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1. OBJETIVOS

Las aminas heterociclicas (HAs) son compuestos con una elevada actividad
mutagénica que se generan durante el procesado térmico de alimentos proteicos. Dada la
posible carcinogenicidad de las HAs en humanos, es necesario conocer con un elevado
grado de fiabilidad el contenido de estos microcontaminantes en alimentos. Sin embargo,
debido por un lado al bajo nivel de concentracion al que se forman estos analitos y por otro
lado a la elevada complejidad de la matriz en la que se encuentran, no es facil el disponer

de métodos de analisis adecuados para su determinacion.

El objetivo global de la presente memoria ha sido por tanto el establecimiento de
metodologia analitica lo suficientemente selectiva y sensible como para permitir la

cuantificacion fiable de HAs en alimentos proteicos procesados térmicamente.
Este objetivo general se ha concretado en los siguientes puntos:

- Evaluar diferentes métodos de tratamiento de muestra basados en la extraccion
en fase solida con el fin de proponer un método alternativo que sea mds sencillo
que los utilizados normalmente y que permita el andlisis de un elevado numero

de analitos.

- Acoplar la cromatografia de liquidos a la espectrometria de masas con el fin de
desarrollar métodos de andlisis selectivos y sensibles que permitan la
determinacion e identificacion de las HAs en alimentos procesados

térmicamente a los bajos niveles de concentracion en que se encuentran.

- Establecer los modelos de fragmentacion de las HAs mediante espectrometria
de masas en tandem multiple para posibilitar la identificacion de nuevos

compuestos pertenecientes a esta familia.

- Validar la metodologia establecida mediante la participacién en ejercicios

interlaboratorio.

- Determinar el contenido de HAs en muestras de alimentos. En concreto, se ha
seleccionado la ternera a la plancha por ser uno de los platos mas consumidos
en nuestro pais, como se desprende de una encuesta realizada por nuestro grupo

de trabajo.
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2. ESTRUCTURA

La memoria que se presenta se ha estructurado en cuatro capitulos. En el primero de
ellos (Capitulo 1), se presenta una introduccion general sobre los compuestos estudiados,
las Aminas Heterociclicas. Asimismo, se incluye un articulo en el que se recopila la

bibliografia relacionada con el analisis de HAs en alimentos.

A continuacidn, en los Capitulos 2-4 se expone el trabajo experimental realizado a lo
largo de la Tesis Doctoral. Asi, en el Capitulo 2 se engloban las actividades relacionadas
con el estudio del tratamiento de muestra. Entre ellas, se describe la comparacion y

optimizacion de diferentes métodos de extraccion y purificacion.

En el Capitulo 3 se describe el desarrollo de la metodologia basada en el
acoplamiento de la cromatografia de liquidos a la espectrometria de masas. Ademas de
establecer los parametros de calidad tanto en MS como en MS/MS, se han estudiado la
rutas de fragmentacion de las HAs, utilizando primero un instrumento con analizador de
trampa de iones y mas tarde uno de triple cuadrupolo. Por otro lado, se describen diferentes

aplicaciones que permiten evaluar los dos instrumentos utilizados.

En el Capitulo 4 se incluye en primer lugar la validacion de la metodologia
desarrollada en los capitulos anteriores mediante la participacion en ejercicios
interlaboratorio, organizados en el marco del Proyecto Europeo “Heterocyclic Amines in
Cooked Foods-Role in Human Health” (QLK1-CT99-01197, 1999). Seguidamente, se
recogen los resultados obtenidos en el andlisis de varias muestras de ternera frita de

diferente origen.
Al final de la memoria se incluyen las conclusiones globales del trabajo realizado.

En cuanto a la estructura interna de los capitulos en los que se recoge el trabajo
experimental, estos se inician con una introduccion al tema desarrollado seguida de una
exposicion de los objetivos concretos de cada capitulo. A continuacién se presenta el
trabajo experimental realizado, bien en forma de publicaciones o bien como trabajo
experimental adicional no publicado. Seguidamente se incluye una discusion general del

trabajo expuesto, y al final las correspondientes conclusiones.
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La distribucion de las publicaciones a lo largo de los capitulos es la indicada a

continuacion:

Capitulo 1

Articulo I: Separation of heteroaromatic amines in food products.
F. Toribio, M.T. Galceran y L. Puignou.
Journal of Chromatography B, 747 (2000) 171-202.

Capitulo 2

Articulo II: Evaluation of different clean-up procedures for the analysis of
heterocyclic amines in a lyophilized meat extract.

F. Toribio, L. Puignou y M.T. Galceran.

Journal of Chromatography A, 836 (1999) 223-233.

Articulo II: Comparison of different commercial solid-phase extraction cartridges
used to extract heterocyclic amines from a lyophilised meat extract.

F. Toribio, E. Moyano, L. Puignou y M.T. Galceran.

Journal of Chromatography A, 880 (2000) 101-112.

Capitulo 3

Articulo IV: Determination of heterocyclic aromatic amines in meat extracts by
liquid chromatography-ion trap atmospheric pressure chemical ionization mass
spectrometry.

F. Toribio, E. Moyano, L. Puignou y M.T. Galceran.

Journal of Chromatography A, 869 (2000) 307-317.

Articulo V: Multistep mass spectrometry of heterocylic amines in a quadrupole ion
trap mass analyser.

F. Toribio, E. Moyano, L. Puignou y M.T. Galceran.

Journal of Mass Spectrometry, 37 (2002) 812-828.

Articulo VI: lon trap tandem mass spectrometry for the determination of
heterocyclic amines in food.

F. Toribio, E. Moyano, L. Puignou y M.T. Galceran.

Journal of Chromatography A, 948 (2002) 267-281.
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- Articulo VII: Analysis of heterocyclic amines by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry: ion trap vs. triple quadrupole.
F. Toribio, E. Moyano, L. Puignou y M.T. Galceran.

Rapid Communications in Mass Spectrometry, enviado.
Capitulo 4

- Articulo VIII: Heterocyclic amines in griddled beef steak using a single extract
clean-up procedure.
F. Toribio, E. Moyano, L. Puignou y M.T. Galceran.

Food and Chemical Toxicology, enviado.
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