measurnhle shundnnoe in sunflower oil.

When the ATPI soorce is used (Table 4) sigmificant daf-
ferenees can be painted oui berween hazednui and olive pils.
Huze s ail msss spectm exhibin a higher relative abundanee of
CHOD (A TR0, (b Tragmaen fon of DAG O (25 88% ) ond
of MAG O] (2821% L As commenied previcesly, the pres-
ence of LILL in sanflower and cornails and its shsenoe in olive
oil, can also be detecied wing the APP] source. Analogoushy,
[LLT" and |LF* appear in the mass spectra of sunflower and com
nils with a higher relmtive abondsnce. Mixiores of alive oil with
therm are in prod ngrecment with the previoas results for the BS1
s,

The AFFM source allows mone sensstive deivction of
monaacy k- aml discylglycenal Fragment ioms than ESL which
womlers G the Formor wlditional sdvanlages. Howewr, bath
sy are coeplementiry, simoe EST is mose soitiabde or (b
diteation of mrimyhglyconls,

L

F Primcipal compomentt anmyris

For a beiter understanding of the discriminating efficiency
of the descripbors selecied, a preliminary siudy based on prim-
cipal companent inalysis hes been comied oo, despite of ihe
i prioe knowledge the class membership of the oil samples.
PCA finds the maximem voristions in the data sel and Torms
niw varables known as primcapal compaoments (PCs) | TH], sasch
Ul wich sucoussive PO acoounts for as masch ol the memain-
mp wanahildy as possible and each new wamishle sl be
tiwally Enchogeemsdemt ol all ather variablies. In this cise, FCA was
uppdaed te vur dila calcalabnd acoording o the nolative abun-
danee [percentage hol cach peak in the TIC, 35 asemiguantitarive
ekl

For the: ESL source, the atumdance 0f TAG adiicts (OO0,
PO, LOsy, PLAY, PRO, OO0, LLO, POR, LLL, LLE LLL:.
LoLF, SO and BLL)Y in mass spectrs of tee olls were conshd-
cred as varinbles, amd each ype of oil o miswe as a class
From the hoailinge of origined sarighles in the two first con-
slereedl primcipad compesents { Table 3, the domisant variables
im (ke firse primcipud companent (PC 1) representing 70565 of
the totnl variasce sre PO, LLO, LLL, LLP, 008 and OO0
while PP POFo and LOEY show the Jower values ol van-
unpe. The varinhles appear ab negatine and positve walues of
PCH ond PC2. Fram this fect it could be inferred tha ey
provicke different type of informatson, Principal component two
(PC2) explains up io 1HA% of the weal variance. Exnmining
the bnadings PO and POPo are the most dominant viarishles in
PCL The first iwo principal componends account for BR.6% aof
the intal variance and were considered o be suflicient for this
srudy.

The resulting onfmdios plod from PCA on these oals and
(el mixtanes sumples wilh ESE souroe is shown in Fig. 6. 1)
cam b sion aven Trom this simple PCA that clear separation in
PCA space ocours between thi thnee Oils (haochaul, sunflower
inil coen il which ime cleady sepasaed from olive ail. Moe-
vt e principal compeniens analy sis shiraed that the mixiemes

Tk 3
Lissabmigi o e vewmdibess Tow U T sl prigcipel composents ("0 ising ES|and AP s
ESl AR
wanahly Lasll [ Wariable o] L
THED 253 iy LER 02ss 4%
LS — —lL15% (NN 021 — [l
LM 0.res 1156 LLa n3m =
PLE 2e0 540 L) namn = [Lis%
(H o] ] —[L&hT . 136K —0iit
K] . (IN[IEY Ll {111 =L
LLLk Lk ied ni or —(20h s
PO LA ) —0&41 L 270 ~ILiA]
LiLL K IRy (3 M3 L7
LLP @310 =1 a —0zm -1z
LLLn ITS 0243 La 62 251
el [ -0 i JRCE e acid: —(1250 ~(1LiHi
s —i37H8 ~11 143 (RN B ket schd 0377 ~[1IRrT
BLL 1119 332 RO 0" ik skl 0232 (LI
TRk Bk acid 277 ~(1iA1
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(SHEE olive oll with 107 hazelnu and WEE olive ofl with 1095
o 0l are the neirest bn e BOA space 1o ollve oll

Similaty, PCA wes applied io the dmn phiabmed with ihe
APP spurpe. The relative phundance in the nuass specera corme-
speading 1o covmpounds, Fragenents and scylium inns (Tehle 4)
Ircam the differsn ails were consslensd g variables. ol each
type of oal or meaxivres of themn s cleses,

Tahle 5 shaws the first rwo principal componcenis that were
extracied. These typically sccounied for >94% of the everall
variance. Examining the scome plot of ihe ohjecs in the space
defined by the vwo principal componenis considered (Fig. 6,
it can be cbserved an evident separatios of the four oils and
their miniures. These resulis were in good agrecmeni with those
ohiaimed by the ESI source.

X4, Liwewr diserislion anmdprls

Unsupervised iechmiques anly have visunlizing capabilizies,
s & supervised paitern recogndion methind such as linear dis-
orimisat amalyvsis was performed with the purpose of abinining
classification rules o assign calepories o sumples.

Adier mpplying LDA. Four discriminesd fumctions were calcu-
Imteel. Fig. 6 shows the scatier plot of oils samples in the plane
defined by the discriminass functions DF; and DF:., Seven daffer

enl clisses were comet |y separated (olive oll, Bazelnut oil, sun-
Ihomwer 4], caorn val and thear eoaresponding mlsiane W1 aal
aflive adl1, We analyzed ihe mixore 9010 of differem oils wih
olive oill, hecouse this adulicration is the mast difficali o deieer,

LLEYA using the relative shandance of TAGs as the variohles
sherwed thi oils s thew miviures weneclearly grouped pecond-
Imgg ary their imacy lglycerols composition. These nesslis ane con-
sistenl with ather previnusly pahlished dotn relsted 1o olive ol
| 14].

Momeover, the patiern recognition meibod shows ihai the
reproducihility of the anolysis i very high, especially with the
AFP seurce. and that olive ail can be clearly separied from
oiber pdible oils which could be wsed as adalicrases.

4. Conclusions

The use of bath ESL- and APPLQyTOF represests a god
alternative for edibde dils finperpriming. These couplings invalv-
ing powerful inetrabion sources and highly Escriminesg moss
analyzers. namely QgTOF-MS, provide o high resolution for
mualti-companent matrices such as vegelable ails. These instru-
menial sysiems enshle a very simple sampe handiing amd kigh
sample throughpet, because no chmommographic sepamtion is
regaired.
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ESl and APPI spurces ane complementary on the hasis of
the higher semsitivity of ES1 lor imacylgiyvoerols amd AFP foe
monoacy ke amd dincylghveerol fragment ioes, Reproducsbility
off the analy=is s very high but APPI provides beiter resules. In
nchlition. some frgmenes such s [BO0-Ha 0], comesponding
1oy the Jost of waher from the acylm jvo only can be debecied
by APFI-MS.

Bath ESE- and APP-CyTOF cam bi usad T alive oil wdal-
leration diagnesis, bocause the discrimination from commonly
used slulterants ds allowed, The PCA ol dlive ail periinls a salé
avalisatiom of s authestivity aml provides o prociss elssifics-
trn al ahaer edible cals asd thear manduies, The application of
L veritis methosds reproducibiling, especially with the APFI
somarce, andl gives sddisonal evidenees of the presence of wlul-
leruis.

Acknvwledgements

The athors are mdebied 1o “Ministerio de Ciencia v Tec-
nisbapin {MCyT)™ far the Gramt RENM2-(0W66.C02-02. We
thank Applied Bivsysiems for wchnical assistance with APFL-
M3,

Relerenves

[1] & Aparichs, 1 Harwood vBds 1 Handbook ol CHive T Saalysh ond Prog-
exfien. Aepen Plubliher Bne - il lersburg. Sy o, 3000,

224

[2] . Rusbripuaee-Yilke A Peres-Hes | bonadke, B Casids, B R, D
Mlioel. 1 C30HMG B2

13] € Puel A, Quiine A, Agalis, | Mahes. © Dbl 4. Mamr, MU
Datviciin P Lebwoipee, A L. Skedtsowiis, V. Covasi, Be ) My, 92 (3043
1w

14] K. Tusstran, Towloodogs 190 £2004) 11

151 LR, Huesue, B Manbics -Velaso, 5. Busce, Bl Lopes-Frias, JJ. Chboa.
I Quikes, O Casielin | Magoe, O Leror, Biclazion @ (100
117

0] L Ceroml. BT, Roadrgues Faradae. & Lescher. | Chiomoiogr. & 2383
3003 211,

I7] B Apersin, B, Aparicn-Roie, 4 Chmmsiogs & B8 13840 40

8] A Shaaw, 4 DN Camill, G, Wkilioy, A bons, G, Ianchil 10 Riealard
I Kell, Apsd. Chiin Awcts M43 (19075 357,

191 W Hamiee, S Mo, MLT. Menles 1. Apanen, | Agne Food Chen
{1 TN

110] M. Yamg. ). dnabaparaf, ). Ao CHI Chean Soc, T8 (2001 § 384

111] € Whhew, A0 Shorw, [ Kl 1 Am 0i Chen Soc Th (1R
nn

[12] LML Liwemiae, LLE Fison M EF Lespada C.0. Fino B M. ol
1 Clrusnaiopr, & 85 (N2 T20

03] . Cromsdacre, 5, Valchvanaiban, O Hisnchi, 118, Kol Anates 127 ¢l

[T
[14] L, Cies-Arame A, Anis-Bossgo, T Clarcis- e, Ragid Cosion
hh.n"' T 1 Iil'

[15] WL Rossb, TR, Cosey, AP Bewins, Al Chern, 71 {20040 3635

[16] LA Syage, MO, Exai, Spectivscogs 15 (201 15,

7] ), Parceris, | Came, 1. Bosielia, B Cockony, M. Rafecas | Chronsdngs
A ERD (NG 19

[18] & Wokl, K. Esteisen, P Coldi Clisiom 18Il Lab. Sis1. 2 1 1987) 37,

[19] B Kanafinmn, Aaal. Chim, Acta 277§ 1993 557,



Anexos

Awvadable anlire at wearascienoed irect com

sciEnce Fljoiaeer- JOILIRMAL C3F
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Multielemental fractionation in pine nuis ( Pinus pinea) from different
geographic ongins by size-exclusion chromatography with UV and
inductively coupled plasma mass spectrometry detection™

LL, Gomez-Anza®, A, Anos-Borrego, T, Garcia-Barrera

Elrgmsrimedin o Qa5 Chrmohin i b Mbarriiibes, Foonhid o Oinan s Eipe miesndon. Cor fidhad e Histal
Coypu de & Cores, 20067 Marine S

| in revmsed froem 6 Apil X006 scoepied T Apnl 2w
Arilabde podire B May TIRH

& i 400 dr JN1;

Absirnc

W vwri s (s puiwear] From defforoni. geogrophical ongin in Spain amd Poriugal have beon imvestigaied concoming total elomoesl comient and
metak-hiomedecules wiee distnbusion mtiorns M, Zn. Wi and Co. AN the sivdied metals were i the highest concesiraiion @ pime suls. oo
Farn and ai the bowest fmm Caisurie. The mos abssdani element in samples was Mn ai concentraiions in the mnge of 26 pgg " (Comalufia) o
% g ! (Ferol #n was e present ol Bigh concenmation s samples, from 2% pp g | (Coalufas o 113 igg " (Faroh To a deeper insig
10 iiheain clositicpson. rukes Gor semples, pine Buls wene malyred by siae-encluskn chmmaography (SEC with UY detection snd indsctively
ennipled plaswe mass speciiometey (BUP-M5) Two columing were useil covering the modecular weigh msge Trom <10 w KD e allowed e
Alisermmimation of the sudial samples. Data reveal thal the mos dilfereaiil U-prode wath [ow molecalar weight (LMW column wis olisssod
willy pire s frum Healva, This colemn allows gesd discrimination = the s of 20751352 D in whech o ko of pes cm be osad
dilferesizie samples. The UV prodikis obtained wiils e high molecalar weighd THMW) column allias o poonér difloseniiaesn of somples, i
prine muis from Huclva, Castilla and Madrid are dearty distinguished wo the others, |n peloion 0 fmciionaiion paitems of metals, Mo alloes o good
iliscriminasion between samples (LMW column), Cu was the only ose asscolaied 1o froctions o MW > M0 kDw in samphe {rom Chdiz, and profiles
ol ME and Zn are chlearly different in iems of otandance of peaks. Adl these chnmatngraphic profiles for elements grve valuable info mason about
1he pengeaphical origss of the studied sampdes and the dilrenzes. found ore discussal in he work
0 21 Elsavier BV Al righis reservel,

Eriwwidh Pioe et Maals; Malickonamsd feciosation. Sze-cahislon chrmaogropby. ladervely coepled plassii mass speomomsny; Geogniphic onigle
St

1. Introducthon corbotyidrase snd 4. 3% ash) |2, they costsin Vilmmins, partic-
ubarly Bl ithiamine) and also minersls | 1], 1s add@tion, the con-

Plras pineg bas been widely plested in Spain, Porougal, laly,  ssmpiion of nats has bealth benelits since they reduce risk of baih

Greece, Albania and Turkey whene i is one of the most impar-
tunt ingredients of the Medilerranean diet [ | ]. Pine nuts, raw or
romsied, are included as ingredess in & greai variety of mmdi
ibanal dishes, such 2 breods, condies, sances snd cakies, ns well
s vegetable and meat dishes. [is an edible mut with an exquisite
[Eavor and high prosein contont which mates them a good source
of nuirients. The seeds of the . piwer hove o complex chemical
oompesition (5.6% mosure, 31% projein, 4749 fal WTE

" Pesemd uthe |1 Sk on | | Ay, ook L5-17
Mongmbor 2
* Cosmespond Iop amhor Tid | <34 0509 219060 fiy; « 34 930 2RI,
i ekivear: i didl Ulecs (1L Chbiies-A il

ANLEIRETAS — sre from dier 0 2006 Bhevier BY. A ngiis resened
i | O, PO 6| chmorma 2 (068,00 129
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coronary hean disese anif son-faal myocardial infarcton [2].
The elemental compositinn of plamt foods plays important
beologacal roles and can alse be associmied with the soxicity.
pollution. geographic origin of plants, eic. [3,4]. Therefore, the
content of irmce elements can be very useful as markers for the
identification of product’s peographacal arigin and auihentic-
ity [5). Severnl authors heve proposed the use of the manerl
content 1o characierize wines [6.7], vinegars |B]. coffees (9],
potatoes [10], honey [ teas [12] and so on. Likewis:, mul-
tickemment anilysis cin ke o valmable el Gor the aulbentication
il characierization of ficdsilTs,
Muorcover, the hicavalahility, elfocts aml fosicity of the ¢le-
wwngs are highly sssoviotiad with their chemical Torm [13). In
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adkdition, metals and metallvéds can be found as peet of biomacros
mokcules that represent a valuable infeemation about theic
differential actions and behaviors |15-16] Therefore, the mfor
mittion aboun trace elements specistion in beological and food
sumples i today mandatcry o understand the kiochemistry of
metals and semi-metals | 16], Comsecuently, the development of
specislion sfudies poves valuable information rather Ban lalal
clemenis determanations | 13].

The elemiénts studicd m his work eahibil impociant hiochem-
il mades, Tor commple, M = 2 colac or of e ey ms parrnal:
carbosylass aml il seoms 0wl also @ a son-spocalic stive-
Tor o sizveeral wneyimes, sich s supurosid dismubase, glwosy|
Iimdalerascs, argiiosc omnd ofhes, (ke peodeand mn whicl Mi
i b pocsent e albmdn sl By -ghobulin |17 Mansover, Min
{5 reguined for prodein amd fm metabolism, heatihy nerves ond
heatihy bimnane syateim as el o for wgar egalion | 15] Cu
can he hound (e severnl proieins sach o superoaklke dismulase
wndd eytocheome ooklise |17, This element is also needad for
the rranspon af iron sad i s snvalsed i the symihesis of con-
nective tssue, lipid metabolsm and ssicsidam proiection | 9],
Ni & thaught 1o play a6 impartan) e in folale mewshalism
| 2. #n is o comstivnent in msore than 200 eneymes and prdein

The aim af thas work is bo debermime the ot content of some
of these metals (Cu, Mn, Ni and Zn) as well os metal-hinding
hiomolecules fmctiveation in pine nwts (72 pinea for geogrphic
nrigin assessmond. The analytical meibodology for disiribution
patterns of these clements was hiased on size-exclusion liguid
whramalography (SEC) on-line coupled to UV snd imductively
wouphel plasmi mass spectnometry 1ICP-MSL

1. Experimental
2.4, Sorvedered solwdvows ang! reagenie

The mobsle phase solition was daily prepared o (LIS M
o Iris Bsras y ety cthanie) {Tris) prepaned an pH B0
from Trizmn base and Trema hydrochioride (Sigmi-Aldrich,
Seeinheim, Ceenmasy b

Hydrochlcsle mesd (37% 0 marie acid (65% ) asd perchio-
rie noid (-T2 were of Suprupir grade {(Merck, Darmestad,
Ciermany L Copper, manganese, nickel and snc siock solutkons
| 1MW mg 1" were abso sbeained from Merck. Ulirmpure water
(TR cm ) from o Milli-0) Sysaem (Millipore, Waelord, LK)
wiss ised throughont. Commerviol chemicnls were of snslyii-

which participmie i all major hadic p | 7). Funh
miwe, #n also alfects proteins synibess through pese expressian
| 14). Ca is n colacior of several enzymes like cylochrome oxi-
dnse and supernaide dismustzee. and can olso ke the source of
poiver disemse. Moreover, T is 8 constitoent in vigemin Bz
aml it is absorbed as cobalamine that interacts with iran and
Mn [21].

Aldoag the lnst decade high aitention has been paid on the
dovelopment of analytical methads for the delcrmimation of
clemenis bound &0 biomolecules i foids mainly based on
ICP-MS coupled w0 some separation device. In comneetion
1 this Mn compounds hine been determined by capillary
chectrophaoresis (CE) compled 10 ICP-MS in Fiver [22] and in
hurman mifk by SEClamion-uschange-PCF-MS | 18] Seleniam
apicialion b Been camued ool in s by high-perfommma:
liguid chromatopraphy (HFLC coupled w0 OP-MS 23] aml
e imimprray s specirometny (ESE-MS) 24 ] amd alsoin v
by means af SEC-CE-ICP-MS [25], SEC-HPLC-ICP-M5 aml
MALLH-TUF-MS (natri e-assasted laser desorplion jonizatam
tne-ol-Might mass specirometryd [D6) using a meallomic
sppoach, T sddithon, ke multielemenal (rctonaton of
M, ., and Me inonis [ 19 and seybean four [27] by
SEC-ICP-MS has heen perfommed, Ceher muhiclenental frmc-
tiomstien soudies. have alss been performed with this coupling
in prematare husnan [28, 18] and whey malk [13],

As can he eoneluded from these saudies, SEC-BCP-MS s 0
wery susishle iechnigee i get distribution pasens of clements
aling diffenent mol coular weight fmotines ond provides volushle
information shoul the mssociniion of elemenes with the daffer-
eyl compouscds in ihe snmpde | 29,30). Many distribution siedies
hesed cm SEC-1CP-MS b heen Faowsed on Se in nats [25,26],
However. other metals of neritional and sxicobogical impor-
lunee exist in nuts, which have less been studsed | [9] and under
ourkmorwledpe. distribution patterns of elemienis has not yet been

performeed in pime s (P piora)

cal | grude mmel were used withoent furiher purification.

The | e ol trace ek wits Nk detecied im the working
IBEpe.
2.1 Bampley

Samples of pine s (! pinea) were cbtsned from differ-
enl ancas in Spaim {Heelva, Chdiz, Badagor. Camnbefia, Castilla,
Madrid} and Portogal (Faro and Coimbra) and were supplicd by
Frotos Secos Paig { Tamagina, Spaink. All simgles were washed
with ulimpure water, Frecae-dried wsing a Bonchsop Braphiliner
(Huka-Edies, Spain) and limally groand wsing a comantional
grinder hloulinetie (houlmes. Spaink

2.3, Tesdreovenicalicm

S -preparalive sise-esclusson chrommography {SEC was
i ot in b Hillosd SR00 Seapendes 30 Prep For separation
rampe <I0KDW (o mokecular weight, LMW and Sopondes
T8 Prep for separstion rnge 3-70 kD (kigh malecular weight,
HW M (all from Amersham Blosciences, Uppsalo, Sweden),
An AKTA-Frime sysiem (pamp and UY detecsor s 20nmj
{Amersham | was used as the eluani delivery sysiem, aguipped
with & 2 mil sample loep

Elemental detection wos perfommed using & model 45000
ICP-MS sysiemn |Hewleu-Pockand, USA) A medel Sigma 4-
¥ cemrifuge (Spaish ond o eonstant arhital shaliing of 113 mm
[Hescdnlph, Unimax 10H1), Germany | was used 10 scoelermie the
phuse separation process im the extraciion of the compounis.

14, Procedires
LA Quatity comtrod of e amalyses

To evercome problems refated 10 contaminotions, nsses. s
billity of the specees during analysis as well as hentification
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difficwliies. severs consideraions were lnken 1060 scoount:

LUE The wse ol metdl pioces (laimless slecl) such as sparalas,
Ingectinn syringes andl syringe meedlcs wene avondal e
s inireas s signal nolse and cases conmndnaios. Al e
Iistromienns ised weie previnisly wishad with a 19 (vl
HMNO: water wolution snd then with ubirapsre wiler,

(21 The eolumn most be cleaned properly |[17] i prevent peos-
tei s mhsa i an omhe SEC misrices cavsed by by drophinh
inemctings, Between two consecutive imjections the SEC
columns wene ¢leased with ane columa volume of (N2 M
EDTA solstion. Afer thm, the SEC codumns wen: wushail
with one-half to pne column valume of 03 M KaOH i
remive mosi non-specilically adsorbed proieins o the gel.
After cheaning, the codomns were equilibrated with a0 least
wos colsmn wolemes of mobile phase unail the UV baseline
stabilizes before applyving pext sample.

Far o more rigorous closming the colsmns wene washed
with fiour columa volemes of [M NellH (removal of
hydmophobic proteins and lipoproleins) Tollowed by foor
walumn valumes of Malli-G3 waler. Finally, one-half colamn
e o 306 isopropad alcohol (remonal of lipids and very
hydropdaobic prifeins) fodlowod by tao column volumes of
Il watlier waone passal.

(31 In onfer @ oblgin an sccurale measurement of the rels-
T WIW otz in e pime ouls oxiricts, baoth columns
wirne calibrated with appeopmate cafibramts. For LMW
column, the ealilbemion siandands wene: Bovine semin
albumsin (67 000 Db, wctallonbdonctin 1 70N TRG, g
wim ral 202600, vitemin iz (VRS20 amd Cilyg

JL G Aria eral £ Cleoaarogn A [121 (e 9] 159 =3
LMW-SEC—maks calibialnn
]
rom
=0m ;:.h
#0001 ;.um-
o
o] ,\‘
]
#0001 \""
0 i
-] a0 190 1\ s00 50
- \ i)
FMW-5EC-mass calbmiion
SO0
TG
E o ¥Ry VE1TT \
e 0
S
2000
Yy
10ms
-] T T T T 1
] ] an w m w0
bl i fmin)
Fig. |, Maas ol af 5B ® Tatuim e

LA Da), For the HMYW cobami ibe calibration san-
aliirds weres hoviee serum allsimin (67 IR, ovalbumin
43 KN D), ehynsorypeinagen & ¢35 000 g and ribons-
clease A (13 A TDw), The relation berseen reienton ime:
{cherermined by peak maxiens in UV detecion) sed MW
(12w} for both colamng is shown in Big, 1a (LMW anid
Fig. 1 HMW ), The void I cime wis o ined in
the: LEAW and HMW cobumns esing havine seram allumin
067 kDa) and Blue Dextras 200 (2000 kD), respectively,

242 Ton! elewvenis delermingliom i s sy

Firal of all, liphde were cxrscred fram 5 g oof previcasly
regee-dried pine sats with 25 ml ehloeoformmethansd (204
i by mlieg s wopether Tor 30 min o a constan il
shaking and centrifugaticn ar 1M pan for 20min Afierwand,
the coganic laver wus discended and the remainkng residue sas
dried w room emperEine.

Samples without lipide were ewcily weigheed (02 g) ime
FTFE hoanhs and dapesied in a domeszic micromave pven ploced
inxide & Fumisd cophoard. Nario acid (65%. 10ml} wes added
ol thee vessels were tightly closed. The microwave progmm cos-
siie] in three sieps as follows: heoied m BOO W {3 mén L S000W
(Fmin) and 1% {3 min ). The bamés were left ol room semper-
mture for |0min between each step o avoid overpressane. This
soduiiom was fillened through o 0.2 pwm surfaciani-free cellolose
ncetate filler Cu, Mn, Mi ond Zn were measared by 1CP-AMS
(comliions as suned in Tahle 1)

227

| chemermimed By peak wasima b U deteoion snd MW {Dab for both columme
Pt LW il (B S,

I4.3 Edroction of stementol species ann distrifmtion
podiemy by SEC-LNSICP-WE

Frevae-dricd  sumples (without lipsds) wene aocumaicly
wilghsod (0.2¢h in FTFE conirifuge ubes, The extraction af

Tabka |
ICP-545 gid SEC |Bssremenind oifal o

SEC comlimoss
Crlumes Hikesd 25} Supeerndey 31 Prep

il 2rmd Sugerdon T4 Frep

Rewelution nags W |00 CAN D 3000 1 (N

wichilz phas Tris &1 meredl i 4 p 409

P by Tl !

Injeciion sulunien Tl

LIV —vix wavkngih Bl
PS5 oodal il s

Frufissml garicgi 1350w

Mzama gas flew e (EEEE T

Auuiliay gas fls cw 057 1min !

Carier gos frw rale A T
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Fg. 2. UV giodles of the SEC separations Do pine ps samplo o LMW and (b HWW Cides i pessibes s Cotinfea 100, Madiial iMA5, Hudva (HLU, Faes
{FAy, Catabais JCAT, Combiti [CA% 5 Tl O AT arad Bodajor (HA )
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elemenial species from pine nuis was perfommed with 4 ml of
(LI M sodimm hydrozide by centrifugation at [0KNpm for
20min after mixing for 1{min in a consiant orbiial shaking,
Generally, the eximotion coaditions for clemenial species ane
bases] mn the use of MaOH, HCL [19] or oo less extent bl
water 3L 18 has been roporied that MaOH solutions extract
otk LMW and MW olementul compoumds. wilh higher reco-
i while HOlsidutions mainly exirct LMW compounds d
13 thae borwser soluhiligy of prolonabed componds such as proseins.
[ 19,32 33, Thevetine, Mal H salitions wene usad is the prosent
sty

Eleitmrital fractiveslion peofiliss of the pni ol sanjlhes sas
paerlomned by SEC wsing the tao cobumis descrbed in Saction
a3

Elemental delection was camed o using as KOF-MS. The
senemiviny of e mstrument wie optimieed using 8 slieke
mental stamwlend solusan comtaining the following clemenes;
g 1 L0, Y, Ce o T, of epch elemens and dissalved in
2% nigric scid. The amalvticsl conditings are shosm in Table 1

1o

L)
L)

Rippramiaese (13T KDa;

Fag. 5. M

ol the 5B sop
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The SEC-LV.ICP-MS coupling was performed connecting
U ouiber of the UV detector 1o the sebulizer inlet of the 1CP-
M5, The instramental operating conditions are gnen in Tablke 1.

1. Results snd discussion
I Opiwizmtion of iotal eleosely deferminanion

Several digestion procedures were tested for the analysis
of #lal elements in pine nuis by adding Il:l:l]pgl'lnl' each
clement. Wet-digestion with comcentraied mitric acid m open
FTFE vessels unil searly drvoess and laier tpeatmeni with 2:1
THNCHCH ) s e has been proposad in e lilersuee lor
vlemental amabysis in honey [11] and plant samplies [34]. Haw-
wver, This procedury was tme-ionsuming and did nol provide
o] e, Thare T, ofher T dulFonenl prodsdunes Basad
im chorsid vessirl mnd mscrosane dipestion were sesaval, Ome ol
(LR TER R R TE TR anik with i and
Bl s, s reportad For metal sialysis i lea leaes |35

Trven piee s cemples () LSIW ad (b IR, Crokes (e parenibesss Cobmbr (000 WMadri (880, il
{HLU, Fare tEA L Catalaio (CAT, Coaaills 0L Cldie (T AT ared Badijos B
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with recoveries in the mange of 80-9 1%, Giher approach opii-
mizred im our laboratory considers the digestion with 656 mitric
acid with a dmmestic microwaye oven {see Section 24.2) pro-
vitding higher necoweries in the range of 9] -567% . Wiik thix kber
praxczihare the amalysis time was considerahly reduced (from 24 h
13 19 min ) amed it was sclected for the further stodies,

Seven pine nuis samples From diflfonent geographic origens
waere anadyaal for tisal elemant consont (as deseribed in Sec-
liwn 2.2k The resalls e shiwn im Table 2. As Gn be som, all
The metals wiere al the highiser s fosctaom in pine suls Tom

Thkik: X
Timal chement mam racieom m ihe byl poe ool sanpbes o ei)
Madige 't Midege Yt Duipgr 't nimpg '
ENT T WeT4 4.5 4 S49 LI Y L] B £ 943
Crdalefe M+ IR EE -1 B =21Rl L e 1]
Isabage EELEE L M op 10AT Wk 7
Badnd LT TeM Ll ] i mm
P 550 = pl4l 15 £ b4 o= 124 113 & FR4Z
i o+ TR &+ il B iiad I+ pi4n
Chaler EALE R AF L3 P} L LIS R ]
Haclia TR A 5+ D NIl I £ 1173

ot usfes ol at the loswaest i Faro, Thae most abumnd %

wis M 8 iikass Dractions mn e rnge of 26 pgp ™" (Catalusa)
16 559 g p ! (Fonh n was also st il hilgh miss. fractan
e 25 g g~ cCamaluiing e 103 ag g " (Fa)

L2, Fracrbourlon peofiles by DY deseerion

As previous siep for irace elemenes fractionstion asalysis in
pine nuis the elawe from the SBC column was passed crough

the UV deterior set m 2Rbam s the comesponibing chen-
matiograms wene regisered, The absorhance was iniitally sudied
i the 2003000 no wrvelengsh range wo detect the dilferens com-
pousds present in the exiraction salutkns. [t was observed tha
all the fractions showed gomd response m Z8Enm, The super-
imposed UV chrommographic profiles of pine sas from thae
different geographic arigins are shown im Fig. 2o (for LMW

0 | oo e i
&l T KD Pl chesns | i 3 T Wi

ol iha SEC

fig. 4. Oy

froam ping s seipkae (s LSO and ihi DIMTW, Cndes i parenthesis Codrabem 00TF, Madnd (8040 Henlve

AHLI, Fae dFA ) Conaha b d CAT I, Coenilin iCAS L Tl ATAD g Badajos (R4 R
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column) snd Fig. 2b (for HMW cobumn). The combined use of
both cobumns allowed o clear separmtioa of compoands in ke
rampe of Ml-T0(00 Da.

L2 Lo miodpcdbar welphn U7V proiles {2 00 Ea)

The chromuiographic rin time was exended w04 h o esane
the elution of sl fractions. However, s peaks wers observed o)
retenition times higher thas 19022 min thi comesponds 1o Gly,,

As con he seen in Fig. 2a, all the analyzed pine nss present
fewer penks in the fraciion cormesponding 1o ke MW mnge of
13525600 Da and WHNL-2126Da. [n the las mnge the Heelva
samphes present a characieristic profile with two peaks which ane
ahseni in the other samples. Profiles from Castills snd Heelva
sitmpibes shome sonse peaks & fow intensity in the 13522360 Da
ramge. Un the other hand, highly similar profiles can be found
between sample fram Coambra, Madnd and Caialuia in the MW
range af 21261152 D and also between Ciidiz and Badajoe
simphes, However, samples from Huelva do nod presenst any
puaks i this range and tkat from Castalla exhabits bwo prominent
puaks al high inenssty. Finally, highly sbeandani poaks con b

151} 0 KDa Pliscrcianms (13 T0a|

Fag. % #n o I SEC sy
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observed for all the snmples {excep that from Faro) m the fmc-
thon =7000 D with lowe resalution and they will ke considensad
im more detaal in Section 222 For HMW columa. Then:fore,
im spite o somewhal similsr paiterns were foand in the sm-
ple= shudied, the pine nus UV-profile ane depending off their
weogruphic erigin.

K22 Highmalecslar welght DY profifes (I-7Ea)

Ascan he seen in Fig. 2h, malecales with MY = T exhihit
wery similar prodiles for pine nois From Caimbra and Coinlufa,
Ciiflir mndd Bacdagor amd nlso hetween Castille snd Huelv, It is
sagnificant ihe absaznce of peaks in the chromasogram of Faro that
i= in pood ngreemesd wilh dain obtaimed from LMW colums. In
Fig. 2b it can he pkeerved some peals thol discriminaic samples
from Madnd, Huelva and Castilla. Likewsse the chromaiogram
of Madrid presents iwo highly sbundant peaks ai abaut N and
& kDia that are shsent in the rest of pine sots. O the ather hand.
Huelvay amed Castilla present similar chromaiogmms with o peak
ul about |6 EDE thot cleardy distimguish these samples fom ibe
tthers.

O QoOoo 2000 3000 4000 5000 D000 TOOO B000 5000 10320

HC

i droan pine mes semghes () LSYW and (hy MW, Codes i paronthests: Codmbm 8000, Madrinl (AL By
{HLU, Fare tEA L Catalaio (CAT, Coaaills O L Cldie (T A0 ared Badijos B
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Poar nesaluisan can be chserved in the chromatograms of pine
nuis froam Cosialln, Hoelva and mio lesser exien from Coimbe,
simce the most abundant peak elutes in the void volume {relenison
Ame of Blue Diexiras M0 29,7 minh. However, the molecular
wight mange covered with hath colimns was suiahle for mest
of the compounids present in the analyzed pine nuts,

A Edpssental fractvnation parfeems of phile aurs

The fracionmstics profiles of the metals in pine nuis ane shown
in Figs. 3

431, Mangmese frectionmion prfiles

AL LMW j<iiklal. Typical chromaicgraphic profiles
abtaimed For M ang shown in Fig. 3aIn pine suts from Ciidiz,
Calalwfia and Madnd this eloment wis ahsenl. However, il is
chear the presence ol this element im the chromstographic pro-
like of Huelva, in which il is maimly sssociotd to.a MW fraction

S Cmneroinka eral 8 Olrinarons A 121 (200G 107 190

of T2 126 D, Tn Wi sample Prom Castifla, oally oo -
contaimeng fractson was obeerved in the cenpe of 1352-360 0k,
Finally throe praks vwore detecisd in e gy Truniin Fin i
of theim dssoiiabad 1o the Tretion ol MY = 10 kD,

AL LZ WMWY -k Fig. Shshesss e chromategraphie
praofiles oof ** B bm wihvich i can be observed b he inessit of
pesks is very . However, this element nllows the discrimima-
than hetwees asmples Tuirly well as con be abso concluded From
the: LMW profiles.

A2 Copper fractioumion profiles

AFIE LMW (<ipkik). The chromaiographsc profiles of
ECu (Fig. 4a} were almost the sume in all ihe samples with
n stk oatsiide the calibrtion range. So, they wene further stud-
ied with the HMW colamn. Unly the fractionation profiles of
Fuelva and Castilla were slightly differzni im bermes of the peaks.
inbemmily.

0y ho00 30
It} O KDa

Candl
3000 @O 5000 G000 TOOO MOOO BO00 10000
MHmrvoisass M

g, i Mi chmmnmograne of e S0 sopaniions [om pise nats sgmples: ) LMW mis by 08 Codes in paeibesis Coimbe (00, Badnd iS04, el
AHLIL, Fae iFA ) Conaha b d CAT, Coetilln 0 A5 L Tl ATADN and Badajor (B )
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AFL22 MW 3-FikDwy Copper showed an  especial
behaviour since as can be seen in Fig. 4h, @t was the only oee
mssociaied fo froctions of MW > T0kD in sample from Cidie,
Far ihis neason this elemeni can be used o discriminaie samples
fram this crigin.

113 Zinr froctionation profiler

AFET LMW i< 10EDa) This cloment shiws ko ghunidance
im pime nuts frmm Chdie and Madnd bt the oppasile sibue-
tian wia abservad i Faro in which two high abundant -
comtaimmy Tracims wene deseciod an abowg 2186 amd 993 Da
(Fag. 5al, Asiomilar profil cas alsoe be abservad for samphs Tom
Cakabufin The second prodile thar commning £ 6 bigh standanc:
i Do, The profile of the samgples Trom Coinghe st shows
i highy abumdasce of Fin

AL HMW ATkl En s manly associmed 10 com-
poisncks of MW o 1 KD For this ressan was considened in e
previois section, However, samples from Medrid exhiba a daf-
fereni prodile with o prombnest pest s shout 70 kD Fig, Sh,

L4 Mbobel froerlonmion porgiles

L4l LMW (clfikihal This elemeni shows highly samilar
behmvior in pine nuis from all the anabyeed ssmples excem for
Madrid. in which the abundanice is clesrty higher. For these same
ples. the masi abundam “Ni-coninising peak wus in the range
21261352 Da Oin ik athier hand, the chromniogrmphic pro.
file ohinined for the sample from Caidie wos. cleardy differem
with a peak at |57 Da (Fig. ta). Bocause of thas element is
maimly associmed s the above montioned fraction, thal was bet:
ter resolved withi the LMW column, the profiles obtained with
the: HAMW codumn are nil discussad (Fig. &)

A, Tomelasisns

The wulticlomentul festimalion m pime nuls nom Fmner
ullivas a poosd diserimanaion between samples Tromn difTerem
poographic origing, The s of SEC-UV-ICP-MS roprésents a
porweer Tl sl Lo distingish thim asing 1he Fra: sonation pallerns
o elemenis

In sime gaees, the saslvied clemonts wens gssocioled 1o
LMW fractions, indearing (he perasible linkage ol these clements.
1o pravieins. Further sidies could be Focused ce the sdemificacion
il peamtitication of these metalbablomilecules g therr ise as
markers of the geographie origin af this food, In addisien. clas-
elficmion of samples could be performed by opplying panem
gnition methods b a set of samples by uskng the praposed
appriach.
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Combined use of total metal content and size fractionation
of metal biomolecules to determine the provenance

of pine nuts (Pinus pinea)

X L e mmee-Arien « A Arias-Borrego «
T. Gurcin-Harrern
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Abstruet Foar essential elermenss ([Mn, NL Zn, and Cu)
ndl their molecalar-size derbution paners have bea
determined, for twenty [our samples of pine nuts from eight
mreis im Spaim mnd Porugml (Huelva, Chdiz, Badajor,
Catalufia, Castilla, Madod, Funo, and Coimbra), by se-
exchision liquid chrmatography (SEC) coupled onelise to
UV s nductively coupled plosns mnse spectmometric
[ICP-M5) detection. The vamiability shierved in fital
clement cosemt ond the size-exchusion peodiles of elements
I eareples s distant aread were corsidenad a3 chemical
descripiors for chamcierimtion of geographic origine A
e gnitian wechiique, the deplay method principal
carmpuonnd annlyss, was usad ag vismbisison wechnigue
deiermine the provenasce of the pine nues collecied. The
resialin obeamed conflmed ithat sive fmetionmtion paodikes
give moree infurmalion for pssissing the provenance of ping
nuts than the inial elemenis composition mditsanally wsed
firt this pusposss, Commbination of these chismsen| dereripross
was the mast switnble chosce for the samples shadied.

Keywords Pire auls - Motalks - Multiclement mofecular-sune
Eractipoaiion - Size-enchsion chraomaiography «

Inductively coupled plasme-wriss speetrmmetry {1CP-M5)-
Food provemance

1L, Chirse-Ariea {103 0 AL Arins-Blomepn T, Gargis-Famm
Depunamenin d¢ (hembza ¥ Clescies de os Matensles,
Faculml de Cieiins Eiperinzaiales, Univeredad de Baelva,
Carepres ibe E Ciwmman,

IHET Hueha, Spain

e-miail! Az din e

Indroduction

Pime muts (Mimer piwea) are 8 very valmble inditioeal food
with an exquisite flavar and high protein coment aed are
lriquinily usal for preparateon of cabs, wigetables, and
ather foads [I, 2} The nuis alsa hove imparang health
propertics ssochuted with reduction of the rik baih of cor-
amary hieart disamse and man-fatal myocandal infirctsomn [2].

The presemce of cssentinl elements in this fied is critical,
becanse of their imporiast biological roles, e potemtial
coemection with pollution, snd the effect of sail elemem
compaarion in foresiry arces (3, 4], The fancrion of many
hiomaolecukes and, i particular, mealkaproteing critically
depends on their intemnction with elemenis, maindy tunsi-
tion metals (5] Some proteins (e.g metmllothioestns) ane
produced ander heavy metal stress during pollution
cpisndes, others, for example albumin und tansferm, ore
trnsporiess of cssential muerent {oes) finally, many cle-
menis & enzyme activators [5]. In comtast, mamy small
hienidecules that ingorposuie wetellic or non-mezallic
heteroelemenis are also cucial for many biologcal pro-
cesses relmed (o cells, body fluids. tissues, and foods |5, 6],

Pt oof the prvbdes mtsing in analyiicsl charmterize-
tion of these metnllomolecaks in food ane chied o their
unkmown pature [7]; this makes it mandatory o use
multidisesstonal analyienl techmiguees 1o obimin comple-
mentary imfommation {metallomécs). The metallomics ma-
Iytsenl epproach [T, B] wsunlly irvolves use of one or
several orthogonal chrommographic deviees for species.
scparntion coupled with o sensitive momic dewectoe,  for
cxnmple ICP-MS, that also hies maliclement capbiline and
is easily mierfaced with HFLC thigh-performance ligeid
chromazograpiyy aed CE (capillary electraphosesis), Use in
parnllel of an foswamentol tedmique for elucidation of
specics structure is alsp mecessary. This combination of

&)1 Sgringer
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elementnl and molosular mass & o U o emeiging
il powerfil ol in food and lile science 9]

Mary workers have ssudied the oml elemern comer of
food i relotlon s mutsitienal valoe, toadcity, pollaies
processes, oic. [3, 4. 10]. In severn] reparts the tmee clement
ocontent hes besn used ns oo marker for ddemification of
privducts geographical oeigin and mthenisay [11], and
several authaors have pmposed use of the mineml content (o
chamcterize the prosemance aof wines [12, 13], vineges
[14], coffiees [15]; potatocs [16], baney [17], teas [ 2] nots
[19], and other foods. Few have considered using memls
hossded 1o bomokeules tn foods, epesially in s for this
purpose, bowever Sire-exclhusion chromatogmphy (3EC)
coupled w [CP-MS5 his heen proposed for separstion and
on-lme detection of gloments bonded W bomolecules in
some s [19-21].

In the waork discuseed in this paper the el Mn, Cu,
Mi. und £n conlent and the melative abundunce of these
elememis in fractives ohinmed by SEC have been
quantified by wse of ICP-MS and e remalis Bave boo
uzed o delermime the provenonee of pine nuts collected
from cight foremry |oemtions in the Theran peninasle
These ehemwents were seleciod bociuse of their impostant
hicchemiicnl roles, which are described chowhere [22F
Briefly, Mn s o colicier of sevemal enzvmes; it can bhe
presend in proseins, for example albumin and fy-globaling
mnd & required for peotein snd fst metabolism, healthy
nerver, a healthy inmune system, and for sugnr regulition
['-'3] Ca can be bosand 1o several proieins (ie. ssperoxide

and ¢y oidnsel; it is nlso nesded for
trmsport of from and is invalved m e synthesis ol
cannective tissee, lipid metabolism, md estioxidant pro-
tectiom [19], W is thought o play an impoetant rode = folsse
metuhofism [24] Zn is a comstibeent i mome than 200
enzymes and proteins which pamicipage in all major
mactahudic processes [25]. En abo alliects prowein symthesis
win pene expression [ 19],
Trincipal composent analysis (PCA) hos been mam.t s

Experimental
Standord solutions and renpems

Standard solwtions wene by dilution of a malti-
ehement standard | 100 mg | ' im § M HMO,) obinined from
Merck (Darmsinch, Gemmanyh M scil (5%) of Suprs-
pur prade {Merck) was used for the mmernlization of the
aamples, The mnhlh: R mlullm was duily prepared m
005 M of & v lmmimcmitl [Tris} pre-
pared m pH &0 ﬁ'nm 'I'Tmuh.n:-n.m] Trizma hydrochlo-
ride [Slgma-Aldrich, Sseinheimn, Germanyl, Copper,
Mmnpanese, Mickel and Zinc sock salutions (1000 mg [
in 1 M HMO) were alse cbirined from Menck. Lhrapurne
water (1% Mi} em) from a Milli-Q Gradsemt Syetem
(Millapare. ‘Watford, UK) was used throughoe,

Samples

Samples of pise s (Piweus piieal were oluaiesed in
different forestry momes from the most imporiani prodisction
areas in Spain end Porugal. Tweniy-four samples were
eollocted from the Spamish Jogalxms (oodis i paneniheszs):
Huehva (Hu) and Cidir (Cod) (sothwest), Cosiills (Cas)
and Mairlid [Ma) (centerh, Badajor (Ha) (center-wesy, mni
Catalufia (Cat} {mortheasth Samples from Torhagal were
collocied from the sowih (Farn, Fo) el fioas the center 1o
the novth (Colmbe, Top They were suppliad by Fritos
Secom Puig (Tarmapena, Spaink All ssmples were washed
with ultmapure water, grousd by wse of 8 conventional
grindir Moulimetie (Moulinex. Spain) and finally fioeee-
dried wizh & benchiup lyophikiner (Hucon-Frldss, Spain),

Imstrumentation
Eleminial analysis wis porformad with  Hewloii-Packanl

(USA) HP 4500 FCP-MS containing an KT source with o
plesma shielded iegh, This msmument was Gined with a

visualizabion bchnigque, (vl dloment © . thi
refative nhundance of meinl-hiomalecules in :ua:cun:hlm.
fractions, of & combenstion of both hive bosi used as
chemical descripions. Likewise, o sialistical opproach has
also been applied o Mn sepamtely, because 2 is the most
wbundant lemen) 0 pss nubs [22]

The resulis described in this paper show thm size
fractineatan profiles pive mare mfsmoackn for deseni-
mitiver of the provimance ol pine s tham the ol
clement compaosition traditiomlly wsed for this papose.
Combsmation of these cheimal dereriptons {5 aleo &
powerfis]l dool for establishing differemces hetwoen pine
nuts in relaton ioothe presence of elements i unkneam
sampkin.

] Springer

lard Babmpgion ncbulizer. The spray chamber was
conked i 2 *C. The opemting condstions wene optimized,
amd pre suimearzed o Table 1, The sensitivity of the BOP-
M5 instrument wos optimized using o muliselomend
stnndnrd soluzion conmining 29403 ng mL " LI, 1001+
0.5 ng mL LY, heR=0S ng ml " i, i HROO=05 g
mL ™" T dissalved in 2% mitric acid.

Elemem disiribution profiles for the pine pats were
deverminad by size-enclusion chromatography (SEC) with
an-ling simultancous clemental detection by 1CP-MS. The
[CP-MS marmimsent was connecied W the chrommogragh by
using Tygom capillary habing to conmect the size-exclusan
cofumn: calet s the inlet of the pebulizer. A Hiload 26000
Supenden M1 Prip somi-propaestive size-exclusion chroma-
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Table 1 Oiperating comditions for the 101 MES and SEC

Condinion s

SEC eomalitions

Column Thikoned e Superdios 50 Pp
Rz umbom mange Wir = 10,500 Da

Mubile phas: Tils 30 ool L' ipH 5.0
Flow iile 2 ml sln!

Infsiien velume 1ml

LN -asisle wavelengih 168G nm

ICP--MS ponidmimes

Forwarn poser BR300 W

PMlasma gas fow e B50L min '

Auiliary g Nesw raie BLET L rrin !

Camer pe flew maie 075 Lomin '

Samplieg dapth & mm

Sampling snd skipsamar cones Wickel

Diwedl Hime 01 % per | satnpe

Titio fuss mumitoe=d g P, ui

teggraphy (SECH codumi was used for sepasanon of male-
cules in the mnge <10 kDn. An AKTA-Prime sysiem |{pump
and UV dereoior ai 280 nm) | Amersham 1, equipped with &
2-m sumphe loop, wis used a3 the mobile phase delivery
syswem. The instrumeent settings wsed are listed in Tubde 1
A Sligma | Spaiey moded 4-10 cemrifuge amd o Headolph
[Geermany} Unimax 101k constant arbital shaker operating
mt |08 mpen were also used, the latier 10 pecelemie the phase-
sepamtion process durdng extraction of the comgounds

Procedures
Evalmrtion of the nwal slement conteur of plae nets

Samples were digested for metal unalysis by 1OP-MS by
prcedure described elsewhere [2X) Briefly, residues
0.2 g, securiely weighall, previously defanind with »
chlocoform-methaned mixture, were digested m closed
PTFE bombs with (0 ml nitric achd (65% wivl by wse of
0 dumstic microwave oven. Three steps with decrneasing
eneryy input--heating oi 300 % {3 min}, 400 W [} min)
el 106 W {3 b —wen used sucoissively lof siiphe
decomposilion. Samples were cooled o room tempermture
far 10 min between ench step 1o avosd sverpressure. The
final saluticn was Dl through a 00 jm surlaciaml-loe
cellulose acetase flter The clements were mensured by
HCP-MS {eenditions as [sied in Toble 1)

Ml spevdes disreihution panterwes by SEC- UV IO S
Lipid-free pime nut samples were ocoumtely weighted

10,2000 gt in PTFE cenrifuge mbes 1o extmet the meal
species with 4 ml 0.0 mol L' sodiem hydroside by

mining for 10 mis in 8 cosstmnt orbital shaloer NaOH has
boen proved o be a beiter extmctanl tham HCL and bl
water for high and | lecularaweizht spevies, HCI
snluthone mamly extmet LMW coitgounds, beciss of e
lower sobabiliy of prolpeated compounds such a8 proscins,
and bt water i used 10 moch less mnoexeene [1%, 26, 37)

Element Froctionation profiles libr the pisse mil samples
were obtained by size-exclusion chromaograpby (SEC)
using the coluwmn deseribed in the seetbon “Instrumenimion ™,
All instrameninl operating conditions ane listed in Table 1.
The SEC column was calibemed by use of sandards of
bowine serum albiinsin (BTN Dal, metallothionedn 1
(7.000 Dmp, mr gastrin 1 (2,126 Da), vilmmin By
(0,352 Dahk end Glyg (36 D), The smndards were
dissolved in the mobile pias: ard their chromalographic
prafiles were manitored by UY detection. The void volume
was determined by use of bovine seum albsamin

Clmnmg of SEC oolumms betwon comsecubve injec-
tinns was ochieved by possnge of ome column volame of
002 mol L™ aquess EDTA solistion and then wasing
with 2 half #0 one codumn volume of 0.5 mol L' Nadl, 4o
remeve mast of the proseing pon-specifically adsorbed hy
thy el [22]. Fually, the colummn was eyulibrmed wath al
last two colums volumes of mobile phose, unsil the UV
baseding was mabdlized, before mjection of the nexr ssmple,
Tov test the reproducibility of the SEC colamn each sample
was chromatogmphed thres times

Chemometrics

Computitions wene performad by e of e satisiical
peckoge Sintistica version 6.0 (2001) (SwtSef, Tuls,
USA) Principal-components aualysis wis applied o
dovermine the provemamce of ping nus from diffierem
foresiry mess.

Resalis amil discussion

Toial metal composiison and size exchsion fmctionation
profikes i pine miile

The ¢l [ postion of vegembles and fruits con be
sl b delemining heir geogtaphical origm [3, 4] This
approach is, kowever, “hlind” (v the memd species present
in the sumple, which are usunlly related wo inake of
esertin] elements or elmminabiom of Wase cloments, and ore
strongly affectod by the conditions & which the plam
pronws, This boss of isloemsatien Thom el meml analysis
cn be overcome by use of sizerxclision metal profiles,
esperinlly when the relative ahundarce of metnls in the
dliffierent pizsaks 38 used for this purpose. This fncneses e

&)1 Sgringer
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Tuble 1 Tiota| ehomesi concestrmum” fpg g ') i the pine me
samples aredyzed in s work

Code  Maiugg Wiimea™) Cotgel Faiugg)
Huk i FIALE Al it 1%
Hii? 5121 [RES | 3901 =17
Hid 513=1% In7=nd 38+ 105 =30
Cal Afth 4.5£0.2 EIES AR LT
Cod el 15401 1043 RS0
Cot  #Talb LTI M T
Cad 2T L1k} Hal 25N
Can 2E+S 1050z 137 30+l
Cad 25+ Theld Azl 2610
Bal 431 5 A5+ LS
Bal eI 14| Wi b ki i
(LB el Tkl ELTE ] [Linf S
Mal HT&h T &2 4+ 12 HTHd

L LR =l LA 103z 18
Bl BEL1D T.RE0LE e S LEESE]
Fal Se+34 15=5 41+ 01 [REEST]]
Faf &1 e R b IR
Fat PLIS 133 i [ ]
sl TI+8 B RET 35+9 10 =24
Ca2 e k23 3420 1ol =1%
Cad T1+8 BSHAT AR+ I =13
Cadl 414215 [ AR b 1= 1
Ca  Mmail Insi ITain iNad
Cadd  ME=13 &2 ELEL =18
LD a3 0,2 molE 08sT
L) naTT a7 (1003 ] 0123
“h from & in tapl = 5N

L) T

number of features mtshle foc stotistical pssessment and
the genernl informinion cbaxined

Table 2 shiows the levels of the clements Cu, Zn. Mi, and
Mm in rwentyfour samples of pine nins from the sight
lewimions Hated alove. The varahibity in the concemrations
of some of the el I is vory muorked. especially for
manganese, which is the most abundant. Cine-way AROVA

S alF 1Y

E - a sl q 1 1 n 4 L] L]
Fo RN

Fig. 1 Ressls from pengipal-componans amlysi for e venahle

ol et ercenimtion (PO, vermis FCy)

reveaded thar mwans of these nplicase rosalt wene
signaficantly different, (p<0.05)

The size-fractonagion prodiles for these ckements revenl
an mpoctinl priseoce of metal species with malecular
weighis (MW} bedow |0 kDa Table 3 shows e nelntive
abasndlance of the different metal-fractions expresand as
poak-arca matio [%a) relative io the foil area of the
chrmmatogram [1%)],

Mlieal ol the mmpande: 3 usglly bousd 1o lowe-MW
species, although the exact distribuiion depends on sample
Incarion, For exampe, S0% of the Mo in the sampde fram
Coembra and 80% of thal in the sunple from Madeid = in
the 7 1o 10 kDa fmction. The samples from Heelva contain
approaintiely 1005 of the masgarcss in mobecules i the
range T 1o 2 kDe whereas 75% of the Mn in Cddir samples
and &6, of thut in Badajoe semples s in the 3 w0 1.4 ko
Itk Smaller MW manganasa: fractions (in the mmge 1.3
i 0.3 kDap were detecied in 8 few simples anly, for
cxamgle those from Castilla, n which this fmction comsins

Tashike 3 Mirkecalar siee denilvation of Ma Cu, Ni, anld Z3 0 e s sioeples Tom difkem leesey dies 0 5)

Fise st marmple Mn ana %) Cu an %) Hi ane %) £n anam (%)

Fractim mmbe™ | 3 i 4 § I | ] 4 L] 1 2 ¥ o4 5 i 3 1 4 E]
Cuadl H I 7T WO1F N5 W bl WonT m H I ES
Cas 5 s wWmoo- n [ECH 4 LT

Fa wm o 0§ 1\ wm M W2 B 5 an 5 T 1
Hn L} L] 3 LB T wm & )

L A T L1 2 m- 1% 23 LU 3 P

B 40l i 7 W Iz ] i W7 m m 5 45

Cat A5 40 15 50 2 & 15 2 W3 m &n 5
LY Al i an 5 15 2 5 W o3 LLLTO I | B | -

1, =10kl VW frcrioe: 2,
Eaction

18-T bl MW froczmon: 3, 002126 Din MW fraction; 4, 21361131 Th MW faction; 5, 1352360 In MW

Rezailis i the differessl boeations i, Hol, Hul, Ba®) wee svenged @ his Lbe

] Springer
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03% of this clement, In the savgles fom Fam and Cacalisiia
Ihis elemwent is distobniled smong the different Eaction
withiout any apparent tremd (Tabde 3).

For the otser elements (O, Ni, £n) several iesds an
npparent

. a low perceninge of these elements is observed in the
valil wolusmne {fmetan =10 R0 20% and 50% of 20 n
the sanmpled from Cidic and Badajoe, respechivetyl

2. the sbundance of o meml in & paticalar fmction
depends o the metal, this the amount of Ca 5 the
10 ta 7 kDa fraction mnpes from 95% (Huchva) to 500
{Cabufinl, e smount of Mioin the 2 80 15 kDa
[raction rmngoes from 99% (Chdie) w0 0% (Faro,
Ceamhra, Badajoz, Canlufin), and the amount of o
in the 7 1o 2 kDo faction is %5, 810, &0, and 30 [ che
samples from Castilln, Hoclva Catalufin, and Famoo
mespectively: und

A, memples Trom Cranlln me tae only ones with sigmificnt
abundance of metals in the LMW fmctions—95% aof
bln im the 1.3 80 0.3 EDa frecion and 100% of Wi in the
i frction,

Statistical doin annlysis by principal-components analyss

The varshility m the toial element content and size-
exclusion profiles for the clemems in pine nur snmpées
from diflerent Borgstry areas in the Therian penmaily
[Tables 2 and 3] can be wsed 25 descriptors to esablish
differences betwesn these mmples. A paitem Eeognition
lechnique,  principal-components analysis, was weed as
isspluy method for this purpose.

The dintw w1 were nalyzed on the basls of the resalis
|ied in Tahles 2 and 3. Severnl sspects were considensd.

Total mnetal concenimtin

When PCA b applisd ool slement concenirations
[Tahle 21, two principal components (PCs) nere extrocted.
PC L, the first primcipa] component, exploined wp o 6k00%
of the wial variance and PO, the second principal

Tahle 4 Luadngs of varibles for the ten PO fioe the variahle el
mnld concenmuiion (Ma, Mi, Cw fei for the eght kecations silled

Viruble P PCI
Mu =0 732143 ~LMTT
Hi 31151 N2
Ca -0 534581 [IEinky
n ~{L D 50

12
| ]
i
1 = o
ot
I
L : -
~a a
g L)
i "
o] - L]
-1
o
4
a4
4
L] t a4 H a L] ]

! o
Fig. T Besalis from principsl component malyss. for the vimables.
ootal metal coscetmaion sl mend medecular siee diseRuaion (PO
wersus PGS

commpinent, explemed upoeo 13300, The first mwo principal
components thus secount foe 75.22% of ihe ual varimea,
which wes regamded = sufficiens for such dmta. The soore
plot of the samples in the space defined by the Two PCs
{Fig. 1) reveals the number of classes and groups is
differsne. For chis repson the anly distinetion thar cen be

Table 5 Losdisgs of vermilzs for the moo PCs S dic variabiles weisl

murial and meidd mokscunr s dwiril e the
wight lowarioms: shdied

Yarishlz PC |

Mn Rl el 10

i —1233440 QI

LaTl b ] B17h

In —LANISAT A ERL ]

Win-1" [ ] e L] -0l K272
Wl B 03STAY LR b

Ml AT [l ki )

M3 LSS —I4E5T]
-1 04z 3324 50

-2 AL MR —he e 1Y
Tu-k I 260 1] 3457

Cud nisn - T213
LB 0 HGETAT - |
i1 Donazan ROMIS4a

M-l ELIE = & I3 s

el DLIHSRT Ol 3IERL

Wik AT K2

it AR -1
el ~MO¥InIE 234068

-l e | 31215351

o | ALII0ERD 0.l
T4 wLIEIT 15K

Zrt naMI24 I 1eE1h

o0 b MW fectios; 2, 1T kDe MW Sactien; 3, 00
2026 Da MW fiectior 4, I128- 1352 Da MW Sucien; 5, [35T
0 D MW Freatiom
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Fig. 3 Resulks fromi pincipal-componsos milysis o the voelabic
mutnl mokeelar sive dutrbdion (0 veran BCp

clarly achieved is thal between simples Fom Catabsfia
ICni) and the athers. The sunples from Castilln {Casp
Carbimibara (T, amd Madrld (Ma) ane in the 2ame group, and
thas is sepamied from another group contaiming the samples
from Huelva [Hul, Badajor (Ha), and Faro (Fep As shown
i Tabde 4 the damisinl vansble s Ma @ PCL AT the
wvarizhles appear at negative values in PCL which suppests
they give the snme kind of informatsan, In PO2 the
dominant varable is £n, with M md Cu very close. In

Table 68 Losidngs of venshles for the tan MO8 foe menal modooalar

wlee ilianiliotios foe the 2l [ncatke il

Varmble L8| P2
Mi.2* 17w L LA
M-k ~0131723 0001057
-5 115382 0719851
Mn-4 <AL THE I 217508
Casl 137402 kL il
Ca2 ~0A7ISE 1253133
Ced 1A317TH ~namdli
Cud 1L A0RIES 0511417
L LR L] AL3REENT
Mil 1225420 -OL¥TITIT
M2 1T25TS FITIAE RS
i3 00511 [L181HI29
Hid 0731124 13187
Ni-5 0754320 ~0L 3120
Zn-1 I IET 100 10
ez 1213468 FTETET
I -0.75TTY -0 05
s 152505 -0 10143
5 L3911 0 2ESR

I, =0 kD MW fractom 2, 10-7 bk MW fecine: 1, T
2120 Da MW faction; 4, 2126-1353 Da MW fretim: 4, 1352
A0 D MW faction

] Springer

Fle, d Beselis from prncipabcomponenis amifysis for the vermhle
M maleoalar dire il (PO, weram PO

PC2, Mo and Mi appesr ai negative volues hut Cu mnd En
appear ot positive valis,

Tistal metal concemtrans plus metald enoleoalsr size
distribution

PUA wae abso applied usng beth pal msetal eoment
{Tzble 2] ond metal disidbution obinined by SEC-KCP-
WS (Table 3} na chemical deseripors, PC1 now explained
up fr BO.T3% of the tolal varmanes and PC2 up o 15.20%.
Thus bath components secount for 93.93% of e sl
vartaros, mich higher than that m Fl 1, The scone plol
enables very clear recognition of the samples scconling 1o
their forestry area Jocutioe (Fig. ) The budings of the
variihlcs usd in this section ane sheoas in Table 5. The maoal
important varable for PCE is Mn fraction in the moleoular
welght range 1000 o 7,000 D, followed by N (2,126
1,352 Da) andd, very closzly, by Mn (2.126-1.352 Dal. In

a

1

i i
[

| +alied

i a3 * -
Mg
E L

i L

A

k I

‘Jl 28 - @ Al &k v e i an Ee am

B AT

Flg. 5 Hisaiis from principal oompssens analyss o0 the vanable ol
M ot asd Ma etk s didnbstion {PC, vesstin POk
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1l

Pt varisbles with lgher lomdings e differe; the 2n
fractions (T.000-2,126 Da) aml ¢=10,000 Da) should be
notedd; the former is the anly one with o negative sign

Metal modecular size distribution

Whin PCA wus appdiad o dara fram Table 3 anly the origin
of the samples coukd sgam be anoquivecally recognized
(Feg. 31 PO esplained 735,108 of the total varianee and
PCI up o 20.77% Bath components accoumted far
B1ET™. The loodings of ke vardables ore collected in
Takle &, |n which we draw amention s PCL for the
molecufar weight distributions Cu (10N o TOM Daj, Cu
(P00 d0 2026 Dnd, end Mo (1M @ 7000 Doy bois
importes o reenark thai the weos) imporias virtable has &
negative sign relative to the other two varinhles. In PC2 the
maxsi mnpannnt vasiable s Zn = 10000 [a), folkowed by 2
[ TOMHY oy VOO Dial, omd Min {2126 o 1352 Da); in this
insmance no differences beiween the loadirgs were pbeerved

It = passibily the inapameet differences berwesn the main
molecular size fnctions in which the clemenis are present
{espeeinlly Mn) that explain the explomory piwer af this
upproach. For this neason o further study bised on this
mspoct was acoomplished.

Pattern recopndtion based on manganese data

Inspecaion of the wsulie for Mo 0 Tabdes 2 and 3 shows
that concemtration of this element is mast varishle. Figunes d
and 5 shaw the results obasined by wsing, respectivety, Mo
malculr s dstribution and the cambsnation ol this with
element comenmi ns chemical descripiors. In this case,
st larly o the resalis abinined for &l the metals, combinead
s of Mn molecular sime dstribution and manganeso
concentmiion ¢da enshles betier explonmios of the inml
varamce—H 1LT6%Y companad with 20.06%, Akhough we
cannat ponclude that use of manganese data anly = betier

Canglusbsng

Eesules from multiclemen fractionstion and 1oesl elemen
amlyals lie P pdie nuts ane pood chemical descrgions Toe
diffierentinting sumples of different peogrnphic origin. This
hes been confirmed by applying umsupervised pattern
mecognition schnsquis o samphes fnom several pans of
Spain and Poragel. Several procedurss were tried bt the
hest for determenation of the posenince ol pine miis wos
th embined use of w@inl clement concentrations and their
multiclement fractonation profiles, SEC UV ICP-MS s o
gl ol fior distmpuishing ihe provesance of these of
samples from element fmctiocation patiems. Mn was the
most ahundant element in the samples; foc this reason i
was shliod wep v, Resuls obinined showed than this
clement explnined a higher perceniage of the odal yvariznoe
in the PCA Use of Ma a5 & chemical deseripoor s,
therefore, sufficeent b delermine the provenmoe of the
samples; this is a @mpler asemaiive o considering all the
chetvenna, although beter el o obisined by the laner
procedure.

Arkpawledpemenis  We eapress our graimade o the Frims Seoms
Puig, 8.0 cooperivis fie supplymy piac mdl (B o) sesples ol
muthemic oogin. Thiz ooek i3 sopporiad by Coasejens o Inovaciin
Ciencin v Empeess (uren de Ardslochal, Gom po FOM BB Ana
Agiis-Baiegn thudks O i &1 iilei Chiencid v E
(e de Andalucin) for a pre-docioml scholahin
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Characterization of pine nuts (Pinus pinea) from
different geographic origin according to their

mineral content

J.L. Gémer-Arien . A Arins-Borrega, T. Gurcis-Barrera,

Depariumenta de Guimica v Ciencins de los Materinkes, Foculizd de Ciencins
Expermentales, Universidud de Huebva, Campus de Bl Cammen
21007 -Huedva. Spain

Abstract

Iy the present siudy several ebements, namely, M, Coo N Fe, £n, Cw Seoand Pbowere
determined in forty samples from Spam and Porfegal (Hoeslva, Cidiz, Bodajoe,
Cotaluiin, Castilla, Madrid, Faro omd Coimbra) by wsing inductively coupbed plasma
miass spectrometry (CP-MS). These elements wene conssdensd as chemieal deseriplons
for geopraphic origin characierization of 1hese samples. Paern recognition pechniques
sueh ns explominry dechnsques (Prineipal Component analy=as and Clusier pnalysis) ond
classificalion procedure (Linear Discriminenl amalysish were applied © alxin the
differerintion of pine nuis sceording 1o 1he mineral composition. The resuhs obiained
comfirm the possibiliikes of this annlyticol oppronch to chamcterize pine muts samples

from different locaiions, especially those from mene distam aness,

.KE}'H'-ETET'. Pine nat; Patlem recognitien: Chemometnics; Seleced wmace elemens;

Inclusctively coupled plasma-mass speclrometry.
*arizaidubies
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1. Introduction

Pine puts are 4 pood sowsee of nuiricms with an exguisite lavour and high protein and
fini condend. Pime nais | Piray pines) ore very fregquenily consumed in the Meditermnean
aren raw { Mlirete et al., 2000), sightly processed in diverss food products or ineluded as
ingredients in a varety of traditiomsl dishes (Ozpive, & Viesavis, 20081, 11 8 repoited
thai the seeds of P, pinen show a compaesition of 5.6% moisture, 31.1% profein, 47 4%
fal, 10.7% carbohydmte and 4.3% ash (Mergiz, & Chnmez, 2004). They contain
vitamins, particularly Bl (thiamine) msd abso minerals (Ozplven ef al., 2005), Regular
consumpiion of mits has been pssocinted with a reduced nisk of both corarary hean
disemse snd nonefatal myocardial miorction {Mergie e al.. 2004).

There are a number of sidies in which the elemental composition of plant foods have
bezeen associnted with important binlogieal redes, toxicity, pollstion, gecgrphie origin of
plants, ete {Marces, A, Fisher, A Rea, G, & HIlL 5009908 Moreover. this elemental
composition is o reflection of the race mineral composition present in the soil ond
environmend in which the plamis grow, Therefore, it can be osed o investignie the
eletent composiizon n the soil in which tbe plant growih, On tbe other hand, the
content of trace elements con be very useful as markers for the Edentification of
product’s  gecgrophienl  ongin and  suthenbicity  (Kokkioofin,  Petrukis,
Mavromoustakes & Theochans, 2000, and several ambsors bave proposed the use of the
mineral conger 1o charscterize wines {Baxser, Crews, Dennis, Goodall, & Anderson,
1987; Lotwme, Gorcin-lares, Meding, & Herrero, |954), vinegars (Guerrero, Herce-
Pugleai, Camedn, Troncose, & Gonetler, 1997), collies [Martin, Pablos, & Gomaibes,
195, Costa-Freitas & Mosca, |999), potaioes (Rivero, Hermdndez, Rodrigoez, Martin,
& Romero, 2003, honey {Fermnindez-Torres ei al,, 2005), teas (Marcos, Fisher, Ren, &
FLlL 19498; Moredi-Pifeiro, Fisher, & Ll 2003 ) and seoon,

The selected elements (Mn, Co, Mi. Fe, Zn, Cw, Sroord Ph ore Enown fo hive severe
nxicologicnl effiects on human healih even at very low concentrutions. Several factors
muy affect the aceumulation and concenirstion of race elements and leavy mewals in

pine s, Concentrations of the elements are penemlly ossumed 10 the species-

243



Anexos

deperxdent, but substrale composition is also considered to be an importand factor (Kaloc
anel Svobeda, 20007,

This appranch has pat been vl performed on pine nuts for classification purpose, Far
this reason. mdt-elensent amslysts can be a valuable wol for the chareerization of pine
nais from different peogrophic origins, on the basis of s nuirieosl propemies and
beneficinl effects that needs a periodscal controd of these markers. This hos been mainly
conducted thoosgls mulivaniate analysis in combination with patiern recogmiiion
techinigques (Conedlez-Arjona. Gonedlez-Gallero, & Gongilez, 2003; Terrab, Gonziler,
e, & Heredia, 2003},

I the presem paper, the comtent of Mn, Co, Mi, Fe, dn, Cus Seoand Phowere determinesd
in samples from different geogrophic origin by wsing 1CP-MS afier & previows neid
tigestion

Patern recopnition procedunes sueh as disploy methods, Principal Component analysis
(PCAY and Chusier analysis (CA), and supervised iechnigues Linear Discriminan
amalysis [LI0A) were applied with these chemical descriptors o establish differemces
betwgen pine nats from different origin peographic, n selotion 10 selected trace
elements presence.

1. Experimental

1. Standard selutions amd reagents

Stamdard solutions were prepared by dilsiion of a muli=clement sinndard solution
comtaining Mn, Cis, Ni, Fe, #n, Co, Srand Phb 1000 mg I cach) oblined from Menck
| Crarmstadr, Germany b Nitrie acid (65 %4 of Supeapurd prade (Merck ) was wed for the
minerafizution of the samples, Ulimpure water (18 MO em) from a Milli-03 Gradient
System {Millipore, Wailond, UK) was wsed throughow, Commercial chemicals of
analytical reapenl grade were used without amy Turther puorificston.

2.2, Samples
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Forty pine nuis (Pious pinea) samples wen: obinined from diffesent areas in Spain
(Huelva, Cadiz Badajoz, Cataluib, Castilla, Madrid) and Portugal {Fare asd Coimbea),
Each of the 3 samples from a region where collected from 3 different locations in this
regiom.

They were supplied by Fruos Secos Poig. 5.4 (Tareagoss, Spain), All samples were
washed with ulirapure waer, freeze-dried using a Benchiog Ivophilizer (Hucoa-Erlioss,
Spain mnd finally groand vsng o conventionnl grnder Moulinetie (Moulinex, Spain),
To overcome problems relabed o comtaminations, lesses as well s identification
difficulties. severnl considerations wese tnken inte account. For example, the wse of
meizl pieces (sininless steelh such == spatulas, imjection syringes and syringes needle
wa avidiibed since Lhis monesses apnal noise ard causes contamination. Moreower, all
the irstruments used were previously washed with o 10% {vivp HNO amter solution
and then with ulimpure wader,

Tabbe 1 shows the analyaed saples of pine nus with an sdenbificstion code assigned o
cach of them.

13, Instrumentntion

Elemeninl annlysis was performed using an [CP-MS HP 4500 (Hewleti-Packord, LISA),
The sensitivity of the [CP-MS imstrument was optimized wsing o muoliselemenial
standard solution containing the following elements: 99205 ng ml”' LL 10.01240.3 ng
mi" ¥, 9,980,535 ng ml" Ce and 10.0020,5 ng mI™ of T1, dissolved in 2 % nitric acid,
The istrumental conditions were shown m Tuble 2.

24, Determination of Mn, Ca, Ni, Fe, Zn, Cu, Sr and Ph

First, lipids were exiracted from five yrams of previously freewe-dried pine nuts with 25
ml whloro firmmethancl (2:1) miztune by mixing those wogether for 3 min o constand
orbital followed by shaking and centrifugation ar 10000 rpen for 20 min, Afteraand, the
organic Eayer were discarded and the renmining residue wos dried at room femperniure
[Cidimez=Arizm, Arins-Tarege & Borrern-Clarci, 20060
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Samples witheut lipids were exoctly weighed (L2000 g} inte Teflon bombs {hame-
made by oo technicion) and digested in o domesise microwave oven placad meide a
fumed cupboard. Mimic acid (65%. 10 ml) was added and the vessels were tighily
closed. The microwave program consisied of fhree steps as follows: heated ot 800 W (3
mind, HO W (3 ming and 10D W (3 oeind {Cidmee-Ariza, Adas-Borrego & Barrera-
Graarclo, 20064, The bombs were lefi ot room emperaiane for 1) min between each siep
to ayoid overpressare, The resulting salution wis filtered theough o 0020 pm surfactons
free cellulose acetate filter, The elements: Mn, Co, Mi, Feo A o, Sroasd Pbowere
mensured by 1CP-35 (eonditions as stated in Table 20, The same procedire was used 1o
nm reagent blanks thai were prepared fresh daily. Extermal ealibraiion graphs were
perlormed and w evalisse ibe analytical characteristies of the method for each ehement,
the detection urd quantification limits were enleulated sccording o 1UPAC guidelines,
Accurey was checked with necovery sssavs, by adding Enown amounis of analvies
10D e Mol ach element o five dilferend randomly choden samples and procsssing
the mixiures as deseribed above (o experimental samples. To check the precision of the
methexl, five samples were mndomly selecied and relotive standord devantion was
calculated (o=10). Detection lomils were caleulated as three fimes the standard deviabion
of a blank. The results are summarizad in Table 3.

1.5, Chemometrics

Computations were performed by using the siatisticnl package STATISTICA version
flb (2001} StmSof (Tulsa, USAL Pattern recognition methods deluster analysis,
principal eompenenis onalysiz and diseriminant analysis) were applied 10 charnelerize
undl differentiole the pine nuis from diflierent geographic origin. The replicates of o
paricular origin were mssayed in different batches and & mubiselemental standand
salution wos analyzed esch three measurements 0 ovaid the anolytical variahility as o

fnchbar,
Unsupervised techmigues {PCA and clister analysis) only have visualising capabilities,

w0 supervised pattern recognition meibod such as linear discriminomt analyvss (LI )
have 1o be performed with the pepese of obizining classificaiion mles for assigming
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cabegories b samples. On the other band, the use of PCA and clusier analysis is reguinasd
Lo e the aumber of variables i order 10 select te most affecting ones,

PCA is genernlly used to achieve o reduction of the datn dimensions, fitting a j=
dimerswaal subspace o the orginal pvardate (poof) space. PCA permals & primary
evaluation of the bhetwesn-category similority (Vondepginsee, Massan, Buydens, Jong,
Lewa, & Smevers-Verbeke, 1998}, which con identify the structure of the dugn sel. PCA
finds the maximum varalons m the datn ser and forms oew varables known as
principal componenis (PCs), Each successive PC accounts for os musch of the remaining
varinhility as possible and each new variohle must be oinlly independent of all oiher
variables [ Chatfield, & Ciellins, 1980).

Clusier annlysis describes fhe nenmess between pine nut samples from different
pengraphic onging (vhjecis). In his cose, aking 8 marriy consisting ol the squeened
Euclidean distance wos wsed & similarity matrix and the Wand's method &
pmalgomation mle, This lnst procedure comsiders. in each siep, the helerogenzity of
deviance {sum of sguares of the distance of an ohject from the barycenter ol the clusier)
of every possible clusier thai can be created by linking twio existing clusters (Meloum,
Militky, & Forina, 1592},

Supervised PR methods suwch as LDA were performed o obtain a complele separation
bedween dhe pine nwis (P plaegd from differend origins and also 0 esiablish
classification rules for assigning categories o all samples. This method maximizes the
variaies berween catepories and minimizes the varance within extegories | Wold, et al.,
1954},

3. Results and discussion

1. Determination of Mn, Ca, Ni, Fe, £a. Cu, Sr and Pb in pine nats by DCP-%5
The compent of the sisbed elements (Mo, Co. Wi Fe, #n. Cu, Sroand Phy wene

determined in the samples of pise nuts. Resubis, expressed as g g, are collected in
Tahle 4 {aversge of three measurements), 1f con be seen that Mn, Fe and Zn ane ihe most
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nburslanl elements in the analyzed samples. The highest levels of these chements were
550 g g (Faro 1), 180 pg g (Faro 43, 113 pg &' (Faro 1), respeetively, The lowest
levels of them were 25 g g (Coralufa 33, 285 pg g (Camnbuta 1)y and 250 g
[Cotalufin 1), respectively. By contrast, To and Ph owere ahsent in oll the stuclied
sampbes, detection limits D044 ad (006 pe ¢, respectively. These reaulis are in good
apresment with previcusly reponed sidies for some nois including Pine nns (M
eainin) { Cobrern, [loris, Gimeénes, Olalln, & Loper, 2003; Wailloud, Kannamkwmaraih,
& Caruso, 2004,

(hber ebements in the semples were at lower levels than previously mentioned, 13 can be
comiluded from the previous daia thel samples exhibit different elensent conlenis
relation o the area in which they grow, Therefore, these elements could be considered
a5 good chemical descriplors io classify ssmples from different geographic ongins,
endepl Co anid b that wene ol delected moany sample. The differemces found could be
related to the geographical origin (variations in the composition of seils] of samples b
alzo to other Meines like the environmenial condifions ander which the pine nuis grew
[ Woatlbowd. e al, 2004 ). For a deeper insight in this study, pattern recognition methods
have boeen applied involving disploy metheds such as PCA and CA amd  supervised
leamning procedures for classifiention such s LOA,

1.2, Drara analysis

A preliminory stody based on PCA asd CA bas been carried o For the sake of display
methisds o qualitntively test the suitahility of the sclected descriptors,

K0 Pelacipal compenent annlyi

Adler applying PCA 1o our data s, twoe prncipal components (180 5] were extracted.
PO exploined up e 69.01% of the wial varance ond PC2 explained up w 16,16%, As
showm in Table 5, Cu, £noand Fe present the higher londings in PC1 and neecrdingly,
they ure the most dominant variables. They appear ol positive vilues of PC1. whech ane

very close that denotes the same kind of informsstion, It can be seen that most of the
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variables are located st positive values of PO, only Sr has negative londing in PCI,
Examinimg e losdings of PCL S mesuwlts the most domisant vasiable i this
component. The first two prineipal componenis account for 85,1 7% of the olal variance
and were considered 1o be sufficient for such data, When representing the scores plot of
the samples in the space defined by the vwo IO (Fig- 1 oaly the separation between the
pine mut from Catalunia and the rest of sampdes is eleady appreciaed. At the bomom lefi
sidie oof the graph, a grouping of the samples from Coambea con ke observed toe. The
rest of samples do not show clear remds 1o be grouped, and for this reason, nosder o
assess this tendeney, n héerarchical agplomerative cluster annlysis of samples was
performed (Massart, £ Kouffman, 19925

122, Cluster analysis

According o PCA findings. Cu, #0 and Fe were found 1o be the descriptors with morne
contribution. As o result, eluster amalysis was applied by using Cu. #n oand Fe as
varinhles. The results chtained are shown os o derdogram in Figure 2. Three clusters
weere Dound ot o linkage distusee level of 500 From boltom o wp, the (st cluser (A)
correspordds 10 pine nuts from Catalufia: ¢lester (B) s related w samples from Madrid,
Cnstilia and Coimbrm; and cluster (C] is formed by samples from Cadiz, Badnjoz, Fara
ancl Hiselva,

The exisience in the dendrogram of the cluser (A} formed by pine nuls from snme
geagraphic esigin, indicated differences belween the studied samples. However, the rest
of elusters (B ard Oy are formed by ploe nuis from different geographie odging. This
fnct sugpgesis the presence in the samples of commen chareterisiics in the selecied mce

elements composition at the linkage distunoe used.

F3 8 Liwear discelminant cralisls

Adier applying LOA o calealase discrmisant functions as linear combinauons of the
azlected descriptors, six discriminotion functions were obained, The figure 3 shows the
scaviter plol of smiples obinined when using ns axes OF1 and DF2. Four clusters pre
clearly separated in ihe plet. They correspond o Cataludfia, SMadricd. Chdiz and Badajoz
camiples. When observing the Huelva and Faro proups, they appear sogether in one only
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clusier and the same fact occur with samples from Codmbra and Castlla, The
overkapping between these samples can be amributed 1o the similarty of elemenis
composition among them. However, the presemt study is o good minl o check the
feasibility of trmee elements o distinguish the geagraphic angin of pine nues.

SAA L Validation af the mietfiod

Validation was performsed using o cross-validagion meithed with =20% of samples as the
evaluation set. The snme process was repeated several fimes with different compositions
of hoth fmining amd evaluation seis, ensuring thai all samples were included in the
evalustion sel &l least once. Recognien ability, caboulied as the percenizpe of
members of the training set that were coreetly clossfied, and prediction abiliny,
colculaied as the percentoge of members of the evaluation set comrecily classified were
U and B5%G, respectively. Using LA analysis a highly classification between the eighi
prins muts groaips snidied was achieve, o, the determination of the minerl coment mls
andd the lser chemometric study con be an useful aliemative o abtoin classification
aceording o their angin.

4. Conclusions

Selected trace elements content corstitutes pood chemical deseriptors for ping nuts (F
p.l'ru'.n-} clussification aceording to their origin, which has been confirmed by n|1p'|_'.l'ir|g
imsupervissd amd supervissd paern recognition lechaigues o samples rom a number
of areas from Spain and Porugal, Fanber, studies would be foctsed connecting these
tifferences in relstion 1o clements associations with low and high maolecular weigh
biomabecules, especially metalloprobeing (mwtallomics) (Cimez-Anea, Gorcia-Barrern,
Larerwe, Bermal, Vilbepas, & Oliveina, 2004)
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Figure .- Dendrogram showing the discriminant copability among pine nuis (. pisea)
froms 8 different locaibons in Spain ad Portugal using s race elements as chemieal
deseripeors, Keys in Tohle 2.
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Figure J.-Linear discriminant analysis of pine nud samples from dilferent locations in

Spain amd Portugal (0F; verss [F:.
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Tahle 1

Analyzed samples of pine nuts and their geographical origin,

Coide

GmﬁmEhil:ul oriﬁin

Hu
Co
Cat
Ba
Ma
Fa
Cas
Cad

Huelva, Spain

Coimbra, Portugal
Catalufia, Spain
Badajoz, Spain

Madrid, Spain
Faro, Poriugal

Castilla. Spain
Cadiz, Portugal

Five different samples of each origin were analysed

Table 2 Operating parameters Tor [CP-MS

Forward power
Plasma gas flow rate
Auxiliary gas flow rate
Carrier gas flow rate
Sampling depth

Sampling and skinumer cones

Dwell Time
|sotopes monitored

Tahle 3
Features of the method

1159 W

1501
(.87 |
1.27:1
& mm
Nickel
0.5 5||:|

[I.‘l{:u F

cr
%
(4

min
min’'
min’’

1sotope
u, PMn, YN, ®

N

2Ca, 7re, PPy Pl P
e —

i, %Zn, %7n,

Elerment

Cu
Mn
i
Zn
Fe
Co
Fh
Sr

LOD

LiiE
0,023
(LOM03
(L0
(005
(1044
{1, (M1
(L0110

LO)

(h0G2
0,076
(L2
003
0017
(k146
(h020)
(L35

Accuracy (%)

00.9520.5
O, 0007
04 Q610
03.75+0.2
95.95=1.0
90.01=0.8
07 e
94 9008

Precision
R.5.0, %
3042
4.8-5.0
5.0-52
1540
4.1-4.6
4.5-5.7
4.0-5.1

2234

* Results from recovery assays of 5 randomly chosen sumples.
*RSD: Relative standard deviation (n=10) in each of 3 samples
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by two dimensional liguid chromatography coupled to UV and ICP-MS
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Figurw 4. (2] n-E51-MS of the brypiis digestisn from thy snknown peakzibl Enkirged rogion beimos mic S350 and
S50 (eh MESNS of @y 5373 sclected Ber protein sequeneing
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CREATED UsSikG THE RAL ARTICLE TERPLATE - BEE WinW REC CROELECTRINICFLES FOR FUSTHER DETAILS

Tahle | Operatisg cosditions oo the ICPSUIRC S SEC and IEC
SEC conditions

Columins Hilond 26260 Superdex 30 Preps
Hilogd 26801 Superdes 75 Prep

Rusalution range WAre 10 GOK Dl 30080700 (HHK R

Mohile phese Tris 0 mmod 17 dpdl 800

Fhrw e 2 ml iz’

Enjection volume 2mi

LW eyisihle wavelengih 232 nm

TELC conditions

Calumn Dionex AST1-HIC
Mol pheass A=l mM NHeacomehoete ookl dpH 6L
B=05 mhd WatH, C=110mM MNaDH
Flow rme 1.5 ml min
Injection volume il
U -vislble wovelengih - 233 am
TCP-(ORCMS conditions
Farwand pwver 1350w
Flasmn gas flow rabe 15,0 L mis'
Awsiliary pas flow rne 087 Lo’
Carrier ga= Mow rale 0975 L min
Sampling depth & mem
Sampling and skimmer cones  Wicke|
Ha flosw rane 4 il mis™
(s BERT
B -11.5¥
Dwell Time 1.1 8 per sowpe
[soiopes moniiored “hdin
“ Firlsanle 1E5L

CREATED USHG THE REC ARTICLE TEWPLATE - SEE WANA SSC ONEELES TROMC FILES FOR FURTHER DETRLE

Tabhe 1.- Pesfsrmance diig ol the [EC-LYJCPMS coupling S M spetice

Compownds tdmin) | Detection Emitsimg KeT Identification Concentration (as M)
{retention fime | in pg Kg'
muatching with
standas i)
MnLCl, (K] 6 eieceed 73
Mm-citrle 4.4 ] izl 125
Arginiss el 150 el deteried —
Peuk 3 1R Unknivan penk ]

“ Preak 1 was lanerdy ideatifial 38 issiimie delndrogenase by ESI-B5
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