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RESUMEN

Resumen

La acrilamida es un compuesto secundario derivado del tratamiento térmico de
alimentos ricos en carbohidratos y proteinas, estudiado debido a su elevado efecto
toxico en la salud. Dentro de los alimentos que contienen mayor cantidad de
acrilamida se encuentran aquellos derivados de papa, como papas fritas o papas a

la francesa.

Las técnicas instrumentales para el analisis de acrilamida son muy variadas, sin
embargo, la cromatografia liquida de alta resolucion resulta ser de las mas utilizadas
debido a su alta reproducibilidad y sensibilidad. No obstante, para el analisis de este
compuesto se requiere de un pre-tratamiento de la muestra que conlleva la
derivatizacion del analito para que pueda ser detectable en el equipo

cromatografico.

En el presente trabajo evalla un método de extraccion por intercambio iénico en la
determinacion de acrilamida empleando el acido 4-mercaptobenzoico como agente
derivatizante en muestras de botanas por cromatografia de liquidos de alta
resolucidon. La metodologia propuesta se llevo a cabo entres etapas A) Optimizacion
del proceso de derivatizacion de acrilamida, B) Condiciones de analisis por HPLC-
DAD y C) Optimizacion del pretratamiento de la matriz analitica mediante
intercambio i6nico. Partiendo de diversos estudios se obtuvieron las condiciones
optimas: Separacion por HPLC (flujo 0.800 ml min-1, 290 nm, ACN:HAc (1%) 20:80,
tiempo de analisis 29 min), reaccion de derivatizacién, temperatura de 80 °C por 30
min, empleando 1g de resina de intercambio anidnico en el sistema de extraccion,
5 ml de extracto acuoso de papas con un tiempo de contacto de 30 min y una
solucion de metanol acidificada con HCI 1x10-3M como solucién eluyente en la
reextraccion de la acrilamida. Bajo las condiciones éptimas de analisis se obtuvo un
limite de deteccion de 0.482 (mg g*) y limite de cuantificacion de 1.445 (mg g*) con
una repetitividad y reproducibilidad menores al 10% en términos de desviacion

estandar relativa durante todos los experimentos realizados.
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RESUMEN

El método desarrollado en el proceso de derivatizacion es una alternativa robusta
en el analisis de acrilamida por cromatografia de liquidos de alta resolucion en
muestras de papa, esta metodologia puede ser acoplada a diversas técnicas

analiticas de extraccion y cuantificacion de acrilamida.
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INTRODUCCION
1. Introduccién

El procesado de alimentos representa aquellas técnicas (domésticas e industriales)
que proveen de diferentes caracteristicas a los alimentos crudos. Este proceso se
lleva a cabo en diversas fases que van desde la eleccién del producto o materia
prima para su tratamiento, hasta el empaquetamiento y distribucién de los alimentos

procesados que son comercializados y consumidos.

Uno de los principales objetivos del procesado de alimentos es esencialmente la
preservacion de éstos, aumentando su vida Uutil, confiriendo caracteristicas
organolépticas que mejoran la apariencia fisica y el sabor de los mismos. Con este
principio y con la evolucién del procesado de alimentos, actualmente existen
diversas tecnologias que permite modificar su composiciéon quimica, para mejorar

el valor nutrimental y microbioldgico de los productos procesados (Brennan, 2006).

Dentro de las técnicas utilizadas para el procesamiento de los alimentos se incluyen
procesos como: seleccion de la materia prima, secado, salado, congelacién, lavado,
y tratamientos térmicos, entre otros (Tritscher, 2004; Brennan, 2006; Juaniz et al.
2016; Singh etal., 2016). A pesar de todas las contribuciones favorables que derivan
del procesado de alimentos, también se ha demostrado que durante este proceso
ciertos productos alimenticios pueden adquirir, de forma directa o indirecta,
compuestos organicos secundarios toxicos derivados del proceso de coccion o del

medio en el que se obtuvieron (Hird et al., 2014).

Una de las técnicas mas utilizadas para el procesado de alimentos, es el tratamiento
térmico de los mismos, que incluye el calentamiento de los alimentos, coccién,
congelamiento, empaquetado y sellado (Brennan, 2006). Este tratamiento es
responsable de la formacion de algunos contaminantes toxicos de suma
importancia, cuya sintesis depende directamente del proceso de coccion.
(Jagerstad y Skog, 2005).

NH,
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INTRODUCCION

1.1 Contaminantes quimicos de procesado en alimentos

Un contaminante quimico es aquel elemento o compuesto cuyo estado y
caracteristicas fisicoquimicas le permiten entrar en contacto con los individuos, de

forma que pueden originar un efecto contraproducente en la salud.

La via principal de exposicidén a contaminantes quimicos derivados del procesado
de alimentos es la ingesta de productos alimenticios contaminados con diversos
compuestos producidos o incorporados durante su elaboracion. Estos
contaminantes se pueden afadir a los alimentos de forma voluntaria o involuntaria,
incluyendo aquellos formados como productos secundarios durante su procesado.
Por otro lado, ciertos productos pueden contener toxinas naturales y contaminantes
que adquieren de diversas fuentes como: residuos de pesticidas presentes en
productos de origen vegetal o antibidticos veterinarios presentes en carnicos, entre
otros (Hird et al., 2014).

1.1.1 Clasificacién estandar de la Agencia Internacional para la

Investigacion del Cancer (IARC)

La agencia internacional para la investigacion del cancer (JARC) junto con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es encargada del estudio y evaluacion del
riesgo en el desarrollo de cancer por contacto con sustancias o componentes
quimicos. Con base a las diversas pruebas que se realizan para evaluar las

sustancias, la IARC puede clasificarlas de acuerdo ala Tabla 1, como (IARC, 2016):

NH,
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INTRODUCCION

Tabla 1. Clasificacién de sustancias segun la Agencia Internacional para la Investigacion del

Céancer (IARC)

Grupo Descripcion Sustancia quimica Alimentos
Formaldehido Carne procesada
o Benzo[a]pireno Tabaco
Carcinégeno para _
Grupo 1 Benceno Bebidas
humanos. o .
Cloruro de vinilo alcoholicas
1,2-dicloropropano
Probablemente Acrilamida _
- i Papas fritas
Grupo 22 carcinégeno para Etil carbamato _
_ Carne roja
humanos. Dibenzo[a,h]antraceno
Benzo[a]antraceno
Posiblemente Cloroformo i
- : : : Cafe
Grupo 2B carcindgeno parael  1-amino-2-metilantraquinona
ser humano 1,3-dicloro-2-propanol
Furano
Cloroacetonitrilo
No puede ser _
-~ Melamina
clasificado respecto a
Grupo 3 _ o Tolueno No Reportado
su carcinogenicidad
Fenol
para el ser humano.
Antraceno
Probablemente no
Grupo 4 carcinégeno para el Caprolactama No Reportado

ser humano.

Dentro de los contaminantes quimicos de mayor interés por su alto riesgo a la salud

y elevada neurotoxicidad,

toxicidad

reproductiva y posible genotoxicidad

cancerigena (Tritscher, 2004) destacan: los hidrocarburos aromaticos policiclicos,

(HAPs) cloropropanos, cloroésteres, aminas heterociclicas (HCAS), furanos vy la

acrilamida (AA), siendo los contaminantes mas comunmente encontrados en

diversos alimentos procesados (Domingo y Nadal, 2016).

NH,
oA

O CAMARGO MEDRANO LORENA



INTRODUCCION

1.1.2 Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los compuestos hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPS) se caracterizan por
tener dos 0 mas anillos de benceno unidos entre si, (ATSDR, 1995) son compuestos
organicos altamente hidrofbicos, que en su estructura se encuentran formados
principalmente por atomos de carbono e hidrégeno (Singh et al., 2016); generados
por condensacion de compuestos organicos mediante pirdlisis y pirosintesis.
Diversos estudios (Jagerstad y Skog, 2005) han comprobado que los niveles de
HAPs aumentan linealmente en un intervalo de temperatura entre 400-1000 °C,
originando la descomposicion de estructuras complejas formando compuestos
quimicos de menor peso molecular, principalmente radicales libres (pirdlisis) los
cuales se unen para formar compuestos aromaticos polinucleares estables
(pirosintesis) (Singh et al. 2016). A temperaturas por debajo de 400 °C la formacion
de HAPs policiclicos es de menor proporcion; sin embargo una vez producidos este
tipo de compuestos son facilmente retenidos por alimentos o sustancias ricas en

grasa debido a su caracter lipofilico (Singh et al. 2016).

En la industria alimentaria, los alimentos donde se han encontrado mayor cantidad
de este tipo de contaminantes abarca una gran gama que va desde las nueces y
bebidas (t¢ y café), hasta ciertos productos carnicos, como carnes ahumadas y
procesadas. Los niveles de contenido de HAPs dependen de la técnica de
procesado (rostizado, asado, procesos de fritura, calentamiento, ahumado, secado
u horneado), el contacto con fuentes de calor, el combustible empleado durante la
coccidon (aceites vegetales, grasas animales, carbén, madera o derivados de
petrdleo), y el tiempo de procesado. (Singh et al., 2016). Debido a su elevada
disponibilidad diversas agencias como la Agencia para Sustancias ToOxicas y
Registro de Enfermedades de Estados Unidos (ATSDR) ha realizado diversos
estudios, corroborando que los HAPs se encuentran generalmente como mezclas
complejas, formados como parte de subproductos en la combustion y en el
tratamiento de diversos compuestos utilizados durante el procesado de alimentos

(ATSDR, 1995).
NH,
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INTRODUCCION

Por otro lado, la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA)y la IARC, han clasificado
a los HAPs como contaminantes quimicos probablemente carcin6genos de alto
riesgo, entre los cuales los de mayor importancia son: benzo[a]pireno,
benzo[a]antraceno y el dibenzo[a,hlantraceno (fig. 1) (ATSDR, 1995; Jagerstad y
Skog, 2005; Singh et al. 2016).

Benzo[a]pireno Benzo[alantraceno Dibenzo[a,h]antraceno

Figura 1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos de mayor toxicidad.

1.1.3 Cloropropanos y cloroésteres

Los compuestos como los cloropropanos y cloroésteres son contaminantes de gran
interés en la industria alimentaria, y son producidos por cloracion de glicerol o
glicéridos que reaccionan con iones cloruro. Estos compuestos se forman como
producto secundario durante la elaboracién de determinados alimentos tanto en
procesos industriales como domésticos, generados por la hidrolisis acida de la
proteina vegetal presente en ciertos productos crudos como trigo, arroz, semillas de

soja y algunos frutos secos (Chung et al. 2002; Crews C., 2014).

Por otra parte los ésteres de acidos grasos derivados del 3-cloro-1,2-propanodiol
(3-MCPD), (cloroésteres) son obtenidos mediante la hidrdélisis del cloropropanol una
vez producido durante la elaboracion de ciertos alimentos (Zhou et al., 2014; Crews
C., 2014), asi como en el procesado a altas temperaturas de diversas matrices con

abundante contenido graso (Ermacora y Hrncirik, 2014; Zhou et al., 2014).

NH,
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INTRODUCCION

Altos niveles de estos compuestos han sido encontrados en alimentos procesados,
siendo el 3-MCPD y el 1,3-dicloro-2-propanol (1,3-DCP) (fig. 2) los mas abundantes,
los cuales han sido clasificados por el Comité Cientifico Alimentario (SCF) de
Estados Unidos (2001) como posibles agentes carcinégenos (Tritscher, 2004);
indicando asi un limite maximo de ingesta diaria de 2 pg kg-! de peso corporal para
el 3-MCPD .(Ermacora y Hrncirik, 2014).

OH OH

3-MCPD 1,3-DCP
(@)

P

OH O

R
Cmo—(o cdo ©
R R

Monoéster 3-MCPD Diéster 3-MCPD

Figura 2. Cloropronanos Yy cloroésteres mas comunes

1.1.4 Aminas heterociclicas

Las aminas heterociclicas (HCAs) son compuestos formados generalmente por dos
o tres anillos con un grupo amino exociclico. Este tipo de sustancias son producidas
durante el proceso de coccién de carnes y pescado, debido a la presencia de
precursores (aminoacidos y proteinas) en musculos de pescado y carne cruda.
(Galceran, 2002; Jagerstad y Skog, 2005).

Dependiendo de su estructura quimica estas se pueden dividir en cuatro familias:
aminocarbolinas (AC), imidazo-quinolinas (IQ), imidazopiridinas (PhIP) e
imidazoginoxalinas (MelQx) (Jagerstad y Skog, 2005), siendo las imidazopiridinas,

imidazoquinolinas e imidazoquinoxalinas formadas como producto de la reaccion de

NH,
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INTRODUCCION

Maillard a partir de la reaccién entre la creatina o creatinina con algunos
aminoacidos libres y azlcares presentes en la matriz. Mientras que las
aminocarbonilas 0 aminas piroliticas se forman por pirdlisis de aminoacidos o

proteinas via reacciones radicalarias a temperaturas mayores a 300 °C (fig.3).

NH»
N=
N CHs

2 =
l}l N
H NS

N

AC IQ

NH,
CHy N=(
N CH; N NCH;,
[ )-NH, ]:

N N NS

N N

PhIP MelQx

Figura 3. Aminas heterociclicas de mayor toxicidad.

Las HCAs son sustancias clasificadas como agentes carcinG0genos, cuya exposicion
prolongada pueden originar el desarrollo de una gran variedad de tumores en
multiples drganos. Adicionalmente las HCAs pueden presentan un indice de
mutagenicidad hasta mas de 100 veces superior a compuestos HAPs. (Galceran,
2002; Jagerstad y Skog, 2005; Bover-Cid et al. 2014).
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INTRODUCCION

1.1.5 Furano

El furano es un éter ciclico de bajo peso molecular de caracter aromatico (fig. 4).
(Crews and Castle, 2007). Se trata de un compuesto organico lipofilico, incoloro y
volatil que en la década de los 60’s fue encontrado en una gran variedad de
alimentos sometidos a tratamientos térmicos como carnes procesadas, asadas,
productos fritos, sopas, y en algunos alimentos para recién nacidos (Nie et al, 2013).
Debido a la alta volatilidad del furano, los andlisis quimicos para determinar su

presencia en alimentos son escasos y de alta complejidad (Crews C., 2014).

0]

)

Furano

Figura 4. Estructura quimica del furano

La generacién de este compuesto puede ser mediante seis posibles vias: 1)
reaccion entre un aminoacido especifico con un azucar reductor 2) degradacion
térmica de aminoacidos; 3) oxidacion de acidos grasos poliinsaturados; 4)
descomposicion de acido ascorbico o sus derivados; 5) oxidacion térmica de
carotenoides y 6) modificacion estructural de algunos carbohidratos (Nie et al, 2013;
Kim et al., 2010).

La formacion de furano durante el tratamiento térmico puede verse afectada o
promovida por diversos factores como: temperatura, pH, presencia de aminoacidos,
acidos grasos, entre otros; siendo las temperaturas mayores a 100 °C favorables
para la produccion de este contaminante (Fan X., 2015). Adicionalmente diversos
estudios han demostrado que una gran variedad de procesos de fritura incrementan

los niveles de furano producidos en los alimentos (Juaniz et al., 2016).
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Diversas agencias gubernamentales como la IARC, el Departamento de Salud y
Servicio Humano de USA (DHHS) y el Programa Nacional de Toxicologia (NTP) han
clasificado al furano como un potencial carcinbgeno humano del Grupo 2B (Tabla
1) (Nie et al., 2013).

1.2 Acrilamida

La acrilamida (AA) o 2-propenamida (CAS No. 79-06-1) es un compuesto organico
de tipo amida, que contiene un doble enlace electréfilo y un grupo amida (fig. 5). Se
trata de un compuesto que es soélido a temperatura ambiente, de alta solubilidad en
compuestos organicos polares y de polaridad media como: agua, alcoholes, y
acetona. Una de los principales caracteristicas de la AA es su facil polimerizacion a
temperaturas mayores a 85 °C (Wenzl et al., 2003). Es producida a escala industrial
mediante hidrolisis catalitica de acrilonitrilo; y ha sido usada por casi 60 afios en la
sintesis de poliacrilamidas en diversas aplicaciones industriales como en la
manufactura de varios productos plasticos, pigmentos, pegamentos, cosmeéticos,
entre otros; asi mismo la AA es utilizada en el tratamiento de aguas residuales, en
la clarificacion de agua potable, y como gel en la separacién de proteinas u otros
compuestos de interés mediante el uso de electroforesis (Wenzl et al., 2003; Skog
y Viklund, 2014).

1.2.1 Acrilamida en alimentos

Dentro de las sustancias quimicas de mayor importancia como resultado en el
procesado de alimentos, la acrilamida es uno de los principales contaminantes por
su alto grado de toxicidad en la salud humana y su elevada disponibilidad, tal y como
se muestra en la Tabla 1. (IARC, 2016), siendo clasificada por la IARC como

sustancia probablemente carcinégena del grupo 2A.
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La exposicion prolongada a esta sustancia puede provocar dafio en el sistema
nervioso central, presentando actividad mutanogénica, genotoxica y carcindégena.
(Wenzl et al., 2003; Rice 2015; Oracz et al., 2011; Bethke y Bussan, 2013; Skog y
Viklund, 2014).

En la industria alimenticia la AA es generada como subproducto en el procesamiento
del alimento, como consecuencia de la reaccion de Maillard, la cual se lleva a cabo
entre la amina libre de la asparagina y un azlcar reductor u otros compuestos con

grupos carbonilos

O
QJJ\NHQ

Figura 5. Estructura quimica de la acrilamida.

Diversas agencias internacionales como la Agencia Nacional Sueca de Alimentos
(Swedish National Food Agency-SNFA) y la Universidad de Estocolmo han
establecido que elevadas cantidades de acrilamida pueden ser encontradas en una
gran variedad de alimentos fritos y horneados (Dybing et al., 2005), esta es formada
como subproducto durante el tratamiento térmico de varios alimentos ricos en
carbohidratos y proteinas, bajo condiciones de temperatura superiores a 120°C
(Wenzl et al., 2003; Rice, 2005).

Dentro de los principales alimentos con presencia de acrilamida se ha encontrado
gue la papa sometida a diversos procesos de fritura contienen los mas altos niveles
de este contaminante, debido a la gran cantidad de precursores presentes en dicha

matriz (asparagina y azlcares) (Bethke y Bussan, 2013)
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1.2.2 Mecanismo de formacion de Acrilamida en alimentos

La obtencion de AA se lleva a cabo por dos vias principales, las cuales incluyen la
reaccion de Maillard con el aminoacido asparagina y un conjunto de vias alternas
que incluyen la presencia o generacion de amonio y acido acrilico a partir de otros

aminoacidos. (Keramat et al., 2011)

. Reaccion de Maillard

Esta reaccion quimica ocurre durante el proceso de coccion de algunos alimentos,
especialmente compuestos ricos en almidon como papas o cereales que al ser
sometidos a elevadas temperaturas provocan que los alimentos adquieran un olor
y sabor agradable (Oracz et al., 2011). En el caso de la AA la reaccidon ocurre
especificamente entre la asparagina y la glucosa (fig. 6) presentes en alimentos
crudos (Tekkeli et al., 2012)

Asparagina Acrilamida

NH, O T> 120°C O

NH; azucar reductor

0]

Figura 6. Esquema de reaccion de Maillard.

El proceso de formacion de AA (fig. 7) se realiza a partir de la transformacion de
amino acidos, que comienza con la reaccion con un azucar reductor dando lugar a
la formacion de una imina (base de Schiff). Una vez obtenida, la imina lleva a cabo
un rearreglo estructural para convertirse en un compuesto de Amadori (cetosa);
compuesto que al deshidratarse y/o fragmentarse libera un aminoacido,
produciendo un conjunto de intermediarios altamente reactivos como dicarbonilos e
hidroxicarbonilos, que reaccionan consecutivamente para llevar a cabo una

segunda reaccion de Maillard, obteniendo los denominados compuestos de la
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reaccion de Maillard (como HCAs, furano, acrilamida e hidroximetilfurfural) los

cuales proporcionan el sabory color caracteristicos a los productos fritos.

Cuando los intermediarios (I, ll) de la de base de shiff resultantes de la
fragmentacion de Amadori reaccionan especificamente con asparagina se obtiene
la acrilamida (Bethke y Bussan, 2013).

azuUcar reductor

Asparagina
(Ry==H o CH,0H)

imina (base de Schiff)
(intermediario /)

HzN\[A

(0]
acrilamida
HoN
|
R1 R2 RZ

(intermediario 1ll)

(intermediario II)

Figura 7. Mecanismo de reaccion de Maillard

e Rutas alternativas

Dentro de las vias alternas de obtencion de AA en alimentos en procesos tanto
industriales como domésticos se encuentra la reaccién directa entre aminoacidos y
azUcares reductores mediante la formacion de una base de Schiff y una secuencia

de reacciones (fig. 8). (Bethke y Bussan, 2013).
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OH H OH__O
© © -H20 OH © OH Hidroxicarbonilos
R)\AO + — —>| Dicarbonil
OH NH; R '}l z Desoxisulfosa
O H
azucar reductor o.—aminoacido base de Schiff compuesto de Amadori .
OH o E
NHz 1 _H,0
) NH; o
RUTA GENERAL DE FORMACION DE AA ,
A PARTIR DE UN AMINOACIDO asparagina
y
OH o
2
B-eliminacién OH
R . / © l Hidrolisis
i i base de Schiff
! NH, NH,
1 1
i \/go i 4"N-I:|-- HZN/\AO 3-aminopropionamida
S m] - 3

A

acrilamida \ j
iminacic -Coz o MO ww

OH
. . base de Schiff
RUTA ESPECIFICA DE FORMACION DE AA -H,0
A PARTIR DE ASPARAGINA
OH HO_ o
OH HoN e}
azucar reductor asparagina

Figura 8. Mecanismo de formacion de acrilamida por via general y especifica de aminoacidos.

Adicionalmente diversos estudios han demostrado que la formacion de AAse puede
llevar a cabo a partir de la presencia de precursores como &cido pirlvico, la
acroleina o 1-propenal, aminopropionamida, acido aspartico o por la deshidratacion
de a-dicarbonilos (fig. 9) (Keramat et al., 2011).
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Serina
; P . L Cisteina
Acidos grasos Acido aspartico
Carnosina
Glicerol p-alanila
\ Acido pirtvico
Acroleina

\

Acido acrilico

ACRILAMIDA

/ |

3-aminopropionamida

\ Asparagina

Figura 9. Diagrama de rutas alternativas para la obtencion de acrilamida

1.2.3 Metabolismo y biotransformacion

La acrilamida es un compuesto facilmente absorbido y metabolizado por el cuerpo,
principalmente excretado por la orina. (Parzefalll, 2008). La principal via de
biotransformacion de la acrilamida en el cuerpo (fig. 10), consiste en la conjugacién
de la AA con glutation (GSH, tripéptido formado por cisteina, glutamato y glicina) y
su epoxidacién a glicidamida (GA) como producto de su reaccion enzimatica en el

higado por el citocromo P450 (Parzefall, 2008; Tekkeli et. al, 2012).
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1.2.4 Toxicidad de la Acrilamida

Latoxicidad de la acrilamida ha sido evaluada por diversas agencias internacionales
y por una gran cantidad de investigadores. Dentro de los principales efectos toxicos
derivados del consumo de AA se encuentran: neurotoxicidad en humanos y
animales, toxicidad reproductiva, genotoxicidad y carcinogenicidad en roedores
(Parzefall, 2008).

e Neurotoxicidad

Los efectos neurotéxicos mas conocidos de la acrilamida (por experimentos en
animales y andlisis de intoxicaciones accidentales en humanos o exposicidon
cronica) son neuropatias periferiales, dafio en el sistema nervioso central y
periférico, y dafio en el cerebelo. Asimismo, degradacién de terminales nerviosas
gue afectan las funciones cognitivas, provocando darfio en el cortex cerebral, tAlamo

e hipocampo. (Parzefall, 2008).

En estudios realizados en animales, el nivel sin efecto observable (NOEL) para el
efecto neurotéxico se ha estimado entre 0.2 y 10 mg kg1 peso corporal/dia, muy por
encima de la exposicion dietética. Sin embargo, se ha encontrado que la

neurotoxicidad de la acrilamida podria ser acumulativa (Parzefall, 2008).

e Genotoxicidad.

La genotoxicidad de la acrilamida ha sido estudiada extensivamente y se ha
comprobado que no causa mutaciones; sin embargo el metabolito (GA) producido
cuando la AA entra en contacto con el organismo es considerado como el principal
promotor de mutaciones incluso sin activacion metabdlica. (Jagerstad y Skog, 2005;
Parzefall, 2008).
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La AA es un compuesto que por si mismo tiene baja reactividad con el ADN bajo
condiciones in vitro, sin embargo posterior a su biotransformacion a GA, ésta se une
a la molécula de ADN formando aductos, los cuales se encuentran presentes en la
mayoria de los oOrganos (células mamarias, células de ovario y aberraciones
cromosomicas) en animales como roedores en los que se han realizado diversos

andlisis, después de la administracion de AA (Jagerstad y Skog, 2005).

Tanto la AA como la GA reaccionan directamente con la hemoglobina en sistemas
in vivo (Jagerstad y Skog, 2005), mediante el enlace entre la AA y diversas
macromoléculas (proteinas y ADN) lo cual sugiere la existencia de un riesgo
genotoxico en humanos (Parzefall, 2008).

La formacion de algunos productos en la conjugacion de GA con glutation, son
excretados por la orina después de su transformacion metabdlica a acidos
mercapturicos regioisoméricos rac-N-acetil-S-(2-carbamoil-2-hidroxietil)-L-ciste ina
(GAMA) y rac-N-acetil-S-(1-carbamoil-2-hidroxietil)-L-cisteina (iso-GAMA) (Tekkeli
et. al, 2012).

Q NH, HO o]
A~ NH, CYP 2EI Epoxido J—/(
> —_—
/ﬁof © Hidrolisis HO NH
Acrilamida ( AA) Glicidamida (GA) Gliceramida
\ Y
0O O (0] O
HO)S/\S/\)kNHz HO)S/\S%NHZ
NH Humanos NH OH
————— amAaso is0-GAMA
0 o]
N-acetil-S-(2-carbamoiletil)cisteina N-acetil-S-(2-cabamoil-2-hidroxietil)cisteina
(AAMA) (GAMA)

Figura 10. Metabolismo de la acrilamida en el cuerpo humano.

NH,

A
O CAMARGO MEDRANO LORENA 17



INTRODUCCION

e Carcinogenicidad

La AA ha sido clasificada por diversas agencias internacionales como una sustancia
probablemente carcinégena para humanos (Grupo 2A) por la IARC. También se
encuentra clasificada en el sistema de la Union Europea como: carcinGgeno
categoria 2, sustancia mutagénica categoria 2, y como una sustancia toxica en la
reproduccion categoria 3 (Rudén C., 2004).

Adicionalmente ciertas investigaciones clinicas, mediante la aplicacién de diversas
pruebas epidemioldgicas en animales indican que el margen de seguridad es mayor
para los efectos neurotoxicos que puede causar la ingesta de AA que para su
potencial de carcinogénesis; ademas de ser un compuesto que afecta el desarrollo
pre y post-natal (Bethke y Bussan, 2013). Asi mismo han demostrado que la AA es
un carcin6geno que produce tumores en varios 6rganos, como en la glandula
tiroidea en roedores machos y hembras. Adicionalmente se han encontrado tumores
en el sistema nervioso central, la cavidad oral, glandula mamaria y Gtero en hembras
(Parzefall, 2008).

Conforme a su clasificacion la IARC indica que hay pruebas suficientes de efectos
carcinogénicos en animales, pero insuficientes en humanos, sin embargo estudios
epidemioldgicos no han proporcionado pruebas contundentes de que la AA
presente actividad carcinogénica debido a la limitada fiabilidad de las diversas
pruebas realizadas, no obstante se sabe que la exposicion ocupacional a la AA
representa un mayor riesgo cancerigeno (Rudén, 2004; Rice, 2005 y Parzefall,
2008).
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1.2.5 Vias de exposicion.

Una de las fuentes principales de exposicion a AA es por la ingesta de diversos
alimentos de consumo, los cuales fueron sometidos a algun tipo de tratamiento

térmico durante su procesado, dentro de los cuales se destacan:

e Alimentos altos en proteina (carnes)

e Papas fritas y a la francesa

e FOrmulas pediatricas

e Pany productos horneados

e Cereales y granolas

¢ Nueces y mantequillas (mantequilla de frutos secos)
e Productos de chocolate

e Frutas y vegetales enlatados

e Café tostado

Los productos derivados de papa como papas fritas y papas a la francesa destacan
como aquellos con mayor contenido de AA en comparacion con otros productos
alimenticios procesados a altas temperaturas. Siendo mas grave aun debido a la
elevada disponibilidad que se tiene a este tipo de productos en el mercado, siendo
las botanas principales consumidas por nifios y adultos (Dybing et al., 2005; Bethke
y Bussan, 2013).

e AA en alimentos derivados de papa

La acrilamida no se encuentra presente en la papa cruda, sino que se forma como
producto de la reaccion de Maillard. Esta reaccién es altamente conocida en la
industria de la papa debido a que es la que otorga el color dorado a las papas fritas.
La formacién de AA en los productos a base de papa se debe principalmente a la

presencia de asparagina, glucosa y fructosa presente enla materia prima, siendo la
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asparagina el aminoacido libre mas abundante en la papa, con un contenido tipico
de 4 a 25 mg g (peso seco), aunque el contenido de asparagina puede variar
dependiendo de la regién y tipo de papa. Sinembargo, la produccién de AA en estos
productos esta limitada por los azlcares reductores, ya que estos se encuentran
presentes en concentraciones en el orden de 0.04-4.8 mg g (peso seco). Por lo
tanto, las muestras de papa que contienen 0-2.6 mg g1 (peso seco) de azlcares
reductores limitan la generacién de acrilamida en concentraciones de 0-2.5 mg g*.
(Bethke y Bussan, 2013).

1.2.6 Determinaciéon de acrilamida y métodos analiticos.

Desde el afo 2002, cuando la AA fue declarada como producto probablemente
carcinogénico y encontrado en una gran gama de alimentos procesados de
consumo cotidiano, se han desarrollado diversos métodos analiticos para su
deteccion y cuantificacion en mditiples alimentos de consumo humano (Tekkeli et
al., 2012).

Dentro de los métodos analiticos desarrollados en la determinacion y cuantificacidn
de AA, se encuentran los métodos no cromatograficos como electroforesis capilar
(CE) (Bermudo et al, 2006), y los métodos cromatograficos como cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Jezussek y Schieberle, 2003) y cromatografia de
gases (GC) (Hird et al, 2014), siendo HPLC el método mas usado para el analisis
de AA en alimentos. (Tekkeli et al., 2012). De manera general el andlisis de AA
incluye la extraccién acuosa de la misma a partir de muestras frescas o congeladas,
pre-concentracion y limpieza de la muestra generalmente mediante extraccion en
fase soélida (SPE) o extraccion liquido-liquido (LLE) acoplados a CE, HPLC y GC
(Wenzl et al., 2003; Oracz et al., 2011; Tekkeli et al., 2012) asi como su analisis
mediante HPLC o GC acoplado a masas (GC-MS) (Bethke y Bussan, 2013).
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1.2.7 Métodos no cromatograficos

e Electroforesis Capilar

La técnica electroforesis capilar (CE) se centra en la separacion de iones presentes
en una disolucion por la accion de un campo eléctrico, basado en la diferencia de
migracion de los analitos expuestos a éste, principalmente por la relacion
masa/carga que estos poseen. En el sistema de CE al aplicar un determinado voltaje
se pueden separar los componentes de una disolucién dentro de un tubo capilar de
silice fundida (SiOz2) de alrededor de 50 cm de longitud y didmetro interior de 25-75
um (Harris, 2010).

La CE es una técnica de separaciéon muy versatil y robusta que provee rapidez y
eficiencia ademas de buena separacién en los analisis quimicos, utilizando
pequefios volimenes de muestra y bajo consumo de solventes. Este método ha
sido ampliamente utilizado en el analisis de ciertos compuestos con alto potencial
en el analisis de alimentos incluyendo polifenoles, péptidos, proteinas, metabolitos,
acidos organicos, micronutrientes, aditivos y productos de la reaccion de Maillard
(AA), entre otros, tal y como se muestra en la tabla 2. Los detectores mas utilizados
para el andlisis de AA por CE son comunmente espectrometro ultravioleta (UV)
acoplado a detector de arreglo de diodos (DAD), asi como CE acoplado a MS (CE-
MS). (Herrero et al., 2010).

Dentro de las técnicas de analisis de AA presente en alimentos por métodos
electroforéticos se encuentra la electroforesis capilar de zona (CZE), basada en la
diferencia de migracion de los analitos expuestos a un campo eléctrico. Sinembargo
la AA por si sola es una molécula que no posee carga, por lo que no presenta
movilidad electroforética y por tanto para el andlisis de AA por CZE se requiere de
una derivatizacién pre-columna utilizando acido 2-mercaptobenzoico como agente
derivatizante (Baskan y Erim, 2007). Sin embargo la principal desventaja de este
compuesto quimico radica en su poca o nula disponibilidad en el mercado, lo que
se refleja en el coste del mismo y por ende propicia la busqueda de diversas

alternativas.
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Otra técnica reportada para el andlisis de AA en la determinacién cuantitativa a
bajos niveles en papas fritas es la cromatografia capilar electrocinética de
microemulsion (MEECK), obteniendo resultados de hasta de mg kgt. MEECK es
una técnica electroforética que ofrece la oportunidad de separar una gran variedad
de compuestos neutros, acidos y basicos, lo cual comprueba que es una técnica
gque puede ser viable en la determinacion de AA. Sin embargo MEECK resulta ser
una técnica que presenta una mayor complejidad respecto a la de CZE (Bermudo
et al.,, 2006).

También se han implementado técnicas de analisis con CE no acuosa (NACE) para
la determinacion cuantitativa de AA en alimentos procesados como papas fritas,
papas a la francesa y extracto de almendra; obteniendo resultados en pg kg,

debido a que NACE es un método mas sensible que CE-UV (Baskany Erim, 2007).
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Tabla 2. Analisis de acrilamida por métodos no cromatogréaficos: Electroforesis capilar (CE).
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Matriz Método Separacion Electrolito LOD/LOQ Referencia
P f :
%‘;%Z;g?; y \R NACE 30mmol M HCIOsen  0.041 mgmlt  Baskany Erim
francesa UV a 200 nm. ACN /0.123 mg ml*? 2007
Papas fritasy 10 mlde ACNy (3 x5 ml) de
ala francesa hexano. CE-DAD 200 2 mol I de HCIO 0041 mglt/  Baskany Eri
preparadas en  centrifugo a 4000 pm por2 ot S ST o SO AR en 0.137 mg I or
casa min, filtrada en micro filtro de ’ 75 m P ' 9 '
29 0.2 pm H
Papas fritas,
pan tostado, CE Solucion de amonio a 8 ng mlt/24 ng
galletas, NR MS/MS oH 10. M Bermudo 2007
cereales, café
10 ml de agua, agitacion 1 hr
centrifugar.
Papas fritas 5 ml de la solucion acuosa se CE - DAD.
Mugstras de filtraron en filtro de 210 nm Buffer de fosfato (40 0.07 ygml*/5.8 Bermudo et al.,
1g nitrocelulosa (0.45 pm) 25 °C 25 kV, capilar mM con pH= 8.0), pg mi2, 2006
2 ml de hexano. 75 pm
SPE (Strata-X-C) eluyente
(2ml) derivatizado con 100 pl
MBA/NaOH 1M.
- 30 mmol I HCIO4 20 2.6-4.4ng mlt
P:ft?:lgtrgzzy NR NACE mmol I NaClO4, 218 /7.8 ngml* y4.4  Tezcany Erim
almendras (DAD) a 210 nm. mmol I &cido acético ng ml*/13.2 ng 2008
' en ACN ml*
50 mmol I'* NazB4O7 y 1
Papas fritas NR UV gﬂﬁggnm. 40 mmol It SDS a pH 0.1ug rr?]Il_llo.S HY Zhang 2007.

10.

NR: No reportado
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1.2.8 Métodos Cromatograficos

En 1906, el botanico ruso M. Tswett definid la cromatografia como el método en el
cual los componentes de una mezcla son separados en una columna adsorbente
dentro de un sistema fluyente; esto en base a la afinidad que presenten los
componentes de dicha mezcla hacia las fases movil y estacionaria (Técnicas

Cromatograficas, 2007).

El proceso consiste principalmente en el intercambio de un determinado analito de
una fase a otra mientras una se mantiene fija (fase estacionaria) y la otra se mueve
a través de ella (fase movil). La fase movil es un liquido o un gas, mientras que la
fase estacionaria es normalmente un liquido viscoso enlazado quimicamente a las
paredes interiores de un tubo capilar o a la superficie de las particulas solidas
empagquetadas dentro de una columna (Harris, 2010). Los métodos cromatograficos
son usados principalmente para identificar, analizar o separar algun analito presente

en una matriz.

Dentro de las técnicas cromatograficas mas empleadas en el analisis de AA, se
encuentran: GC, HPLC (Jezussek y Schieberle, 2003; Bethke y Bussan, 2013; Hird
et al, 2014).

e Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases (GC) se hace pasar el analito en forma gaseosa a
través de la columna (donde se encuentra la fase estacionaria), arrastrado por una
fase movil gaseosa, llamada gas portador, para finalmente ser analizado mediante
los diferentes detectores que se usan en el sistema de GC como detector de
conductividad térmica, detector de ionizacion de llama, detector de captura

electronica o espectrometro de masas (MS) (Elceman et al. 1994; Harris, 2010).
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El andlisis de AA mediante GC se puede llevar a cabo por dos métodos principales,

los cuales consisten en la inyeccion de la muestra con o sin derivatizacion.

e Acrilamida con derivatizacion

En el andlisis cuantitativo de AA por cromatografia de gases usualmente es
necesaria la derivatizacion de ésta mediante bromacién, con el fin de obtener un
compuesto que sea lo suficientemente volatil para el analisis e incrementar la
selectividad del método (Keramat et al., 2011). Sin embargo la preparacion de la
muestra es laboriosa, y conforme a la complejidad de la matriz analitica se puede
requerir de un pretratamiento adicional de limpieza para muestras que presentan
alto contenido graso (Wenzl et al., 2003; Keramat et al., 2011).

e Acrilamida sin derivatizaciéon

En el andlisis de AA mediante el uso de (GC), se realiza una extraccion previa
mediante la adicion de agua o una mezcla de agua:solventes organicos como n-

propanol o 2-butanona (Wenzl et al., 2003).

Para la extraccion de la muestra es necesario la eliminacion de diversos
interferentes que se encuentran presentes en la matriz analitica. La tabla 3 muestra
el pre-tratamiento de la muestra en una serie de etapas como precipitacion de
proteinas y desengrasado, entre otros, mediante la adicién de solventes organicos
adecuados, seguida de la preconcentracion de la AA mediante el uso de técnicas
de extraccion como extraccién en fase sélida (SPE) o micro-extraccion en fase

sélida (MSPE) y su posterior analisis mediante GC (Wenzl et al., 2003).
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Tabla 3. Analisis de acrilamida por métodos cromatografico: Cromatografia de gases (GC)

. - N Estandar Condicion de L,
Matriz Extraccion y limpieza interno Columna separacion Derivatizacion Detector LOD/LOQ [REF]
Muestra: 3 g, 4.5 mlde aﬁ(r)n ecrzlt;lnzinc;nz)o
agua. o il
= . Tratamiento: CO'“m”a c an hasta 5y 13.33 Dunovs
apas fritas, it ido (30 mi D capilar 240 °C (10.5 Sj Kl /15  ka et
cerealesy uttrason IO( r[]]ln). ['I 3]_'d INNOWXx min) deri n- cc-ms M9 4% ale
pan tostado. n-propanol, centrifuga,  acrilamida 30 m X Gas portador: erivatizacion y _lpg al.,
evaporar y reconstituir. 025 mm He. 1.0 ml mint kg™. 2006
Extracugg:Asorbente Inyeccion 1 i
' sin division.
85 °C (1 min
Muestra: 50 g, 300- aum entgsm do 2)5
400 ml agua. Columna °C min- hasta
Varios Tratamiento: PH3]- CP-Sil 24 175 °C (6 min) 0.2ng mlI*  Ono et
productos homogenizar, acrilamida CB aumentando 40 Bromacion GC-MS /0.6 ng al.,
alimenticios centrifugar. 30 m x °C min hasta ml?t 2003
Extraccion: cartucho 0.25 mm 250 °C (7.52
de SPE. min) '
} 65 °C (1 min)
Alimentos Muestrg.e ;%lfa 100 mi N N- (|3_|(|):1uFr>nAnSa aumentando 15 Tareke
i : ’ o in-1 -1
rrtl)i(()e?nzg Tratamiento: filtracién  dimetilacril 1701 25% Enc'n(lgar;}% Bromacion GC-MS isug kﬁ 1/ etal.,
P as y Extraccion: columna amida 25m x 0.32 N ' HY g 2000
Carbohidrat Inyeccion: 2 pl
0s carbograph 4. mm sin division.
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Tabla 3. Analisis de acrilamida por métodos cromatograficos: Cromatografia de gases (GC)
Matriz Extraccion y limpieza E_standar Columna Cond|C|o_n,de Derivatizacion Detector LOD/LOQ [REF]
interno separacion
Muestra: 10 g, 100 ml
de agua.
Tratamiento: Columna
p frit centrifugar, diluir cgpllar de o~ o _
ap;/az Ig % alicuota de 1.5 mlen silica: DB- 8859025?”1? Sin GC-PSI- 0.1pgl'/ Leeet
francesa 15 ml agua, mezclar WAX or dos min derivatizacion MS/MS 0.3ug I al, 2007
con 15 ml buffer 30 m x P :
(pH=7). 0.25 mm
Extraccion: fibra de
SPME
Muestra: 2 g, 80-280 °C (10
20 ml MeOH. Coﬁg‘”a °C min), Serpeny
. Tratamiento: [**C3]- isotérmico por Sin 15ng g¥/
Papas fritas clarificacion Carrez. acrilamida éNONrr?:(Ng) 13 min. derivatizacion GC-MS 50 ng g Gc;lénasn,
Centrifugar (10 min; m Inyeccion 1 pl
10000 rpm), filtrar. Hm. sin division.
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e Cromatografia de liquidos de alta resolucién

La cromatografia de liquidos es un método de andlisis importante y altamente
utiizado debido a que la mayoria de los compuestos no son suficientemente
volatiles para poder ser analizados por GC. La cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) utiliza una presién elevada para forzar al disolvente a que pase
por una columna que contiene particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones

de gran resolucion (Pérez, 2000; Harris, 2010).

Estudios recientes han demostrado que HPLC es una técnica de separaciéon
aplicable en el analisis de distintos analitos como pesticidas, toxinas, residuos de
medicinas veterinarias, contaminantes obtenidos durante el procesado de ciertos
alimentos, agua, suelos, alimentos y medicamentos, entre otros. El acoplamiento de
HPLC con masas (HPLC-MS) da como resultado una poderosa herramienta debido
a su alta sensibilidad y selectividad al ser un método robusto. (Hird et al., 2014).
Asimismo se han determinado y cuantificado ciertos contaminantes emergentes
presentes principalmente en alimentos procesados, asi como en jugos y Vinos
(Palma y Guillen, 2011; Benavides et al., 2012). Ademas de la amplia aplicacion que
tiene HPLC como técnica de andlisis en alimentos procesados, hay estudios que
indican que se trata de una técnica sumamente utilizada en la industria farmacéutica
en el control de calidad y estudios de estabilidad de varios medicamentos como la
protilerina. (Yaquis et al., 1998). Debido a que la cromatografia de liquidos es
comunmente utilizada para el analisis de compuestos solubles en agua y no
volatiles, por estas caracteristicas representa una alternativa altamente viable para
el andlisis y cuantificacién de diversos analitos como la AA y otros contaminantes

derivados del procesado de alimentos (Oracz etal., 2011).

Una de las etapas de suma importancia en HPLC es el tratamiento de la muestra,

garantizando la maxima limpieza y pre-concentracion del analito.

NH,
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e Tratamiento de la muestra

Uno de los principales agentes extractantes empleados por su elevada afinada a la
AA es el agua a temperatura ambiente, también se ha utilizado agua a 80 °C
obteniendo buenos resultados durante el analisis por cromatografia liquida.
Ademas, en algunos laboratorios se ha utilizado una mezcla de agua-acetona como
agente extractante (Wenzl et al, 2003). Adicionalmente la aplicacion de diversos
métodos mecanicos como agitacion, vortex, o mediante el uso de bafio ultrasénico

han permitido una mayor extraccion de acrilamida.

En algunos andlisis de acrilamida se han realizado etapas de limpieza a la muestra
antes de la inyeccion en el equipo de HPLC. Generalmente estas etapas previas
son para desengrasar o para la eliminacion de interferentes, lo cual se hace con
una extraccion de las grasas mediante la adicion de soluciones organicas de
hexano, tolueno o ciclohexano. Para separar la fase acuosa de la fase organica se
centrifuga la muestra y se obtiene finalmente solo el extracto acuoso. La extraccion
de AA del extracto acuoso se realiza generalmente por extraccion en fase sélida
(SPE) (Lagante y Felter, 2004) o liquida (LLE) (Wenzl et al., 2003).

e Deteccion de AA

De acuerdo al andlisis de AA mediante el uso de HPLC se encuentra que los
detectores mas comunmente utilizados son detector de rearreglo de diodos (DAD),
detector de fluorescencia (FL) y como ya se habia descrito anteriormente, masas
(MS). Las columnas comunmente usadas son columnas Cis(Mestagh et al, 2004),
columna capilar de silica DB-WAX (Lee et al, 2007), columna HP-INNOWAX
(Serpen y Gokmen, 2007), entre otras. La mayoria de los laboratorios utilizan
cromatografia en fase inversa para la determinacion de AA, empleando columnas
Ci1s y metacrilamida o isétopos labiles de acrilamida como estandar interno (Wenzl
et al, 2003).
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La tabla 4 muestra la deteccion de AA en alimentos fritos mediante el uso de HPLC
- UV, obteniendo resultados en el orden de pg kg. Asi mismo se han reportado
analisis con el uso de detector de arreglo de diodos (DAD) para la determinacion de
AA en alimentos a base de papa, en estos casos los resultados registrados

estuvieron en el intervalo de mg kg (Tekkeli etal., 2012).

Sin embargo diversos estudios han implementado el uso de HPLC-MS como
método instrumental para la determinacion de AA en diversos alimentos,
permitiendo la obtencion de resultados mas precisos, ademas de alta
reproducibilidad, selectividad y sensibilidad del método. No obstante unas de las
principales desventajas de este método es su poca disponibilidad en un gran
porcentaje de laboratorios enfocados en el andlisis de estos contaminantes,
adicionalmente esta técnica requiere de un pre-tratamiento de la muestra diferente,
empleando una solucion acidificada en la extracciéon (Wenzl et al., 2003; Oracz et
al., 2011; Tekkeli etal., 2012), asi como una derivatizacion previa a su analisis, que

permita la deteccién de la misma de forma indirecta.
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Tabla 4. Andlisis de acrilamida por métodos cromatograficos: Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

. ., L Estandar Condiciones
Matriz Extraccion y limpieza interno Columna de separacion Detector LOD/LOQ [REF]
Muestra: 16 g de L.
muestra, 80 ml H20, 10 Fase Movil
13 15% MeOH en
Papas ml CHC. [°C3]- Columna formato de
fritas, Tratamiento: mezclar, acrilamida o Hvbercarb amonio 1mM LC-MS/MS 6 ug kgt/ Becalski et
cereales, centrifugar. [Ds]- 50{<p2 1mm 0175 m| min'i 18 yg kg al., 2003
pan y café. Extraccion: SPE, acrilamida ' In 5-10 Ul 28,
cartuchos Oasis MAX'Y ) °c K
MCX. '
Muestra: 1 g, 9 ml
Papas acido fu(;nﬁgg?_l(lo mM) Columna Atlantis Fase movil:
fritas, pan  Tratamiento: soiuciones [“C3l- T3. acido fumarico LC-MS Shg kg™ / Gokmen et
P : . acrilamida 150 mm x 4.6 10 mM. 0.3 ml 15 pg kgt al., 2009
tostado,  Carrez Iy Il. Centrifuga. mm min. 25 °C
galletas. Extraccion: SPE, '
cartuchos Oasis MCX.
Muesr:;a)t(:aﬁ,olo mi Fase movil: 92
Tratamiento: .a itar % agua (0.1%
centrifugar rérr?ove’r Columna Atlantis HAc) y 8%
Papas a la ’ [Ds]- dCis. H20/MeOH Mestagh et
francesa hexano, agregar 10 ml acrilamida 150 mm x 2.1 (35/65 con LC-MS/MS NR al., 2004
agua. Agitar, O o
. mm 0.3% acido
centrifugar. fumarico). 0.15
Extraccion: SPE, L mi L
cartuchos Oasis HLB. mi min
Muestra: 1 g, 9 ml H20. OFSOS/Oel\r/Ine%/:I_:'
?r?tpaags Tratarrélée::ﬁf:urg;zclar y [*C3]- C?_Ilt;rélrr;aRSg ré%rgl 0.1% HAc en LC-ESI- 10 pg kg*/ Roach et
’ H 1 - -1
migas de Extraccion: SPE, acrilamida 250 mm x 2 mm mailrgrlfal.ng.zzcr)nll MS/MS 30 ug kg al., 2003
pan, café. cartuchos Oasis HLB. 1’0 rjriin WL

NR-No Reportado
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1.29 Derivatizacién

La derivatizacion es un procedimiento ampliamente utilizado, en el que se modifica
quimicamente el analito para detectarlo o separarlo con mayor facilidad.
Generalmente se busca obtener un compuesto de estructura similar al analito con
caracteristicas y propiedades diferentes con el fin de que esta nueva especie sea
mas compatible con la técnica de analisis que se desea utilizar (Harris, 2010;
Jezussek y Schieberle, 2003). Dentro de las principales finalidades que tiene
derivatizar un analito son: mejorar la estabilidad térmica del analito, mejorar la
resolucién cromatografica, aumentar la sensibilidad del andlisis incorporando
grupos funcionales o grupos cromoéforos que puedan ser percibidos por algin

detector especifico (Wenz et al., 2003).

e Derivatizacion pre-columna

La derivatizacion pre-columna es un método ampliamente empleado en el cual la
derivatizacion se lleva a cabo antes de la introduccion de las matrices analiticas en

el sistema cromatografico.

En el andlisis de AA comUnmente se lleva a cabo una derivatizacion pre-columna;
en algunos casos se agrega un grupo croméforo a la estructura con el fin de obtener
un compuesto de facil deteccién en los analisis instrumentales. Dentro de las
técnicas de derivatizacion mas utilizadas para el analisis de AA en alimentos
procesados destacan la bromacion, sililaciony el uso del acido 2-mercaptobenzoico
como agente derivatizante (Wenzl et al., 2003; Jezussek y Schieberle, 2003;
Lagante y Felter, 2004).
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e Bromacidén

La derivatizacion de la AA con bromuro o bromato de potasio es el principal método
de pretratamiento de la muestra utiizado en GC (Tekkeli et al., 2012). El
procedimiento requiere la adicionde una solucion que contenga bromo, como &cido
bromhidrico (fig. 11), bromuro de potasio o bromo durante el pretratamiento de la

muestra o0 en los extractos acuosos obtenidos de la misma (Wenzl et al., 2003).

La separacion del analito por GC se realiza usualmente con columnas capilares de
media a alta polaridad con longitud de 30 m y diametro interno de 0.25 mm.
Inyectando de 1-2 pl de muestra en inyeccién sin division de flujo. Se utiliza
gradiente de temperatura para el analisis, iniciando entre 60-85 °C, aumentando la
temperatura hasta llegar a una temperatura final alrededor de 250 °C (Wenzl et al.,
2003).

AN —_—>
NH, \(U\NHz
o Br I
Acrilamida Acrilamida bromada

Figura 11. Esquema de reaccion de bromacién de acrilamida.
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e Sililacion

Otro método de derivatizacion utilizado es a sililacion de la AA seguida de SPME
(Wenzl et al, 2003). En este método se utiliza como agente derivatizante soluciones
de N,O-bis(trimetilsililtriflouroacetamida (BSTFA) en presencia de acetonitrilo, que
al reaccionar con la AA (fig.12) da Ilugar al compuesto volatii N,O-
bis(trimetilsilil)acrilamida (BTMSA). Para la deteccion de AA mediante sililacion,
generalmente se hace uso de GC-MS, empleando como estandar interno [*3Cs]-
acrilamida. (Lagante y Felter, 2004)

\)?\ BSTFA QSi (CHs)s
™ —_— AN .

NH, CHCN NSi(CHa)s
Acrilamida BTMSA

Figura 12. Esquema de reaccién de sililacién de acrilamida.

e Derivatizacion con acido 2-mercaptobenzoico

Para esta técnica de derivatizacion se utilizan soluciones del agente derivatizante:
acido 2-mercaptobenzoico (2-MBA) en presencia de hidréxido de sodio (NaOH), que
al reaccionar con la AA produce un tioéter (fig. 13) que puede ser facilmente

detectado por equipos cromatograficos.

NH
0 Y

\/U\ SH S (0]
AN NH + 3 hrs -
2 OH OH
(0] (0]
Acrilamida 2-MBA

Figura 13. Reaccion de derivatizacion de acrilamida con acido 2-mercaptobenzoico
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La deteccibn de AA después de ser derivatizada con 2-MBA, se realiza
generalmente por HPLC-MS, sin embargo se han reportado estudios en los que se
hace uso de otros detectores como DAD. Adicionalmente se emplea como estandar

interno la [*3Cs]-acrilamida.

La derivatizacion de AA con 2-MBA ha demostrado ser una técnica altamente
reproducible y relativamente sencilla (3 hrs en oscuridad y en ocasiones bajo
atmosfera de N2) que permite el analisis de este analito en diversas matrices
analiticas (Jezussek y Schieberle, 2003; Baskan y Erim, 2007). Sin embargo una
desventaja de este compuesto quimico radica en su poca o nula disponibilidad en
el mercado, reflejado en el coste del mismo y por ende la busqueda de diversas

alternativas.

Es por ello que el presente trabajo estd basado en la blsqueda de una alternativa
eficaz en el proceso de derivatizacion aplicando como agente derivatizante el acido
4-mercaptobenzoico con las principales ventajas que presenta este reactivo como
son derivatizacion en medio acuoso, bajos costos y elevada disponibilidad en el
mercado, como una opcidon viable para la posterior deteccion de AA mediante
HPLC-DAD siendo ésta una de las técnicas mas empleadas en el analisis de este

compuesto, comparado con otras metodologias reportadas.
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OBJETIVOS
Objetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar una metodologia de preconcentracion y cuantificacion de acrilamida en

botanas basada en la combinacion de intercambio aniénico mediante HPLC.

2.2 Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones o6ptimas en la derivatizacion de acrilamida

mediante el método univariable

2. Establecer las condiciones de separacion y deteccion de acrilamida en

botabas mediante HPLC, partiendo de condiciones predeterminadas

3. Disefiar una estrategia de preconcentracion por intercambio aniénico.

4. Determinar los parametros analiticos del método desarrollado.

NH,
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2 Metodologia Experimental
3.1 Reactivos

Todas las soluciones se prepararon disolviendo el respectivo reactivo de grado
analitico en agua desionizada con una resistividad no menor a 18.0 MQ cm. Las
distintas soluciones estandar fueron preparadas diariamente mediante dilucién de
una solucion madre de 1000 mg I' de AA. Esta solucién se almacena en la

oscuridad a 4.0°C y se renueva cada tercer dia.

Para la derivatizacion se utilizd una solucion de acido 4-mercaptobenzoico (4-MBA)
1000 mg It en NaOH 0.1 M. Como estandar interno se utilizd6 una solucién madre
de acrilato de metilo (El) (1000 mg I'1) para mediante dilucién obtener distintas
soluciones estandar. Todas las soluciones se almacenaron a 4 °C y en oscuridad,
ademas de que se renovaron cada tercer dia. Los reactivos AA (>99 %), 4-MBA
(90%), acrilato de metilo (EI) (99 %) se obtuvieron de Sigma Aldrich.

Las muestras de papas fritas se obtuvieron de un establecimiento comercial en la
Ciudad de Pachuca, Hidalgo.

3.2 Material y equipo

Las determinaciones mediante HPLC se realizaron usando un equipo Agilent 1200
infinity series (Agilent Technologies, CA, Estados Unidos de América) equipado con
un detector DAD a 290 nm y conectado a un inyector manual con un bucle externo
de 20 pl. La separacion se realiza utilizando una columna Eclipse XDB-C8 (5 um; 150
x 4.6 mm i.d) de Agilen Technologies. La fase movil utilizada consiste en acetonitrilo:
1% de acido acético (20:80 v/v, pH 2.5) a un flujo de 0.80 ml min!, a temperatura
constante de 25 °C. Los datos obtenidos fueron adquiridos y analizados mediante
el software Lab Advisor Version B.02.04.
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3.3 Desarrollo experimental HPLC-DAD

3.3.1 Tratamiento de la muestra

En una primera etapa la muestra se homogenizd, pesando 1.0 g de papas y se
coloco en tubos de polipropileno de 15 ml; adicionalmente a la muestra se le
afiadieron 4 ml de agua desionizada y 1 ml de solucién madre de AA (1000 mg I%).
La mezcla se agitd en un vortex durante 5 min, posteriormente la mezcla se colocé
a bafio maria a 80° durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo a esta solucién
se agregaron 5 ml de metanol (MeOH) empleado en la precipitacion de proteinas y
eliminacion de algunos interferentes presentes en la muestra (Oracz et al., 2011;
Wenzl et al., 2003). La solucién obtenida fue mezclada y centrifugada a 4,000 rpm

durante 15 min, reservando la fase liquida.

Enuna segunda etapa se tomé una alicuota de 125 pul de la fase liquida y se mezcld
con 250 pl de 4-MBA, aforando a un volumen de 5 ml. La mezcla se calenté en bafio
maria a 80 °C durante 30 min, dando lugar a la reaccion de adicion 1, 4 o reaccion

de Michael.

En una tercera etapa, una vez derivatizada la AA con 4-MBA se llevo a cabo la
extraccion de AA-derivatizada (AAD) por intercambio i6énico en dos etapas:
inicialmente se pes6 1.0 g de resina directamente en un tubo de polipropileno y se
activd mediante la adicion de 10 ml de NaOH (1M), con agitacion suave durante 30
min. Transcurrido el tiempo de activacion se realizaron dos lavados a la resina con
10 ml agua por 10 min. Posteriormente, se puso en contacto la resina con el extracto
acuoso previamente derivatizado (5 ml) durante 30 min en agitacién. Terminado el
tiempo de contacto las fases fueron separadas, lavando la resina con NaOH (1x10-

3M) por duplicado con 10 ml cada uno.
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Posterior al intercambio i6nico, se realizo la elucién de la AAD, mediante la adicion
de 5 ml de metanol acidificado (MeOH-HCI; 5x10-3 M), durante 15 min con agitacion

constante.

Al término de la elucion de AAD, el solvente empleado fue evaporado a sequedad,
manteniendo la temperatura menor a 40 °C. Finalmente el analito fue reconstituido
con 780 ul de agua desionizada, 50 pl de 4-MBA, 20 ul de acrilato de metilo (El,
1000 mg 1), realizando una segunda derivatizacién bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente con la finalidad de evitar una competencia entre el analito y
el El una vez derivatizados durante la extraccién por intercambio iénico, asi como
que el El sea detectable en el equipo cromatografico, por ultimo se filtré la solucién

obtenida antes de su analisis.

Transcurrida la segunda derivatizacion, a la solucién se le adicionaron 150 pl de
acido acético glacial (HAc) al 1% (v/v), disminuyendo el pH de la solucién
concluyendo asi la reaccion de derivatizacion. Finalmente se inyectd la muestra en
el sistema de cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC) equipado con

detector DAD y se realizd el analisis a 290 nm.

3.4 Optimizacién del sistema

La optimizacién del sistema se realizO mediante el método univariable la cual
involucra 5 etapas, I) identificacion de la variables a optimizar, Il) identificacion y
seleccion de los factores que afectan el sistema, lll) seleccién de las restricciones
de cada factor, IV) andlisis de los datos y determinacion de las condiciones 6ptimas

y V) experimento confirmatorio bajo las condiciones Optimas obtenidas.
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34.1 Procedimiento cromatografico

Al inicio de cada dia de trabajo la columna cromatografica se activd durante 30 min
con acetonitrilo (ACN), a un flujo de 0.200 ml min-1; posteriormente se acondicion6
el flujo a 0.800 ml min't con una fase movil de: ACN:HAc 1% (20:80 v/v).
Concluidos los andlisis, la columna se lavd nuevamente con ACN por 30 min a un
flujo de 0.200 ml min-1,

3.4.2 Optimizacién del proceso de derivatizacion.

La optimizacién se llevd a cabo mediante la evaluacion de dos parametros
principales: temperatura de derivatizacion de 20.0 - 90.0 °C y tiempo de reaccion
20.0 - 50.0 min, obteniendo la mayor relacion de &reas entre la acrilamida y el

estandar interno.

3.4.3 Optimizacién del pretratamiento de la muestra.

El pretratamiento de la muestra se realiz6 utilizando una resina de intercambio
iGnico como método de pre-concentracion del analito. Una vez establecidas las
condiciones de derivatizacion, se determiné la metodologia de pre-concentracion y
de limpieza en el tratamiento de la muestra, mediante una extraccion de intercambio
iGnico empleando una resina anidnica en la extraccion de AA en muestras de

extracto acuoso de papas.

Las variables optimizadas en el sistema de separacion fueron: cantidad de resina
de 0.5a2.0 g, volumen de muestra 5.0 - 15.0 ml, tiempo de contacto muestra:resina
10.0 - 40.0 min, con el objetivo principal de obtener la mayor relacién de areas entre
la acrilamida y el estandar interno, permitiendo la maxima adsorcion de acrilamida.
Adicionalmente, se inyectaron todas las muestras en el sistema de HPLC, asi como
una muestra blanco empleada como referencia para evaluar la eficiencia en la
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extraccion de AAD, determinado el % de retencion mediante la relacion de
concentracion afadida y la concentracion determinada en la solucion remanente

una vez llevada a cabo el intercambio iénico.
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4 Resultados y Discusion
4.1Derivatizacion

Como una etapa previa al proceso de extraccion se lleva a cabo la derivatizacion
del analito de interés utiizando como agente derivatizante el acido 4-
mercaptobenzoico (4-MBA), con base a los estudios realizados por Jezussek y
Schieberle aplicando el acido 2-,mercaptobenzoico (2-MBA) (fig. 14) (Jezussek y
Schieberle, 2003; Oracz et al, 2011; Tekkeli et al., 2012). Este tratamiento se realizd
con el fin obtener un compuesto que contenga propiedades i6nicas y a su vez que
en su estructura presente un grupo cromoforo el cual sea detectable en el equipo
cromatografico, realizando la deteccion indirecta de la AA por HPLC (Jezussek y
Schieberle, 2003).

SH S/\)J\NH

o 2

\/U\NHZ + »

Acrilamida 4-MBA AAD

Figura 14. Esquema de reaccién de derivatizacién de acrilamida con acido 4-mercaptobenzoico.

La derivatizacion de AA con 4-MBA se lleva a cabo mediante una adicion 1-4

(reaccion de Michael) presentando el esquema de reaccion de la fig. 15.
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o
SH s o S/\/\NHZ
NaOH
e e ?
(@) O 0] e 0 o
. Acrilamida
4-MBA H,0
ADICION 1,4 o
(REACCION DE MICHAEL)
S/\)J\NHZ
© © AAD

Figura 15. Esquema de reaccién de derivatizaciéon de acrilamida con acido 4-

mercaptobenzoico.

De acuerdo al esquema de reaccion de derivatizacion se obtiene el cromatograma
(fig. 16) del analisis de AAD (10 mg I'1), El (acrilato de metilo, 20 mg I'1) y 4-MBA (50
mg I'1); en donde se observa que la AAD presenta una sefial cromatografica
alrededor de 5-6 minutos, mientras que el El se obtiene alrededor de 15 minutos.
Finalmente se observa la sefal cromatografica correspondiente al exceso de agente

derivatizante (4-MBA) que se presenta en alrededor de 24 minutos.
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Figura 16. Cromatograma correspondiente al andlisis de acrilamida (10 mg I-1), acrilato de
metilo (20 mg I'1) y &cido 4-mercaptobenzoico (50 mg I1).

4.1.1 Temperatura para la reaccion de derivatizacion.

Uno de los principales factores en la derivatizacion es la temperatura a la cual se
llevara a cabo dicha reaccion, por lo que la primera etapa consiste en la evaluacién
de la temperatura de derivatizacién de la AA de 20 a 90°C conforme a diversos
datos bibliograficos (Wenzl et al., 2003). La derivatizacion se realizd a partir del uso
de las soluciones de AA (1.41x10* M) y 4-MBA en exceso (3.24x10* M); la mezcla
se colocé a bafio maria a las temperaturas establecidas durante un periodo de 30
min Posteriormente al tiempo transcurrido la reaccion de derivatizacion es detenida
con la adicion de una solucién de HAc (1%), inyectando las muestras en el sistema

cromatografico, obteniendo los siguientes resultados mostrados en la fig. 17.
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Figura 17. Estudio de la temperatura en la reaccion de derivatizacion.

Con base a los resultados obtenidos se observa que al aumentar la temperatura de
calentamiento en la reaccién de derivatizacion entre 20-80°C esta se ve favorecida,
debido a una mayor interaccion entre las moléculas de AAy 4-MBA presentes en la
solucion. Sin embargo, a temperaturas por encima de este intervalo la reaccién de
derivatizacion se ve afectada por la posible polimerizaciéon de la AA, que conforme
a la bibliografia se lleva a cabo a temperaturas mayores a 85 °C (Wenzl et al, 2003),
observando una disminucion del area de AA y por consiguiente una disminucion en
la variable de respuesta. Se seleccion6 como temperatura Optima 80 °C en la
derivatizacion de AA.

4.1.2 Tiempo de reaccién

En una segunda etapa se realiz6 la evaluacion del tiempo en el proceso de
derivatizacion, para lo cual se eligié un intervalo de tiempo de 10 a 50 min, para ello
se prepararon diversas soluciones bajo las condiciones descritas anteriormente; AA
(1.41x10* M) y 4-MBA en exceso (3.24x104 M), a bafio maria a 80 °C, para

posteriormente ser inyectadas y analizadas en el equipo de HPLC-DAD.
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Figura 18. Evaluacién del tiempo de derivatizaciéon, cromatogramas A) 20 min, B) 30 min, C) 40
min y D) 50 min.

De acuerdo con los resultados cromatograficos (fig.18) se observa que derivatizar
la AA un intervalo de tiempo mayor a 30 min (fig. 18 B) no presenta beneficios al
método; ya que después de este tiempo la relacion entre el compuesto derivatizado
y El permanece practicamente constante. Con base en los resultados obtenidos, se
eligieron 30 min como tiempo Optimo en el proceso de derivatizacién; ademas de

que la eleccién de este tiempo conlleva un menor consumo energético.

El método propuesto y desarrollado para la derivatizacion de AA utilizando como
agente derivatizante el 4-MBA resulta ser altamente favorecedor ya que permite
realizar el andlisis de AA obteniendo sefales analiticas con buena resolucién y
reproducibilidad, presentando las ventajas de consumir bajos tiempos de reaccion
a una temperatura de 80 °C mientras que otros agentes derivatizantes empleados

NH,

A
O CAMARGO MEDRANO LORENA 49



RESULTADOSY DISCUSION

y reportados consumen altos tiempos en el proceso de derivatizacion (3hrs),

ademas de conllevar un mayor gasto econémico, como es el caso del 2-MBA.

4.2 Optimizacién del sistema de extraccion por intercambio idnico

La extraccion de AA se puede llevar a cabo mediante intercambio iénico (fig.19)
debido a que al derivatizarla se adiciona un grupo que le confiere propiedades

idnicas a la molécula, siendo asi facilmente retenida en una resina de intercambio

anionica.
O
o SH S/\)J\NHZ
80 °C
30 min.
o~ O o~ O
AAD
Acrilamida 4-MBA +
Resina-OH
O O
H* -
Resina-Cl + ? -<«—— ©OH *
O~ OH O~ "O-Resina
AAD
Figura 19. Esquema de extraccion de acrilamida por intercambio iénico.
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421 Cantidad deresina

Uno de los principales factores en la pre-concentracion de AA es la evaluacion de
la cantidad de resina utilizada en el sistema analitico, con el principal objetivo de
asegurar la adsorcion de la AA 'y obteniendo asi la méxima retencién. Para ello, en
una etapa inicial se preparan soluciones de AA (5 ml, AA: 50 mg I'1; 4-MBA: 250 mg
I'1) derivatizada bajo las condiciones 6ptimas descritas anteriormente (bafio maria a
80 °C durante 30 min).

Para ello es necesaria la activacion de la resina de intercambio i6nico para poder
llevar a cabo la extraccion, por lo cual se pesaron 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 g de resina
(seca) que fueron colocadas directamente en tubos de polipropileno llevando a cabo

la siguiente metodologia

1) Laresina se pone en contacto durante 30 min con 10 ml de solucion de
NaOH (1M), manteniendo una agitacion suave.
2) Activada la resina, se realizaron dos lavados con 10 ml de agua durante

10 min cada uno para que la fase liquida alcanzara un pH neutro.

Posterior a la activacion de cada sistema, se adiciona la solucién de AA previamente
derivatizada, poniendo en contacto 5 ml de dicha solucién con la resina activada

durante 30 min a temperatura ambiente en agitacion suave.

Terminado el tiempo de extraccion se toman 200 pl de la solucion adicionando 10
ul de El (acrilato de metilo) y 640 ul de agua desionizada, seguido de una segunda
derivatizacion (bajo las condiciones Optimas), con la finalidad de que el El sea
detectable en el equipo cromatografico. Finalmente se adicionan 150 pl de HAc 1%
(V).
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Figura 20. Evaluacion de la retencién de acrilamida con resina, cromatogramas A) 0 g de
resina, muestra derivatizada con 10 ppm de AA; B) 1 g de resina, remanente de la solucién en

contacto con la resina.

La fig. 20 muestra los cromatogramas obtenidos en el estudio del efecto de la

cantidad de resina empleada en el sistema de extraccion, A) Andlisis de una
solucién estandar de AA (10 mg I'Y) y EI (20 mg I'1); B) andlisis del remanente de AA

encontrada después de la extraccion con 1 g de resina. Observandose que

conforme se incrementa la cantidad de resina en el sistema se obtienen mayores

porcentajes de retencion de AA; sin embargo, a cantidades superiores a 1.0 g de

resina se observa que los porcentajes de retencidn no presentan un comportamiento

lineal, disminuyendo la relacion de areas AA/EI, lo cual es atribuido a la falta de

dispersion de la solucién con la resina, por lo tanto en el presente trabajo se

selecciona 1.0 g de resina como la 6ptima en la etapa de extraccion de acrilamida.
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4.2.2 Tiempo de contacto en intercambio iénico

Como segunda etapa se evalud el tiempo de contacto entre la resina activada y la

solucion derivatizada en intervalos de tiempo de 15, 30 y 45 min., para ello se

tomaron 5 ml de la solucion derivatizada bajo las condiciones anteriormente

descritas, posteriormente se pone en contacto con 1.0 g de resina previamente

activada durante el tiempo correspondiente, transcurrido el tiempo de contacto se

realizd una segunda reaccion de derivatizacion del acrilato de metilo (EI), concluida

la reaccién se adiciona HAc (1%), analizando las muestras mediante HPLC-DAD.

% retencion

10

20 30 40 50
Tiempo de intercambio iénico (%Q)

A AAD
A_El C

y

o

AAD
A AN__E! B
AAD
A ~ El A
2 6 8 10 12 14 16 18

minutos

Figura 21. Tiempo de contacto en el proceso de extraccion por intercambio i6nico, A) 15 min,

NH,

oA

B) 30 miny C) 45 min.
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De acuerdo a los resultados obtenidos (fig. 21) se observa que conforme se
incrementa el tiempo de contacto entre el analito y la resina se obteniendo una mejor
sefial cromatogréfica, sin embargo a un tiempo de contacto superior a los 30 min no
presenta un cambio significativo en la extraccion de acrilamida presente en la matriz
analitica, es por ello y con el fin de realizar un mayor nimero de andlisis en menor
periodo de tiempo, se elige como tiempo 6ptimo de contacto 30 min alcanzando

porcentajes de retencion de hasta el 60%.

4.2.3 Optimizacion del volumen de extraccion

En una tercera etapa se evalué el volumen de extracto de papas con el principal
objetivo de determinar las condiciones ideales para obtener los mejores porcentajes
de retencion en el sistema de extraccion, para ello se evalué el volumen de muestra
previamente derivatizada siendo 5, 10y 15 ml los volimenes empleados con 1.0 g

de resina siguiendo la metodologia descrita anteriormente.

Los resultados obtenidos durante el analisis son mostrados en la figura 22, donde
se observa que al aumentar el volumen de muestra disminuye considerablemente
el porcentaje retencién de AA; concluyendo que a mayor volumen de muestra la
resina presenta una saturacion impidiendo la retencién de todo el analito presente
en la solucidn, eligiendo 5 ml de solucién derivatizada como el volumen Optimo en
la retencion de AA existiendo un equilibrio entre los sitios activos disponibles en la
resina y la cantidad AA que pueda interaccionar con la misma mejorando la

eficiencia en la extraccion.
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Figura 22. Evaluacién del volumen 6ptimo para el intercambio i6nico, cromatogramas A) 5 ml,
B) 10 mly C) 15 ml.

4.3Elucién del compuesto derivatizado

Una vez obtenidas las condiciones Optimas en la pre-concentracion de AA, en una
segunda etapa del proceso se evaluaron la condiciones de elucion, para ello se
realiz6 la adicion de diversos solventes organicos probando la eficacia de los
mismos en la elucién del analito de interés, empleando solventes como: ACN
acidificado (HCI 5x10-3M), metanol acidificado (MeOH-HCI 5x10-3 M) y &cido acético
(HAc) (5x103 M).
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El procedimiento se llevd a cabo al término del intercambio i6nico donde las fases
fueron separadas, lavando la resina en dos ocasiones con NaOH (1x10-3 M)
garantizando la permanencia de la AA en la superficie de la resina. Posteriormente
la resina se pone en contacto con los distintos agentes eluyentes manteniendo una

agitacion suave y constante durante 15 min.

Conforme a los resultados obtenidos en la evaluacién de la elucién, se observo que
en la adiciéon de una solucién de MeOH-HCI 5x10-3 M como agente eluyente se
obtienen una buena sefal cromatogréafica de la AAD eluida, en comparacion con los
otros agentes eluyentes con los cuales el analisis fue practicamente nulo. Por lo
tanto y de acuerdo a los resultados se selecciona la solucion de MeOH-HCI como

la mas adecuada en la elucién de AA tal y como se muestra en la fig. 23.

m(AU)

A AAD A El B

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

minutos

Figura 23. Elucién de acrilamida. Cromatogramas: A) Muestra estandar con 10 ppm AA; B)
Solucién remanente después de la extracciéon con resina; C) Elucién de AA con MeOH-HCI
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4.4 Determinacion de los parametros analiticos

Bajo las condiciones 6ptimas de analisis (derivatizacion 80°C, 30 min; intercambio
i6nico: 1g de resina, 5 ml de extracto de papas, tiempo de contacto 30min; elucién
con una soluciéon metanol-HCI 5x10-3M), se determinaron los parAmetros analiticos
del sistema mediante la construccion de una curva de calibrado en extracto acuoso
de papas fritas con un intervalo de AA (1-60 mg I'1), analizadas bajo las condiciones
anteriormente descritas (tabla 5), es importante mencionar que también se realizd

una curva de calibrado utilizando soluciones patrén de AA en agua.

Tabla 5. Pardmetros analiticos en muestras dopadas de papas fritas (n=3)

Parametros analiticos

Coeficiente de correlacion (R?) 0.9979
Ordenada en el origen bo + ts (bo) 0.0403 £ 0.0076
Pendiente bz + ts (b1) 0.0334 +0.0100
Intervalo lineal (mgg?) 0.127-7.619
I _ 0.635 mg g* 4.50 (7.49)

Reproducibilidad (%DER, n=3) 6.349 mg g* 48.16 (8.77)

L _ 0.635 mg g* 4.83 (4.98)

9 =

Repetitividad (%DER, n=3) 6.349 mg g™ 50.35 (5.33)
LOD (mgg?) 0.482
LOQ (mgg™) 1.445

De acuerdo a los parametros analiticos se obtiene un LOD de 0.482 (mg g?) y un
LOQ 1.445 (mg g*) con una repetitividad y reproducibilidad adecuada en el andlisis
de AA con porcentajes de desviacion estandar relativa (%DER) menores al 10% en
todos los casos. Sin embargo se observa que los limites de determinacién y
cuantificacion obtenidos no presentan alta sensibilidad como otros estudios
realizados y reportados, esto se debe principalmente a la técnica de pre-
concentracién ya que no se extrajo el 100% de la AA presente en los extractos

acuosos de papas fritas.
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5. Conclusiones

1. Conforme a los resultados obtenidos en la optimizacion en la reaccion de
derivatizacion, se demostré6 que el acido 4-mercaptobenxoico resulta un
agente derivatizante adecuado, con la ventaja adicional de minimizar el

tiempo de reaccion con respecto a otros agentes derivatizantes.

2. EI'método de HPLC-DAD con derivatizacion pre-columna empleando el acido
4-mercaptobenzoico es una alternativa en la determinacion de acrilamida en

muestras complejas

3. De acuerdo a los resultados obtenidos el pretratamiento de la muestra
empleado resulta ser adecuado con la principal ventaja de minimizar la
cantidad de interferentes presentes en la matriz analitica sin requerir
procedimientos de limpieza laboriosos. El método propuesto por intercambio
aniénico en la preconcentracion de acrilamida presenta la limitante de

proveer bajos porcentajes de retencion del analito.

4. Los parametros analiticos del sistema (HPLC-DAD) acoplado con extraccién
por intercambio iGnico presentan limites de deteccién y cuantificacion (0.482
y 1.445 mg g?') por encima de los reportados en el implemento de otras

técnicas de extraccion.

5. De acuerdo a los resultados obtenidos se sugiere el estudio y evaluacién de
otros métodos de extraccion que permitan alcanzar limites acordes a las
normativas internacionales como extraccion en fase solida (SPE) o micro-
extraccion en fase sélida (SPME), que han sido altamente utilizados por

diversos autores.
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