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Una manera de hacer Europa

D Ainia centro tecnologico es una asociacion privada sin animo de lucro

Fundada en 1987 por 30 empresas con el soporte de la Generalitat Valencia y
distintas administraciones publicas de ambito nacional y europeo.

Nuestra misidon es incrementar la competitividad de las
empresas del sector mediante servicios tecnoldgicos e
investigacion aplicada

K> En la actualidad hay mas de 700 empresas asociadas a ainia

|j> Y mas de 1.300 empresas que contratan nuestros servicios cada afo.

www.ainia.es
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Infraestructuras:

AGUAS FLUIDOS

SUPERCRITICOS

OPERACIONES
UNITARIAS

NUEVOS VISION . ESPECTROSCOPIA EN :
PRODUCTOS ARTIFICIAL | - .
e I et ) -

7 laboratorios, 10 plantas piloto, planta industrial supercritica, sala de investigacion, aulas de
formacidn, laboratorios estudios del consumidor

Disponemos de 2.800 m2 de infraestructuras analiticas que dan respuesta a las diversas necesidades del sector alimentario y afines.

BIOSEGURIDAD

QUIMICA GRAL  CROMATOGRAFIA ENSAYOS FISICOS MICROBIOLOGIA CULTIVO BIOLOGIA
CELULAR MOLECULAR

www.ainia.es
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Servicios:

- I+D

« Servicios analiticos

« Asistencia Tecnoldgica

* Productos Industriales

* Legislacion alimentaria
 Formacidn especializada
« Estudios del Consumidor
* Proyectos Internacionales
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Campos de investigacion:

 Tecnologia de alimentos

* Biotecnologia

* Nanotecnologia

* Electrénica y comunicaciones

 Tecnologias quimicas

 Tecnologias medioambientales y energéticas

www.ainia.es
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Una manera de hacer Europa

Cifras actividad 2015 182 profesionales
_ Importancia
180 proyectos I+D+i 710 empresas socfas estratégica de los
19 patentes _ ) proyectos
1.356 clientes empresariales . .
208.600 analisis financiados por la
657 asistencias técnicas 13,8 M € ingresos administracion

para desarrollar
70 % de empresa NUEVOS Servicios

30 % fondos publicos y tecnologias
67 actuaciones en 18 paises competitivos disru ptlvas

1.343 horas de formacion

206 estudios con consumidores

www.ainia.es
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Deteccion de Contaminantes en la Industria Agroalimentaria mediante
Biosensores (AGROBIOCON)

FINANCIADO por el Instituto Valenciano de Competitividad Empresarial (IVACE-
Innovacién) y con la aportacion de fondos FEDER.

Coste elegible del proyecto 300.139 €. Aportacion del FEDER el 80% (240.111€).

Objetivo del proyecto. desarrollar un sistema basado en un inmunosensor 6ptico para la
medida de contaminantes en productos alimentarios.

Cequipo > 300.000 €
Censayo > 100 €
Laboratorio externo
T > 2 dias

Cequipo = 10.000 €
Censayo ~ 10 €
Laboratorio propio
T = 2 horas

www.ainia.es
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Antecedentes

La presencia de contaminantes en los alimentos debido a su manipulacion o por la
contaminacion ambiental supone un grave problema de seguridad alimentaria.

Los métodos de deteccion de contaminantes en alimentos se basan en técnicas
analiticas de laboratorio. Cromatograficas o en cultivos microbiologicos.

Estas técnicas requieren de instalaciones y equipamiento complejos, y personal
cualificado. Ello supone mucho tiempo y elevados costes.

Los plaguicidas son sustancias imprescindibles para proteger las cosechas, pero su
presencia en el alimento debe ser inferior a los niveles de seguridad.

Espana y la Comunidad Valenciana son grandes exportadores de frutas y hortalizas. El
control de la calidad y seguridad de éstos es clave por razones de salud publica y de
mercado.

En la actualidad se realizan miles de analisis diarios de control de pesticidas en
nuestros productos.

www.ainia.es
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Objetivo del proyecto

Desarrollar un sistema basado en un biosensor para la medida rapida y economica de
pesticidas en productos alimentarios.

Los biosensores son dispositivos analiticos con un elemento de origen biolégico asociado a
un transductor fisicoquimico.

Sus principales ventajas son: su especificidad, su alta sensibilidad, su corto tiempo de
analisis, su alta automatizacion, trabajan en tiempo real y son econémicos.

Sefial O |
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Elementec bioldgico de
reconocimiento

Transductor

La especial novedad ha sido el empleo anticuerpos y antigenos de alta especificidad para

los plaguicidas seleccionados.
www.ainia.es
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Tareas desarrolladas

1. Identificacion de la problematica sectorial. Selecciéon de contaminantes.

Analisis de mercado.

Sector citricola: Espana 6° productor mundial de naranjas, 2° de mandarinas y 2°
exportador en 2010/2011. La CV concentro el 65% de la produccion.

Revisién plaguicidas:
Tipologia, cantidad, frecuencia....
Revisidn legislativa.

Desde 01/09/2008 la referencia es el Reglamento CE 396/2005 relativo a los LMR de
plaguicidas en alimentos.

Entrevistas empresas productoras

Para seleccion de plaguicidas mas empleados como modelo de referencia
Seleccion de contaminantes objetivo.

Fungicidas poscosecha: recoleccion. Imazalil (IMZ) y tiabendazol (TBZ).

www.ainia.es
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2.1.Tiabendazol

Tiabendazol o5 un ploguicida sistémico de la tamilia de los benzimidazoles, Su pringpal uso cs come
‘ungicida poscosecha frente a ciertas enfermedades [manchas de |3 picl, podredumbres, mildid y tizén,
entre otraz) causadas por hongos, entre los que se Incluyen especes de los zéneros Yertfcillum
fungicala, Mycogonc perniciosa, Trichoderma harzianem, Trichoderme virdi, Aspergilivs v Trichoderme
spp. |8]. Sus principales caracteristicas identificativas, fisicas y quimicas se resumen 3 continuacién [9):

Prinapales corguta blives isrdifcatiom, fisice v guimices ol tabendsed,
Nombre comun {ISO) Tishendazol
Nombre guimico [IUPAC) 2-Tiazel-4-il-11 I-benzimid azol
Nombre quimico [CA} 2-(3-Tinzolil)-1K-benzimidaral
MNamero CIPAC 323
Namero CAS 148-79-8
Numero EEC 2057258
Farmula molecular CioHsN S
Masa moleoular 201,26
5
L 2.2. Imazalil
Férmula estructural n\/_ "

C]/_l" Imazalil es un fungicida sistémico de lg familia de los imidezoles, Su principal uso es como fungicida para
controlar una amplia variedad de hongos en frutes, verduras y plantas ornementales, teles comoe oidio
en pepino y antracnosis en rosa. Se emplea también como tratamiento en semillas y en poscosecha de
citricos, platanos y otras frutas para el control de la podredumbre durante el almacenamiento [10). Sus
principales caracteristicas identificativas, fisicas y quimicas se resumen a continuacion [11):

princpales caracteristicas ientfizatwas, fisicas y quimicas del imazall.
Nombee comin (150} Imazalil
- +]- lex-2,4-dicl nilet)imi |
L N ) fowies: rysiasion (RIPAC) :+}.:|-‘u?:p?4.dzl’d:ncf::aof.eu:?d"amszc; eter
Nombre quimico (CA) (1)-1-2-{ 2, 4-diclorofent)-242-propeniloxi etil)-1H--
imidazal
Nimero CIPAC 335
Nimero CAS | 73790-28-0
NOmero EEC 2526150
Formula mdecular C,H, CI,N,O
Masa molecular | 297,18
& 2 TN Oy
) 1 . N o !
’ e Formula estructural

www.ainia.es
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2. Actualizacion del estado del arte relacionada con biosensores 6pticos.

- Revision de técnicas inmunoquimicas para la deteccion de plaguicidas
basadas en la interaccion entre antigenos (Ag) y anticuerpos (Ab)

- Identificaciéon de Reactivos Inmunolégicos para IMZ y TBZ disponibles
(Universidad Politécnica de Valencia)

- Busqueda de sistema de fijacion de moléculas, marcadores, etc.

- Revision de técnicas deteccion optica (Surface Plasmon Resonance)

Funcionamiento de los biosensores SPR:

1. Los compuestos de bio-reconocimiento son inmovilizados sobre la superficie metalica.

2.  Alinyectar la muestra, el pesticida se fija a los anticuerpos.

3. Estas uniones producen un cambio en las propiedades del sensor 6ptico modificando el
angulo de reflexion de un haz laser.

4. El transductor monitoriza estos cambios proporcionales a la concentracién del pesticida.

www.ainia.es
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3. Desarrollo y puesta a punto de técnicas analiticas de referencia

3.1. Desarrollo y ajuste de técnicas (HPLC-MS/MS y GC-MS/MS) multiresiduo.

3.2. Analisis de muestras reales contaminadas, analisis de referencia de las muestras
fortificadas y analisis comparativo con el inmunosensor.

www.ainia.es
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4. Desarrollo de los inmunoensayos para la deteccion de TBZ e IMZ

4.1. Seleccién y adquisicidn de las placas, reactivos inmunoldgicos y quimicos (para la

funcionalizacion de placas), tampones, disoluciones para regeneracion, etc..

4.2. Puesta a punto de instrumentos de medida (SPR, lectores de placas, etc)

4.3. Desarrollo de protocolos de inmovilizaciéon del antigeno: tipo de ensayo, modo de

limpieza, funcionalizacion, ajuste de tampon, concentraciones de anticuerpo, Ensayos
con diferentes metales y espesores (oro, plata...).

4 %
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www.ainia.es
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4.4. Optimizacién de los procedimientos de preparacion.
= Optimizacion concentraciones de inmunorreactivos.
= Ajuste de tiempos de reaccion. T
» Ensayos de validacion con repeticiones.
TBZ IMZ o )
Intervalo de trabajo: Intervalo de trabajo: = oo : \\
12,8 — 63,2 ppb. 27,4 — 460,4 ppb. " LN
LMaX deteCCién: LMaX deteCCién: 1 1olTsz (ppb:oo 1.000 10.000
102,6 ppb. 1.1 ppm.

4.5. Desarrollo de los procedimientos de regeneracién de las superficies

- Objetivo reutilizar las superficies y reducir el coste.

- Pruebas con diferentes disoluciones, pH y t reaccion.

Fluorescencia

35,00

Regeneracion de placas de IMA

30,00

25,00 +—

N
o
o
S

o
=3
)

10,00 +—

5,00 +—

0,00

Dia 2 inicio Dia 2 fin Dia 3 inicio

Experimento

Dia 3 fin

www.ainia.es
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4.6. Adaptacidon de inmunoensayos a muestras reales.

- Desarrollo de los métodos de preparacion de muestras.

Tomar una muestra representativa (6-8 frutos).

Cortar la fruta en cuartos e introducir en la Thermomix.

Afadir HCI 0,1 N en el vaso de la Thermomix.

Homogeneizar durante 5 min.

Tomar 15 mL de la papilla obtenida y centrifugar durante 30 min.
Diluir la fase acuosa en PBST y ajustar pH con NaOH 0,1 M.

QU AW

5. Integracion del biosensor. Puesta a punto final.

Automatizar el ensayo, montaje del prototipo,
optimizacion de la instrumentacion, y del procesamiento
de los datos, validaciones mediante analisis de
referencia,.

www.ainia.es
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6. Difusion

* EUROPA PRESS

Lunes, 14 de diciembre de 2011

Destaca: Ainia estudia nuevos métodos para la mejora de la
seguridad agroalimentaria en el sector valenciano

* EL MUNDO- Suplemento Innovadores

Lunes, 19 de diciembre de 2011

Pag. 6 (Innovadores)

Destaca: AINIA. El instituto tecnoldgico Ainai estudia nuevos métodos
para mejorar la sequridad agroalimentaria en el sector alimentario

* LAS PROVINCIAS

Jueves, 15 de diclembre de 2011

Pdg. 40 (Extra Innova & Emprende)
Destaca: Mejorar La calidad alimentaria

IVACE cl

* INNOVATICIAS

Martes, 15 de diciembre de 2011

Destaca: Ainia estudia nuevos métodos para la mejorar de la
seguridad agroalimentaria en el sector valenciano

* TECNIFOOD

Martes, 15 de diciembre de 2011

Destaca: Ainia investiga nuevos métodos de andlisis en seguridad
alimentaria

* EUROCARNE

Martes, 15 de diciembre de 2011

Destaca: ainia estudia métodos para la mejora de la sequridad
agroalimentaria en el sector valenciano

* AGRONOTICIAS

Jueves, 15 de diciembre de 2011

Destaca: ainia estudia nuevos métodos para la mejora de la
sequridad agroalimentaria en el sector valenciano

www.ainia.es
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Situacion actual de la linea de investigacion

- Optimizacion del Biosensor para deteccidon de pesticidas: desarrollo de un 2° prototipo
mejorado para IMZy TBZ

- Contacto con socios tecnoldégicos y busqueda de financiacidn para ampliar a otras
materias activas: plaguicidas de campo

- SME-2011-3 BioliSME Il — Demonstration, validation and preliminary promotion of a
commercial prototype speedy system for sampling and detecting Listeria
monocytogenes. GA n°® 286713

www.ainia.es



LONRAITT
QG  ivace

Una manera de hacer Europa

Muchas gracias por su atencion

www.ainia.es




