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Introduccioén

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) son ampliamente conocidos por ser
un grupo de compuestos que pueden presentar propiedades carcinogénicas, mutagénicas
y bioacumulativas [1]. Suelen formarse en procesos térmicos (ahumado, horneado,
asado...) y llegar al ser humano mediante tres fuentes, inhalacién, contacto cutaneo e
ingestién [2, 3].

Se trata de una practica comin someter a algunos alimentos a un proceso de
ahumado para su obtencién. Este es el caso, por ejemplo, del Pimentén de La Vera
(Extremadura), el cual se encuentra reconocido por la Unién Europea como Denominacion
de Origen Protegida (DOP) desde 2005. Este se obtiene mediante un sistema de secado
del pimiento al humo, que podria conferir al pimentén unas caracteristicas antioxidantes
superiores a las de otros pimentones [4]. No obstante, debido a este sistema de secado,
puede contener este tipo de compuestos.

Para el analisis de estos compuestos en alimentos, en los Ultimos afios, se ha
empleado, generalmente, la cromatografia de liquidos acoplada a la deteccién
fluorescente (HPLC-FLD) [5, 6, 7]. Cuando se lleva a cabo un andlisis cromatografico se
espera que se produzca una buena separacion de los picos. Sin embargo, en algunas
ocasiones ocurren solapamientos muy dificiles de evitar. En estos casos, el analisis
multivariante puede ser utilizado para identificar los analitos y cuantificarlos incluso en
presencia de interferentes, siendo esto Ultimo una ventaja de los algoritmos de segundo
orden. Por ello, hoy en dia, el uso de herramientas quimiométricas, en la determinacién
analitica de componentes minoritarios en alimentos, se esti incrementando. En este
sentido, las técnicas separativas acopladas a algoritmos de segundo orden, como es la
resolucion multivariante de curvas y minimos cuadrados alternantes (MCR-ALS), han sido
empleadas por varios autores para cuantificar acidos fendlicos en aceite de oliva [8, 9],
pesticidas en agua [10] o en alimentos [11], etc.

Teniendo en cuenta todo esto, el principal objetivo de este estudio fue llevar a cabo la
identificacién y cuantificacion de ocho HAPs (fluoreno, fenantreno, antraceno, criseno,
pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y benzo(a)pireno) en dos grupos de
pimentones, uno perteneciente a la DOP “Pimentdn de La Vera” y otro no perteneciente a
la DOP, mediante HPLC-FLD haciendo uso de algoritmos quimiométricos en el caso de
gue fuera necesario en las muestras reales.
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Desarrollo experimental

El método cromatografico desarrollado para la identificacion y cuantificacién de estos
analitos consistié en la retencion de los analitos en una columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(4.6 mm x 10 mm x 1.8 um) y su posterior elucién en modo isocratico, con un flujo
constante de 0.8 mL min™, utilizando una fase mévil ACN:H,0O (65:35, %v/v). La deteccion
se llevé a cabo mediante un detector fluorescente fijando la longitud de onda de excitacion
en 280 nm y las de emisién en 312 y 420 nm. De la misma manera se programé la
ganancia del detector fluorescente debido a la diferencia entre unos analitos y otros, en
cuanto a 6rdenes de magnitud en la muestra.

Para llevar a cabo la cuantificacion, se construyeron las rectas de calibrado de
patrones externos (calibracion univariante) para todos los analitos objeto de estudio
(fluoreno, fenantreno, antraceno, criseno, pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno
y benzo(a)pireno), obteniéndose los pardmetros analiticos correspondientes para la
validacion del método analitico.

Por otro lado, en el caso de la calibracion con MCR-ALS se emplearon dos sets de
muestras, uno de calibracién y otro de validacién. El primero consisti6 en las mismas
muestras patron empleadas para la calibracién univariante y el segundo set se encontraba
formado por varios patrones mezcla y varias muestras de pimentén enriquecidas con
concentraciones conocidas de los analitos que se pretendian cuantificar mediante esta
estrategia. Las matrices de datos, obtenidas en el sistema cromatografico, se recogieron
utilizando longitudes de onda de emisién desde 300 a 460 nm cada 1 nm, empleando una
longitud de onda de excitacibn de 260 nm. Asi, estas matrices de segundo orden de
tamafio 161 x 283 (datos espectrales x tiempo) obtenidas se utilizaron para el andlisis de
los datos.

En cuanto al procedimiento de extraccion de los analitos desde la matriz, éste se
llevd a cabo como se detalla a continuacion. En primer lugar, se pesaron 0.2 g de
pimenton y se extrajeron con 10 mL de diétil éter durante 10 minutos en un bafio de
ultrasonidos. Posteriormente, el extracto fue centrifugado y evaporado a sequedad, siendo
reconstituido finalmente en 5 mL de iso-hexano. Esta fraccién de iso-hexano fue cargada
en un cartucho de silica y los analitos fueron eluidos con 7 mL adicionales de iso-hexano.
Asi, ambas fracciones, la inicial de 5 mL, junto a este extracto, fueron combinadas,
evaporadas y reconstituidas en 5 mL de ACN para su posterior analisis cromatografico.

Resultados y discusién

En primer lugar, se optimizaron las condiciones cromatograficas probando
diferentes modos de elucion, tanto isocraticos como en gradiente, y se observé que en
todos los casos probados los analitos eran perfectamente separados en las muestras
patron. Sin embargo, en la matriz algunos de ellos co-eluian con otros interferentes,
concretamente, fluoreno, pireno y benzo(b)fluoranteno, tal como puede observarse en la
figura 1. De ahi que se decidiese emplear la elucién isocratica anteriormente mencionada
con el fin de evitar los cambios de presion consecuentes de la elucién en gradiente y el
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posterior acondicionamiento de la columna cromatogréfica. Para resolver las interferencias
presentes en la matriz se optd por emplear el algoritmo quimiométrico MCR-ALS que
permite trabajar con datos que pueden perder la trilinearidad (como es el caso de la
cromatografia en el que los tiempos de retencion pueden variar de unas inyecciones a
otras).

Solucion patron
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Figura 1. Cromatogramas correspondientes a una solucién estandar (linea negra oscura)
y un pimentén perteneciente a la Denominaciéon de Origen Protegida (linea negra)
obtenidos con las condiciones finales elegidas (Aexc/Aem = 260/352 nm (A) and Agyo/Aem =
260/420 nm (B)). Flu: fluoreno, Phe: fenantreno, Ant: antraceno, Pyr: Pireno, Cry: criseno, B(a)A:
benzo(a)antraceno, B(b)FA: benzo(b)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno.

En cuanto a la cuantificacion, se llevo a cabo la construccion de las rectas de
calibrado de cada uno de los analitos y se obtuvieron los correspondientes parametros de
calidad para validar el método en términos de linealidad, precision y exactitud, limites de
deteccion (LD) y limites de cuantificacion (LQ). La linealidad obtenida en todos los casos
fue buena, con coeficientes de correlacion (r2) superiores a 0.99. En cuanto a los limites
de deteccion estuvieron comprendidos entre 0.3 y 9 g L* y los limites de cuantificacion

entre 1 y 30 Ug L. La evaluacién de la precision se llevé a cabo mediante varias
soluciones estandar medidas en el mismo dia y en dias diferentes, en distintos niveles de
concentracién, obteniéndose en todos los casos una desviacion estandar relativa (RSD)
menor de 7.5 %.
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Para el analisis llevado a cabo con MCR-ALS, cabe sefialar que las matrices de
datos fueron divididas en tres regiones de tiempo, conteniendo cada una de estas
regiones a uno de los analitos de interés. Para cada regién de tiempo, se aplico el
algoritmo MCR-ALS para construir la matriz aumentada correspondiente, en la direccién
del tiempo de elucién. El nimero de componentes fue estimado mediante el analisis de
componentes principales y se asigné teniendo en cuenta los analitos y los posibles
interferentes presentes. Para comprobar la validez de la metodologia se ensayd esta
estrategia con el set de validacion descrito anteriormente y se observaron buenos
resultados de recuperacion. Ademas, el test de la elipse (EJCR) mostré una buena
precision, ya que la region eliptica incluia, en el caso de los tres analitos, los valores
tedricos esperados para la pendiente y la ordenada, es decir, estaba incluido el punto (1,0)
en dicha region eliptica.

Una vez validadas ambas metodologias, se llevé a cabo la extraccién de los
analitos desde la muestra y se sometié el extracto al procedimiento de limpieza descrito
anteriormente mediante cartuchos de silica. Este procedimiento también fue validado
realizando ensayos de recuperacion en los cuales se evalud tanto la efectividad del
procedimiento completo como la repetitividad del mismo, obteniéndose para todos los
analitos una recuperacion superior al 82 % y una desviacion estandar relativa (RSD, n=6)
inferior a 7 % en todos los casos.

En cuanto al contenido de estos compuestos en las muestras reales de Pimentén
de La Vera se observd que las concentraciones totales eran muy elevadas, sin embargo,
en el caso de las que no pertenecian a la DOP no ocurria lo mismo. En particular, en el
caso de los cuatro hidrocarburos aromaticos policiclicos regulados por la Comision
Europea [12] para otras especias (criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y
benzo(a)pireno) las concentraciones encontradas también eran muy superiores en las
muestras de la DOP. No obstante, tal como viene recogido en dicha regulacién [12], se
hace notar que los métodos tradicionales de ahumado y transformacion aplicados al
pimenton ahumado dan lugar a niveles elevados de HAPs. Sin embargo, dado que el
consumo de esta especia es bajo, no deberia suponer un riesgo para la salud, y, para que
pueda permanecer en el mercado, queda eximida del cumplimiento de los niveles
mMAaximos.
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