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RESUMEN

Debido al reciente descubrimiento de acrilamida en alimentos fritos en
concentraciones superiores a los niveles permitidos en agua potable, y a su
posible carcinogenicidad y toxicidad; la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y Agricultura (FAQ), recomendd a sus paises miembros
cuantificar acrilamida en productos fritos.

La intencién del presente trabajo fue desarrollar una metodologia para
cuantificar acrilamida en los productos fritos industriales de mayor consumo en
nuestro pais como lo son las papas fritas y las papas a la francesa.

La metodologia propuesta por la Food and Drug Administration (FDA) sugiere
la utilizacion de Extraccion en Fase Sélida (EFS) y Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion acoplado a un detector de masas (HPLC/MS) pero debido a
que en México no se cuenta con un ndmero suficiente de HPLC/MS se decidid
evaluar el empleo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién acoplado
a un detector UV-Visible (HPLC/UV-VIS) y a través de optimizar tanto los
parametros cromatograficos y de deteccion poder medir acrilamida en
alimentos fritos.

Se realizaron pruebas para optimizar el proceso de extraccion de acrilamida en
alimentos utilizando la técnica de extraccion en fase sélida y se implentsd un
meétodo en HPLC/UV-VIS para el cual se determinaron los valores de limite de
deteccion y limite de cuantificacion de acrilamida.

Con el método ya montado se analizaron dos marcas de papas fritas: Sabritas

(en sus variedades saladas, adobadas y limon) y Chips de Barcel (en sus
variedades saladas y jalapefio), y dos marcas de papas a la francesa: Mc
Donalds y Burger King.




Objetivos ¢ Hipdtesis

OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracién de acrilamida en papas fritas por

cromatografia de liquidos de alta resolucion utiizando un
detector ultravioletra-visible.

Objetivos Especificos

Establecer las condiciones cromatograficas para la cuantificacion de
acrilamida.

Determinar los Limites de Deteccidn y Cuantificacion del método propuesto.
Comprobar si el método propuesto por la Food and Drug Administration
(FDA) funciona para la cuantificacion de acrilamida en alimentos utilizando
cromatografia de liquidos de alta resolucidn acoplado a un detector
ultravioleta-visible.

HIPOTESIS

Los valores de acrilamida en alimentos fritos es de 50 - 3500 ppb.
Debe ser posible determinar los valores altos de acrilamida con
cromatografia de liquidos de alta resolucién convencional.
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CAPITULO|
MARCO TEORICO

1.1 ACRILAMIDA

1.1.1 Propiedades y Toxicologia

O\ \

NH:

El nombre quimico de la acrilamida acorde a la IUPAC es 2-propenamida, también

conocida como propenamida, etilencarboxilamida y amida acrilica.’

e Propiedades fisicas: posee un peso molecular de 71.08 g/imol, su formula
molecular condensada es Cs3HsNQ; son cristales sblidos inodoros e
incoloros con un punto de fusion de 84.5 °C y un punto de ebullicion de 125
°Ca 25 mm Hg, 103 °C a 5 mm de Hg y 87°C a 2 mm de Hg. El

compuesto es soluble en agua, alcohol y éter.’

Bioquimica de la acrilamida: La acrilamida es absorbida en animales y
humanos por la piel, inhalacion o ingestion.?

La eliminacion de la acrilamida del organismo sigue la siguiente ruta
metabdlica: la acrilamida reacciona con N-(N-L-y-glutamil-L-cisteinil)glicina
(GSH) catalizada por la enzima glutation 8 transferasa llegando a &cido

mercapturico que es excretado en la crina (Figura 1.1). 2

Marco Teodrico
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Glutation reducida (GSIH) Acrilamida
N-(N-L-glutamil-L-cisteina)glicina
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Figura 1.1 Metabolismo de la acrilamida
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Capitulo I

Toxicologia de la acrilamida

*Carcinogenicidad: Con base en numerosos estudios, la Agencia Internacional
de Investigaciones del Cancer ha clasificado a la acrilamida como probable
carcinégeno en humanos. 2

Cuando un metabolito queda unido covalentemente a la hemoglobina se forma
un aducto que puede desencadenar un proceso carcinogénico, la acrilamida y
la glicidamida (que puede formarse a partir de la acrilamida) reaccionan con el
grupo a-NH, de la valina terminal de la hemoglobina formando aductos que
son de gran importancia, pues son usados como biomarcadores de la
exposicion de acrilamida en humanos.”

Estudios realizados en animales muestran que la acrilamida aumenta la
incidencia de cancer en el cerebro, sistema nervioso central, la tiroides, otras
glandulas endocrinas y en érganos reproductivos de los ratones. Un estudio
con ratas donde se les administraba acrilamida en agua, mostré que el
metabolito de la acrilamida (glicidamida) aparece en la mayoria de los
canceres de roedores. 2

En estudios epidemiolégicos hechos a trabajadores expuestos a acrilamida, no
se encontré incremento con el riesgo de cancer; sin embargo estos estudios no
fueron lo suficientemente sensibles para revelar si existia la formacién de algun

tumor relacionado con la exposicion de la acrilamida.®

*Neurotoxicidad: Se han realizado experimentos con animales (roedores, gatos,
perros y monos) y se ha encontrado que en periodos de exposicion largos con
acrilamida se desarrollan dafios en el sistema nervioso central y periférico con
dosis aproximadamente similares en todos los animales. 3

La acrilamida induce cambios neuropatologicos en animales de laboratorio,
recientes estudios mostraron que las terminales nerviosas eran los primeros
sitios afectados por dosis en bajas concentraciones.?

Hay dos principales mecanismos de neurotoxicidad de la acrilamida: inhibicion

del trasporte axonal y una inhibicion directa sobre la neurotransmision.?

Marco Tedrico
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Trabajadores expuestos a acrilamida han presentado sintomas de neuropatia
periférica, en periodos de exposicion cortos se produjo debilidad en las piernas,
perdida de los reflejos y sensaciones de torpeza en manos y pies, y la caida de la

piel de las manos. Sintomas mas severos resultaron en exposiciones prolongadas

incluyendo disfuncion cerebral seguido de neuropatia.?

*Toxicidad Reproductiva

Genotoxicidad: Se ha reportado que la acrilamida induce mutaciones enratonesy
en ratas considerandose como un agente mutagénico. Es un genotoxico en
células somaticas por lo tanto se puede inducir dafios hereditables a nivel de
genes y cromosomas.’

La linealidad de la dosis-respuesta, sugiere que la acrilamida y glicidamida son
DNA-reactivos clastrogenicos '

Hay evidencia de que la acrilamida reduce la fertilidad en ratas, asi como el
numero de crias y aumenta la cantidad de muerte prematura de los embriones;
también causa reduccidn en la cantidad y malformaciones en espermas de

ratones.

* Regulaciones
La Organizacién Mundial de la Salud y la Agencia de Proteccidn Ambiental de
Estados Unidos considera un nivel maximo permisible de acrilamida en agua

potable de 0.5 ppb y en la Unién Europea (UE) de 0.1 ppb.®

Marco Teoérico
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1.1.2 ACRILAMIDA EN ALIMENTOS

En el afio de 1997 en Suecia, se encontrd gran cantidad de peces muertos y
vacas paralizadas en los alrededores de la construccion de un tunel de ferrocarril,
donde uno de cada cuatro trabajadores presentaron entumecimiento y torpeza en
sus manos y pies. Los cientificos sospecharon que algin compuesto gquimico
peligroso se estuviese filtrando de las 1500 toneladas de argamasa utilizada para
fa construccion del tanel, al analizar el agua subterranea y de los rios cercanos se
encontraron altas concentraciones de acrilamida. ®

Al analizar 1a sangre de los trabajadores expuestos a la acrilamida, se encontraron
concentraciones de aductos (hemoglobina + acrilamida) 100 veces mayores que
en las personas que vivian fuera del area contaminada. Con los datos anteriores
se estimé una ingesta de acrilamida por persona de ~100 pg/dia; valor que fue
considerado de gran magnitud.

Al analizar la sangre de personas (vivian fuera del area contaminda) encontraron
que los fumadores tenian mayor cantidad de aductos de acrilamida que los no
fumadores. Lo anterior les sugirid que el calentamiento o las altas temperaturas
podian estar involucradas.

Al comenzar a observar la dieta se sospecho que los alimentos sometidos a altas
temperaturas podian ser la fuente de acrilamida para la poblacion.®

Tratando de probar la teoria anterior investigadores de la Universidad de
Estocolmo Suecia, presentaron un articulo donde se compard los niveles de

aductos de acrilamida en ratas alimentadas con comida frita y ratas control

(alimentadas con comida sin freir). Los resultados obtenidos mostraron niveles de

aductos 10 veces mas altos en las ratas alimentadas con comida frita que en la
ratas control. Ademas observaron que los niveles de aductos de acrilamida
encontrados en las ratas alimentadas con comida frita eran muy similares a los
niveles de los no fumadores.’

Posteriormente la Administracién Nacional de Alimentos en Suecia (NFA) vy la
Universidad de Estocolmo, reportaron concentraciones promedio de acrilamida en

diferentes alimentos sometidos a altas temperaturas como galletas, cereales,

Marco Teorico
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cereales procesados, papas a la francesa y papas fritas, donde en estas Ultimas
se encontro la concentraciéon mas alta (1200 ppb) lo cual les resuitd alarmante
pues en agua potable los niveles maximos permitidos son de 0.5 ppb. 5

También se analizaron alimentos crudos y hervidos, pero en estos no se detectd
acrilamida. Con base en las concentraciones encontradas en diferentes alimentos,
la NFA estimo una ingesta de acrilamida de 35-40 mg/dia en Suecia; lo cual les
parecio un valor significativo para poder atribuirle a la acrilamida cientos de casos
de cancer, por afio.”

Investigadores de Inglaterra y del Centro de Investigaciones Nestlé (Suiza)
propusieron la formacion de acritamida via la reaccion de Maillard entre
aminodcidos y azUcares reductores, implicando una degradacién de Streker para
llegar a los intermediarios de la acrilamida.®

Encontraron que la asparagina es el aminoacido mayoritario en las papas y
cereales y que es un participante crucial en la formacion de acritamida, pues
encontraron que se formaban cantidades apreciables de acrilamida al reaccionar
asparagina y glucosa a 185°C; sin embargo no encontraron acrilamida al
reaccionar glucosa con glicina, cisteina y metionina a 185°C, con glutamina y
acido aspartico solo se encontraron trazas de acrilamida. Por lo tanto se
considera a la glucosa, fructuosa y asparagina 10s principales precursores de la
acrilamida.®

Todo lo anterior, llevd a que los investigadores de Inglaterra, Suecia, Canada y
Estados Unidos., llegaran a la misma conclusion: el aminoacido asparagina al
reaccionar con azucares reductores via la reaccién de Maillard a altas

temperaturas genera |a acrilamida. o

Marco Teorico
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Figura 1.2 Formacion de acrilamida a partir de asparagina y glucosa. El grupo a-NH; de la
asparagina participa en una adicion nucleofilica con el grupo aldehido de la glucosa
formando una base de Schiff, la cual después de sufrir el rearreglo de Amadori forma un
derivado  (N-glucosido). Posteriormente  puede suffir una descarboxilizacién o
desaminacion, perdiendo el COOH vy el grupo a-NH; (grupos asociados a la asparigina)
para formar acrilamida.’”
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Se realizaron estudios en los tubérculos de papa encontrando que estos poseen
altas concentraciones de glucosa, fructosa y asparagina libre lo cual puede
explicar las altas concentraciones de acrilamida generada en los productos
elaborados a base de papa; para corroborar esta relaciéon se realizdé un estudio
donde primero se analizé el contenido de azicares reductores y asparagina de 17
variedades de papa para posteriormente determinar su potencial de formacién de
acrilamida, obteniéndose que la cantidad de azucares reductores muestra una
correlacion con el potencial de formacién de acrilamida, mientras que la cantidad
de asparagina no."

Se han publicado diferentes investigaciones en torno a las condiciones de
procesamiento que pueden afectar los niveles de acrilamida en los alimentos,
donde se mostrd que la cantidad obtenida de acrilamida de un mismo producto
(misma receta y mismo proceso de manufacturacion) posee variabilidad (valor
+10%); asi como también encontraron diferencia entre muestras de un mismo lote.
Asumieron que lo anterior podia deberse a la inhomogeneidad de las muestras,
debido a que los precursores de la acrilamida (por ejemplo en la papa) no se
encuentran uniformemente distribuidos; ademas encontraron que en las papas

fritas, las partes negras contienen mayor cantidad de acrilamida; por lo tanto se

puede encontrar en un alimento partes con mayor contenido de acrilamida. "

Al analizarse si la forma de cultivar ( organica, convencional o integrada) asi como
Ja cantidad de nitrégeno incorporada a través de la fertilizacion tenfan algin efecto
en la formacion de acrilamida se obtuvieron resultados negativos.™

En un articulo reciente, donde se da un pre tratamiento a las papas remojandolas
en agua con el fin de que los carbohidratos fueran retenidos en ella, pero al final
encontraron que el remojar o no las papas, no presenta diferencia significativa en
la cantidad de acrilamida encontrada después de freir las papas.'? También se
observo que.la composicién de los aceites para cocinar no tienen correlacion con
la formacion de acrilamida en el alimento. "

Investigadores de la universidad de Heidelberg propone que una dieta rica en

proteinas podria reducir la absorcion de acrilamida. Esta idea se genero a partir de

Marco Tedrico 9
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experimentacion con células Caco-2, que reproducen un modelo de intestino
humano, los investigadores han visto que cuando la acrilamida se liga a proteinas
como la albumina ya no puede ser absorbida por las células intestinales. Lo

anterior abre una nueva linea de trabajo pero aun esta por verse cuanta proteina

ayudaria a minimizar los riesgos del consumo de acrilamida.”

Teori
Marco rico 10
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1.1 METODOLOGIA

1.1.1 PREPARACION DE MUESTRAS: EXTRACCION EN FASE SOLIDA
( EFS )14,15y16

La extraccién en fase solida (EFS), es una modalidad de preparacion de muestras

que ha tenido amplia difusion desde fines de la década de los 70's y principios de
los 80’'s. Consiste en una extraccion liquido-sélido a través de una columna,
cartucho y méas recientemente se han desarrollado sistemas de extraccién en
discos.

EFS es una técnica de preconcentracién y/o limpieza de muestras.

%d Disco " Cartucho
Figura 1.3 Presentaciones de EFS en disco y cartucho

Los cartuchos cominmente estan hechos de polipropileno, el material adsorbente
tiene una masa entre 50 mg y 10 g la cual se coloca entre dos discos fritados que
retienen el material adsorbente; y estan hechos de polietileno, comunmente
tienen un tamarfio de poro de 20 pm.

Los discos contienen particulas de adsorbente con diametros de ~40-50 pm y
contienen finas hebras de politetrafluorotileno (PTFE) resultando discos de
aproximadamente 0.5 mm de grosor con un didmetro entre 47 a 70 mm. El disco

posee mayor area superficial que el cartucho, lo que permite mayores flujo

Marco Tedrico 1
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La extraccion en fase sdlida se realiza haciendo pasar una disolucidén que
contenga el analito de interés sobre una fase sélida que adsorba a los analitos de
manera especifica.

El volumen de la fase sdlida suele ser mucho mas pequefo que el de Ia
disolucion, que contiene el analito.

Tras la adsorcién, los analitos se remueven con una pequefia cantidad de
disolvente que los solubiliza. Como resultado, la extraccion fase sélida no sélo
modifica la matriz de la disolucién sino que reduce de manera simultanea el
volumen de la muestra; los analitos se concentran.

La retencion del analito esta afectada por el equilibrio entre la disolucién de ia
muestra y las particulas del adsorbente. La retencidon es mayor cuando el area de

la fase sdlida es mayor. Las particulas de SPE tienen cominmente areas

superficiales entre los 400 y 1000 m?/ g.

Generalmente los adsorbentes para EFS se pueden dividir en tres clases: fase
normal (adsorbentes de naturaleza polar para extraer analitos de naturaleza polar
y medianamente polar), fase reversa (adsorbentes de naturaleza no polar para
extraer analitos de naturaleza no polar) e intercambio iGnico.

La mayoria de los adsorbentes se componen de silica (particulas con diametros
entre 30-60 um). Comunmente se unen quimicamente grupos funcionales en la
superficie de los grupos silanol de la silica, donde los grupos unidos determinan la
polaridad del adsorbente. La union de los grupos funcionales a la silica no es
completa, quedando grupos silanol libres los cuales son sitios polares y acidos que
pueden hacer la interaccién del analito con el adsorbente mas compleja. Para
reducir estas interacciones se realiza un blogueo a los grupos silanoles donde se
hacen reaccionar con pequefias cadenas alquiladas.

Ademas de la silica se usan otros adsorbentes como son el florisil, la alumina y los
polimeros organicos solidos.

Los adsorbentes de fase normal tienen grupos funcionales polares como ciano,
amino y diol; donde la naturaleza polar de estos adsorbentes hace que sean mas
afines por compuestos polares (por ejemplo fenol). En contraste, en fase reversa

M Teori
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los adsorbentes tienen grupos funcionales no polares por ejemplo octadecil, octil y
metil y al contrario de la fase normal, retiene compuestos no polares (por ejemplo
hidrocarburos policiclicos aromaticos).

Los adsorbentes de intercambio idnico pueden tener grupos cationicos o
anidnicos, donde al estar en forma ionizada atraen a los compuestos con carga
opuesta. En la tabla 1.1 se presentan algunos ejemplos de fases sélidas y sus
aplicaciones junto con algunos disolventes que se emplean para remover el analito
de dichas fases.

Las superficies se clasifican por sus atributos quimicos en polares o no polares;
acidas, neutras o basicas; hidrofébicas e hidrofilicas y catidnicas o aniénicas. Los
distintos tipos de superficies permiten aislar distintas clases de compuestos (tabla
1.2)

Nombre ldentidad Caracteristicas Tipo de enlace,
superficiales condiciones y ejemplos

Octadecil -CigHay Hidrofobico no polar Especies hidrofébicas que
proceden de disoluciones
acuosas. Productos
organicos

-CgHy7 Hidrofébico Especies hidrofobicas que
proceden de disoluciones
acuosas (unidas con
menor fuerza que Cis)

Silice H ?H Hidrofilica Especies de polaridad baja
. i a moderada que proceden
-0-8i-0-§i-0- | Polar de disoluciones no
| | Neutra acuosas, por ejemplo
vitaminas liposolubles

Florisil Hidrofilica Especies de polaridad
baja a moderada que
proceden de disoluciones
Ligeramente bésica no acuosas, por ejemplo
grasas, bifenilos
policrorados
Alimina A O‘-| H Hidrofilica Especies hidrofilicas en
disoluciones no acuosas,

Silicato de magnesio Polar

(alumina acida) -0-Al-0-Al-0- l?olar por ejemplo antibiéticos,
Acida cafeina

Enlazador de cationes

Marco Tedrico 13
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Nombre

Identidad

Caracteristicas

superficiales

Tipo de enlace,
condiciones y ejemplos

Alimina N

(alumina neutra)

o

-0-Al-O-Al-O-

Hidrofilica
Polar

Neutra

Especies hidrofilicas en
disoluciones no acuosas
por ejemplo el petr6leo

Alumina B
(alurmnina basica)

oo

-O-Al-0-Al-O-

Hidrofilica

Polar

Béasica

Enlazador de cationes

Especies hidrofilicas en
disoluciones no acuosas,
por gjemplo esteroides,
pesticidas.

Aminopropil

-CsHegNH2

Hidrofilico
Moderadamente polar
Ligeramente basico
Enlazador de aniones

Analitos en disolventes
acuosos U organicos por
ejemplo fenoles, petrdleo,
sacaridos

Cianopropil

Hidrofébico
Casi no polar

Neutro

Analitos en disolventes
acuosos u Organicos, por
ejemplo péptidos
hidrofobicos, pesticidas

Hidrofobico
Casi no polar

Neutro

Trazas de elementos en
agua; proteinas y péptidos
en disolventes acuosos u
organicos

Estireno

divinilbenceno

Hidrofébico
Neutro

Productos organicos en
agua, por ejemplo
hidrocarburos
poliaromaticos, vitamina
Bi2

Intercambiador de
aniones
(intercambiador
fuerte)

-CH2CH2-N(CHz)s

Hidrofilica
Enlazador de aniones

Aniones en agua o en
disolventes mixtos
acuosos, por ejemplo CI',
50,7 PO,

Tabla 1.1 Solidos para extraccion en fase solida

Fase normal

Fase reversa

Intercambio ionico

-(CHz)s —CN (cianopropil)

~(CHz)7 —CH3 (octil)

-(CHz)z ~N(CHs)2
Intercambiador anionico

-(CHz)s ~NH>
(aminopropil)

-(CH2)17 ~CH3; (octadecil)

-(CH2)3 —Fenil-S05°
Intercambiador cationico

Tabla 1.2 Algunos ejemplos de grupos unidos a silica gel

Marco Tedr
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Una nueva fase sodlida a base del copolimero de divinilbbenceno vy N -
vinilpirralidona (Oasis HLB de Waters) provee un adsorbente con una parte
hidrofilica y una hidrofobica con lo cual se tiene un adsorbente balanceado; por lo
que se facilita la extraccién de compuestos con diferentes polaridades. Este

polimero tiene la capacidad de extraer pequefios compuestos polares.

Procedimiento de extracciéon en fase sélida

Para realizar una extraccion en fase solida se requiere de un procedimiento que

involucra cuatro pasos.

1. Acondicionamiento:

Este paso ayuda a la eliminacion de posibles impurezas contenidas en el
cartucho, ademas de mojar la superficie del adsorbente lo que permite que las
cadenas alquiladas que estan apelmazadas en la superficie de la silica se
solvaten y se extiendan en forma de cerdas; lo cual asegura un buen contacto
entre el analito y el adsorbente ya que si el adsorbente esta seco hay poca
retencion y por lo tanto bajos recobros.

El acondicionamiento se realiza haciendo pasar un pequefio volumen de

disolvente organico que debe ser de igual o mayor fuerza que la fase movil (si
EFS es preparativa para HPLC), después se pasa un segundo disolvente que

debe ser similar al de la fase mévil.

2. Adsorcion del analito
La muestra liquida o disuelta se pasa a través del cartucho de EFS, lo cual

puede ser con o sin ayuda de vacio.

3. Lavado
El propésito de este paso es remover sales y otros analitos indeseables.
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Se utiliza un disolvente ligeramente mas fuerte o igual que en el que se

encuentra el analito (el mas comun es el agua).

4. Elucién del analito de interés
En el paso de elucion el analito adsorbido es removido de la fase sdlida y

regresado a una fase liquida.

Lo mas importante es seleccionar un liquido que eluya el analito de interés

completamente de la fase solida con el menor volumen posible.

Factores que influyen en EFS

Flujo: Si es rapido minimiza la interaccidn entre el analito y el adsorbente.
Se utilizan flujos 3-10 mL/min para cartuchos y flujos entre 10-100 mU/min para

discos.

Eleccion del disolvente: es un factor critico para la elucion del analito de interés.
Cantidad de analifo en la muestra: para poder aislar y concentrar el analito de
interés es muy importante que la cantidad de adsorbente sea capaz de adsorber

todo el analito contenido en la muestra (factor de saturacién).

La extraccidon en fase sélida tiene importantes ventajas sobre la extraccion liquido-

liquido como es que en EFS se requiere menor manipulacion, el tiempo de

extraccion es menor, ademas de que provee un mayor factor de concentracion.

Marco Teorico

16




Capitulo [

1.2.2 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION' '8 18.20,21. 22,
23y 24

CROMATOGRAFIA

Fluido supercritico Liguidos

Columna

CE

Eeliges

CFQU-FR CFQU-FN

Figura 1.4 Modalidades de la cromatografia

CGS: cromatografia de sodlido-gas, CGL: cromatografia liquido-gas, CLS:
cromatografia solido-liquido, CFQU: cromatografia fase quimicamente unida ,
CFQU-FR: cromatografia fase quimicamente unida en fase reversa, CFQU-FN:
cromatografia fase quimicamente unida en fase normal, Cll: cromatografia de
intercambio ionico, CE: cromatografia de exclusidn, CPG: cromatografia de
permeacion en gel y CFG: cromatografia de filtracion en gel.

M Teori
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1.2.2.1 Introduccion

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) por sus siglas en ingles,
es una técnica de separacion en la que una muestra se distribuye entre dos fases

una estacionaria y una movil (liquido), donde se utiliza una presién elevada para

forzar el paso del disolvente por una columna que contiene particulas muy finas

consiguiendo asi separaciones con gran resolucion. Ha tenido una creciente
difusion desde comienzos de la década de los 70's, y hoy representa una de las
herramientas mas empleadas en el laboratorio analitico moderno, dedicado a la
investigacion basica, aplicada e industrial.

Las razones en el incremento de la utilizacion de esta técnica se debe a su
sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas, su

aplicabilidad a sustancias no volatiles o termolabiles, etc.
1.2.2.2 Tipos de cromatografia de liquidos de alta resolucién
Cromatografia Liquido-sélido (CLS)

Se basa en la adsorcion de los analitos en una superficie polar, ligeramente 4cida
de silica gel. La fase estacionaria es por lo regular de silica gel o alimina y como
fase mdvil se utilizan disolventes no polares como hexano, CHCl3 etc.

Cromatografia de fase quimicamente unida (CFQU)

Se basa en la adsorcion de analitos en una fase estacionaria (polar o no polar). La
fase estacionaria tiene una base de silica gel modificada quimicamente en Ia cual
se remplazan sus grupos funcionales por otros como: octilsilano, fenito, ciano,
amino, diol, etc.

Cuando se utiliza una fase estacionaria polar y una fase movil no polar se llama

fase normal. Se utiliza en la separacién de solutos de polaridad mediana a altay

Tedricc
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es de suma utilidad para la separacion de isomeros posiciénales con sustituyentes
polares.

Cuando se utiliza una fase estacionaria no polar y una fase movil polar se llama
fase reversa, octasilano, fenilo, octadecilsilano, son algunos de los grupos unidos

quimicamente a las silica.

Cromatografia de intercambio iénico (Cll)

Se basa en la adsorcion reversible de iones en la fase estacionaria con grupos

funcionales de cargas opuestas.

La fase estacionaria para cationes contiene iones como SO;7, CO3” etc., para

aniones la fase estacionaria contiene iones como NH,", NH5" etc. La fase movil es

comunmente un buffer.

Cromatografia de exclusién (CE)

Los poros internos de la fase estacionaria excluyen a los analitos solvatados en
funcion de su volumen hidrodinamico Vg se correlaciona con el peso molecular.

La fase estacionaria es comunmente estireno 8% divinilbenceno (DVB) con
diametros de poro de 80, 100, 150, 300, 500, o0 1000 A. Como fase mévil se

utilizan por lo general tolueno o tetrahidrofurano.

1.2.2.3 Instrumentacién en Cromatografia de liquidos de alta resolucién

El notorio avance que la cromatografia liquida ha experimentado en los ultimos
afos, ha permitido llegar a un nivel instrumental de alta precisién, compuesto por
bombas que permiten entregar flujos muy estables que varian entre microlitros y
varios mililitros, detectores con celdas intercambiables, valvulas accionadas por

microprocesadores que permiten direccionar la fase mbvil para automatizar
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procesos, integradores versétiles aislados o conectados a una computadora que
puede permitir no solo el control global de uno 0 mas equipos cromatograficos sino
la libre manipulacion y almacenamiento de datos, generacion de reportes e incluso
el desarrollo automatico de métodos, etc.

En un HPLC la mezcta a analizar es disuelta en un disolvente que posteriormente
es introducido (inyectado) en la columna y llevado a través de esta por un flujo
continuo de un disolvente (fase movil). La separacion tiene lugar en la columna, la
cual contiene particulas con grandes areas superficiales (fase estacionaria), los
componentes de la mezcla interactian con la fase estacionaria. La fase movil es
bombeada a través de la columna donde algunos componentes de la mezcla
vigjan a través de la columna més lento que otros. Al salir de la columna los
componentes de la mezcla llegan a un detector emitiendo una respuesta. El
cromatograma es un registro de la respuesta del detector en funcidn del tiempo
que indica la presencia de los componentes como picos. La figura 15

esquematiza los componentes de un HPLC.

Reservorio de

disolventes

3

Registrador

©

Medidor de
presién integrador

Inyector

Columna

L
ITTIT111
l—] ,Desecho %

Figura 1.5 Esquema de cromatografo de liquidos de alta resolucion

Tedr
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RESERVORIO DE DISOLVENTES

El reservorio es el recipiente que contiene 1a fase mévil. Puede ubicarse dentro de
un equipo integrado o externamente en un equipo modular, y en general algunos
centimetros sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de gravedad dirija el

solvente hacia ésta, manteniendo lienas las conexiones.

BOMBA

Las bombas impulsan la fase movil proveniente del reservorio del disolvente hacia
el inyector, y desde alli hacia la columna.

Los tipos de bombas que hay son:
<+ Bombas de pistén reciprocante
Son las de mayor uso, consisten, por lo general, en una pequefa camara en la

que el disolvente es impulsado por el movimiento de un pistén accionado por un

motor.

Entre sus ventajas se puede citar el uso de altas presiones (6000 psi), su facil

adaptacién a la elucidn de gradiente y sus flujos constantes.
El equipo de HPLC utilizado posee una bomba cuaternaria (figura 1.6), la cual es

un tipo de bomba de piston reciprocante.

M Teon
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Vilvula de
sahda

Valvula de
entrada
de disolventes

sello

pistén

Unidad de
bola flotante

Engrane

Motor con
codificador

Figura 1.6 Bomba cuaternaria
< Bombas de jeringa, son poco utilizadas.
INYECTOR
El inyector es el dispositivo que permite introducir fa muestra en disolucion sin

interrumpir el flujo del disolvente a través del sistema.
Actualmente la totalidad de los inyectores de HPLC son valvulas que orientan el

flujo hacia la columna, pasando 0 no segun su posicion, a través de un loop en el

cual se introduce la solucién a inyectar.
La mayoria de los equipos de HPLC cuentan con inyectores automaticos que
ademas de la valvula de inyeccién cuentan con un mecanismo que permite su

llenado asi como un dispositivo para colocar los viales a inyectar.

Recoleccion de la muestra Inyeccion de la muestra

Figura 1.7 Ejemplo de un inyector automatico.
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DETECTORES

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite detectar y ubicar en

tiempo y espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la

columna cromatografica.

Los tipos de detectores para cromatografia de liquidos de alta resolucion son:

» Detector de indice de refraccion

Este detector mide la diferencia de indice de refraccion entre el disolvente puro

y el disolvente que contiene la muestra.

Es poco sensible, lo cual limita su campo de aplicacién y es afectado por

cambio de temperatura. No puede utilizarse con programacion de disolventes
porgue un cambio en la composicion de la fase moévil va acompafiado de un

cambio en su indice de refraccion.

o Detector UV

Se basa en la capacidad de absorcidn ultravioleta-visible (190-800 nm) de los
analitos. La concentracién del analito se determina por la ley de Lamber-Beer.
Los tipos de detectores de UV:

-Longitud de onda fija

-Longitud de onda variable

-Arreglo de diodos que puede proveer informacidén sobre la pureza de las

sefiales. El equipo de HPLC utilizado posee este tipo de detector (figura 1.8)

arco 1eorico 23




Capitulo I

Sistema optico del detector de arreglo de diodos

Ventana soporte de celda
- Celda de flujo

Limpara de Wollranio

Lente de acoplamiento
: " lente de espectro
Lampara de deuterio .
' rendija
—

Acromitico

Filtro de oxido de holmio Matriz de diodos

— Redde
difraccion

Figura 1.8 Sistema optico del detector UV con arreglo de diodos

El detector UV es el mas empleado en HPLC. Posee buena sensibilidad y

rango lineal, y permite detectar analitos en el orden de los nanogramos. No es

destructivo y puede utilizarse con gradientes de disolventes, con la Unica

limitacidn de que éstos sean transparentes en la longitud de onda de trabaijo.

Es un detector muy poco sensible a los cambios de temperatura y de flujo.

» Detector de fluorescencia

El detector de fluorescencia se utiliza para el andlisis de sustancias que
presentan fluorescencia (fendmeno de emisidn de luz de un analito tras la
absorcién de un fotén).

Su alta sensibilidad y selectividad lo convierte en un detector adecuado para el
analisis de trazas. La selectividad se debe a que existen pocas sustancias de
fluorescencia natural asi como la utilizacion de dos longitudes de onda, una de
excitacion y otra de emision. Al excitar la muestra a una dada longitud de onda
varios componentes de la muestra podrian absorber energia, pero pocos

emitiran ademas a la longitud de onda elegida.

¢ FEspectrdmetro de masas

Un obstaculo para acoplar la cromatografia de liquidos a la espectrometria de

masas es la enorme cantidad de disolvente que acompana al analito. Los
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espectrometros  de masas son  aparatos de alto vacio que no pueden
recibir facilmente 1 mL de disclvente por minuto por que el flujo debe ser bajo,
para minimizar el efecto de ensanchamiento de banda. Por lo tanto se requiere de
interfases capaces de transferir iones de la fase liquida a la fase gaseosa.

Las interfases utilizadas son termospray, electrospray, lonizacion quimica a

presion atmosférica (IQPA) y bombardeo con dtomos rapidos (BAR).

FURprar e ereMTIl s g g SR

]
WGy

Figura 1.9 Cromatografia de liquidos acoplado a un detector de masas

COLUMNAS

Las columnas para cromatografia de liquidos se construyen con tubo de acero
inoxidable de diametro interno uniforme. La mayoria de las columnas tienen una
longitud entre 10, 15 y 25 cm. El didmetro interno de las columnas es de 4 a 4.6
mm y los tamanos de las particulas de los rellenos mas comunes es de 3, 50 10

Hm.

Las particulas pequefias son mas eficientes pero requieren mayor caida de

presién, asi mismo el ensanchamiento de banda depende del tamaric de la
particula representado en el siguiente gréafico (figura 1.10):

Toar
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Ensanchamiento de banda vs flujo
como funcion del didmetro de particula

.

Flujo (ml/min)
Figura 1.10 Ensanchamiento de banda vs flujo como funcién del diametro de particula.

Por lo que a tamanos de particulas mayores, mayor sera el ensanchamiento de
banda y por lo tanto menor eficiencia de la columna.

En la siguiente tabla se muestra el tamafio de columnas mas utilizadas asi como
el tamafo de particula utilizada en su fabricacion y el nimero de platos tedricos

obtenido:

L (tongitud mm) | dP (didmetro | N (numero de platos teéricos)
particula ym)
250 5 16-20 x 10°

EL 10-12x 10°

5
100 5 7-9x 10°
3

100 12-14 x10°

En la tabla anterior se muestra que conforme disminuye la longitud de una
columna con particulas del mismo tamarno el numero de platos tedricos disminuye
es decir disminuye la eficiencia; pero en una columna con la misma longitud al

utilizar particulas mas pequefias aumenta la eficiencia.

-Empaques
La silica gel empleada es un solido poroso de gran area superficial (30 o mas de
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500 m?/g) y un didmetro de poro uniforme y comprendido entre 60 y 300 A (figura
1.11 ), aungue pueden emplearse empaques de mayor didmetro de poro en la
cromatografia de exclusion molecular.

Sitanvtes Spoctiniaios

i b

Prostuviers e
Gipoae Got
Ants

Figura 1.11 Estructura de la silica gel

El relleno de las columnas esta hecho de particulas de silica gel y pueden ser de
tres tipos (figura 1.12):

a) Macroporosa de superficie irregular las cuales poseen un diametro de particula
entre 50-100 um siendo utilizadas principalmente para separaciones preparativas

por su alta capacidad, empacado sencillo, su bajo costo y su baja eficiencia.

b)Pelicular esférica que poseen un didmetro de particula entre 37-44 um, siendo
utilizadas para la fabricacion de guarda columnas por ser eficientes, de empacado

simple; aunque resultan caras y de baja capacidad.

¢)Microporosa las cuales pueden ser de superficie irregular o esférica, teniendo un
diametro de particula entre 5-10 um, tiene usos preparativos y analiticos son muy

eficientes, de alta capacidad, alta velocidad aunque resulta de alto costo.
A, Macropososa B Pelicular . Microporosa

Irregular Esfarica

Irregular

silica porosa

Esfera de vidno Esfénca

Figura 1.12 Tipos de particulas de silica gel.
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Los rellenos para cromatografia de liquidos de alta resolucidn de fase
quimicamente unida (CFQU) se clasifican como de fase inversa cuando el
recubrimiento enlazado tiene un caracter no polar, y de fase normal cuando el
recubrimiento contiene grupos funcionales polares. Tal vez el 75% de las técnicas
de cromatografia de liquidos de alta resolucion se llevan a cabo en columnas con
rellenos de fase inversa.

La sintesis de empaques para CFQU se realiza con la formacion de un enlace
covalente entre la superficie hidrolizada de la silice con un compuesto
organoclorosilano  (figura 1.13) produciendo una fase quimicamente unida,

térmica e hidroliticamente estable.

OH
I

ClSi-Ciz O — Si— Cy3 +3HCI

5 Si-OH H,0 / 1
Particula de soporte enlace OH
de silica covalente

Figura 1.13 Sintesis de empagques BCP

La preparacion de estos empaques se puede dividir en tres etapas:

1.-Reaccidén quimica
a) R Si Cls (polimérica)
b) Rz Si Ch (polimérica)
¢) Rz SiCl (monomerica)

2 -Hidrolisis
R-Cl+H,0 _ ROH +HCI

3.-Tamponamiento de extremos
Si-OH + (CHs3)s —Si-CI —» Si-O-Si~(CHs)3

M Teodrico
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A continuacion se presentan algunos ejemplos mas comunes de empaques
quimicamente unidos:

FASE REVERSA:
Dactactacst - ST - T S

Lot - TR L B L e L

FOGE MNORM AL

imnopromid - 85O B L .

Arnvinopropil - SieOe s

1.2.24 Teoria de cromatografia

Separacidn

El proceso cromatografico esta dividido en tres pasos: inyeccion, separacion y

elucion. La migracion de los componentes de la mezcla a través de la fase
estacionaria es el resultado de dos fuerzas: la fuerza de la fase mdvil por arrastrar
el analito y la fuerza de la fase estacionaria por retenerlo; las cuales son fuerzas
opuestas. Hay un equilibrio de distribucidon entre las dos fases para cada
componente por lo tanto, cada componente de la mezcla migra en diferentes
tiempos de acuerdo al equilibrio de distribucion obteniendo una separacion de los
componentes de la mezcla, que eluyen de ia columna al detector en forma de

bandas o zonas (figura 1.14).

tx 1 oh 2 La separacidn meis 3 Le reparacio e complets . Loy comporenies
St dagan b cohirond ¢ wan ab detector

Figura 1.14 Proceso cromatografico
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La concentracion de cada componente presente en una zona eludia es percibida
por el detector y es proporcional al tamafo del pico registrado en el

cromatograma.
Parametros cromatograficos

Un cromatograma es un grafico de la respuesta del detector, pudiendo ser la
concentracion del analito u otra cantidad usada como una medida de la
concentracion vs volumen o tiempo.

El grafico obtenido (figura 1.15) da informacién de parametros cromatograficos

como lo es el tiempo de retencion, tiempo muerto y area del pico.

A

iy " R

—» tiemno

Figura 1,15 Cromatograma tipico

Tiempo de retencidn (tr). tiempo en que eluye cada soluto.

Tiempo muerto (tm): tiempo en que se tarda un soluto en atravesar la columna sin
interactuar con ella.

Tiempo de retencidn ajustado (ir'): es el tiempo efectivo que el soluto permanece
en la fase estacionaria y se puede calcular como la diferencia entre el tiempo de
retencidn y el tiempo muerto.

tfr'= tr -tm

Tean
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Factor de capacidad

La medida de la retencién de un componente en la columna es llamada factor de
capacidad (K'). Por lo tanto es el cociente entre el nimero de moles de soluto en

la fase estacionaria y el nimero de moles en la fase mévil siendo proporcional al

tiempo de retencion del soluto y se calcula como:
LI

Salvents

1 2 3 4
Tiempo (minjm

Figura 1.16 [actor de capacidad

El valor optimo del factor de capacidad esta en un rango de 2 a 10, ya que a
valores menores de 2 existe poca retencion del analito y valores mayores de 10

significan mayores tiempos de elucion.

Selectividad

Los valores del factor de capacidad de los componentes se puede interpretar
como una medida de la capacidad de una columna para distinguirios. La
capacidad para separar dos componentes es la selectividad de una columna. La

selectividad esta expresada y se puede calcular comao:

Teori
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FHRdb

Figura 1.17 Selectividad
Si a es 1.0 no existe separacion. Un valor de a deseable es de 1.5.
Eficiencia

Los picos anchos indican regularmente que el analito estuvo durante largo tiempo
en la columna (K' alta) y cuando los picos son delgados se dice que la coiumna
tiene alta eficiencia.

El nimero de platos tedricos (N) v la altura equivalente de plato tedrico (HEPT)
son una medida de la eficiencia de la columna; estos conceptos surgen al hacer
una analogia de una columna cromatografica como si fuera similar a una columna
de destilacion que estuviera constituida por numerosas capas contiguas
denominadas “platos tedricos”. Donde en cada plato se establece un equilibrio del
analito entre la fase movil y estacionaria. El movimiento del analito a través de la
columna se trata como una transferencia por etapas de Ia fase mévil equilibrada
de un plato al siguiente,

En HPLC el nimero de platos tedricos que se logra alcanzar es de 1000 o mas.
Para calcular el nimero de platos tedricos (N) a partir del cromatograma se

considera que la base del pico (W) es aproximadamente 4o por lo que la ecuacion

para calcular N es:

Marco Tedrico
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Figura 1.18 Nimero de platos teoricos
Cuanto mayor sea N mas eficiente sera la columna.
La altura equivalente del plato tedrico se puede calcular con ia siguiente ecuacion:
H=L/N
Donde L es la longitud de la columna, y es util cuando se compara la eficiencia de
dos columnas de diferentes longitudes. Un valor pequefio de H significa una alta
eficiencia.
El proceso de ensanchamiento de banda disminuye la eficiencia, este proceso
puede ser expresado por la ecuacion de Van Deemter;
H=A+ B +C u
H

Donde H es la altura equivalente del plato tedrico, z es la velocidad lineal

promedio, A es el termino de difusiébn de Eddy del cual, su aportacion al
ensanchamiento de banda surge debido a la multitud de caminos que las
moléculas pueden tomar a través de la columna, como se muestra en la figura
1.19, la longitud de los caminos puede diferir significativamente. La difusién es
directamente proporcional al diametro de las particulas que componen el relleno

de la columna.

Sog
Y ?’8%‘@ %“;‘?r‘gﬁ%mﬁ

INICIAL, CAMA EMPACADA

Figura 1.19 Ditusién de Eddy
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El término de difusion longitudinal B, basado en gue los solutos dentro de un
liquido no permanecen inmdviles sino que se difunden en todas direcciones hasta
que su concentracion sea uniforme en todo el seno del liquido (figura 1.20). Este
efecto es minimo en cromatografia de liquidos, pero puede ser mas notorio

cuando se utilizan flujos muy bajos.

Figura 1.20 Difusion longitudinal

El termino C es la transferencia de masa. Se refiere a la entrada y salida del
analito en |a fase estacionaria (figura 1.21). La contribucion al ensanchamiento de
banda resulta al quedar algo de analito en la fase estacionaria, pues el resto se
encuentra en la fase movil avanzando junto con esta. Este efecto puede ser

disminuido utilizando columnas con particulas pequefas.

Motéouns de Solute

Figura 1.21 Transferencia de masa lenta (movil a estacionaria).

La contribucion de todos los términos en el ensanchamiento de banda

descritos en el siguiente gréafico (figura 1.22) de H vs u:
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A—— H=A+ B +Cu
T H

- - - - Difusion de Eddy (A)
Difusién longitudinal (B)
_ . _ . Transferencia de masa (C)

Figura 1.22 Grafico de Van Deemter

En esta gréfica se muestra que hay un valor de p a la cual H es minima es decir la
eficiencia es maxima. A u menores se favorece la difusién longitudinal y a p

mayores dificultan los procesos de transferencia de masa.

Resolucién (R)

La resolucion de una columna es una medida cuantitativa de su capacidad para
separar dos analitos.
A partir de los datos obtenidos de un cromatograma se puede calcular con la

siguiente ecuacion:

At
1V 2(W,, + Wosy)

Figura 123 Resolucion

La resolucion resulta de las interacciones fisicas gue ocurre entre la muestra y la
columna, por lo tanto la resolucion puede ser expresada en términos de la
contribucién individual de las caracteristicas de la columna: factor de separacién

(selectividad), eficiencia (N) y factor de capacidad (K') obteniendo la ecuacion

M Teori
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maestra de la resolucion:

P Y

a 4 K'+1
Selectividad eficiencia capacidad

R=

Los valores de a necesitan ser evaluados en el laboratorio experimentalmente
cambiando la composicidn de la fase mavil y la columna.
La eficiencia mejora la resoluciéon, a mayor cantidad de N mayor serd R.

Aumentando K' se mejora R, el control de K’ se logra cambiando la composicidn

de |a fase movil reduciendo la fuerza del disolvente.

Tebric
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1.2.3 METODOS DE CUANTIFICACION DE ACRILAMIDA EN ALIMENTOS

La mayoria de los métodos desarrollados para la determinacidn de acrilamida en

alimentos procesados se basan en el uso del detector de masas acoplado, ya sea
11,25,26,27y28 )

a cromatografia de liquidos o de gases. (

A pesar que la espectrometria de masas es selectiva, la masa de la acrilamida o
sus fragmentos i6nicos no son especificos, debido a que la masa de la acrilamida
es baja (71 g/mol) y sus fragmentos idnicos también lo son, y por los co-
extractos gue se pueden encontrar en la misma magnitud de la relacion m/z, que
la acrilamida, procedentes de la matriz del alimento. En algunos de los
procedimientos se requiere realizar una derivacion a la muestra, para queé, de esta
manera aumente la masa de los fragmentos ionicos; lo cual resulta en largos

tiempos de preparacion de muestras y el uso de disolventes costosos.

La mayoria de las metodologias hacen uso de la extraccion en fase solida (EFS)
como técnica para la concentracién de acrilamida y eliminacion de analitos
contenidos en la matriz del alimento que pudieran interferir durante el analisis;
aungue si bien, no se ha encontrado una fase sdlida que adsorba o rechace
unicamente a la acrilamida. Algunas metodologias reportan el uso de fases
sélidas de intercambio catidnico y otras el uso de fases solidas con balance
hidrofilico-lipofilico y una mezcla de C18 con intercambio anidnico; aunque son
diferentes las fases sdlidas utilizadas, se reportan buenos resultados en todos los

casos

Un aspecto mas que presentan algunas metodologias en la preparacién de la
muestra, es el uso de reactivos (hexacianoferrato de potasio y sulfato de zinc) y
grandes cantidades de disolventes organicos (ejemplo hexano, acetonitrilo) los

cuales representan mayores costos.

M. Teort
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La metodologia propuesta por la FDA utiliza EFS y HPLC/MS en la cual, a
diferencia de las demas no requiere de un proceso de derivacion, no utiliza

reactivos ni grandes cantidades de disolventes organicos en la preparacion de la

muestra.

El problema en el pais es que no se cuenta con un numero suficiente de
HPLC/MS como para poder abordar en forma sistemética el andlisis de
acrilamida en alimentos. Es por ello que se propone el uso de HPLC acoplado a
un detector de UV-Vis.

M Tedrico
arco 1 3 8




Capitulo |

1.3 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION 2Y30

Es practica comun reportar el limite de deteccidn como prueba que se es capaz de

generar informacién confiable para concentraciones bajas (trazas).

Definicion:

El limite de deteccién es un numero expresado en concentraciéon que define la
menor concentracion de un analito que genera una sefial estadisticamente

diferente (95% de confianza) a la sefal que generaria un blanco.

Al especificar limite de deteccion o limite de cuantificacién se trasmite la idea del

desemperio alcanzable con el método. El analista puede caracterizar mejor sus
determinaciones al presentar un resultado X > LC, indicar un contenido menor
que el LC e indicar que el compuesto no se ha detectado con X < LC.

Para determinar limite de deteccion se puede generar una curva de calibracién, es
practica comun el fortificar un blanco o una matriz con el analito. La fortificacion se
inicia en un valor de concentracion cercano al valor esperado de LD y se
incrementa la concentracion hasta por lo menos 10 veces ese valor esperado. Con
los valores obtenidos se construye una curva de calibracién para el procedimiento
analitico; con el objeto de tener una evaluacién correcta, se utilizan en el analisis
de regresién tan solo los Gltimos cinco puntos. De manera gue al afadir un punto
de menor concentracion se elimina el de méas alta concentracién y en cada
ocasion se evalla y se compara con el valor de r anterior; en el momento en que
el valor de r cambia en mas de 5% esto indica que la curva de calibracién pierde
linealidad y que por lo tanto se esta mas cerca del valor de limite de deteccién.
Para la determinacion matematica-estadistica del limite deteccion se deberan
considerar Ia recta de calibracion y los intervalos de confianza de la misma. Los
valores en el eje de las y (intercepto) de las rectas correspondientes a los
intervalos de confianza de la recta de calibracion, representan los valores

Marco Tedrico
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(probabilidad) de la sefial que seria generada por un blanco o matriz sin fortificar.
De manera que el intercepto de la recta superior del intervalo de confianza en el

gje de las y representa la altura maxima gue podria ser generada por un blanco,

A

Y=A+B¥

Y-

X = coneentracién

Figura 1. 24 Limite de deteccion.

De esta forma se refleja en forma clara las buenas practicas de laboratorio y esto
ha sido la base para la definicion de limite de deteccién en muchos métodos
oficiales (NMX, EPA, FDA). El valor del intervalo de confianza superior para la
recta de calibracion se determina para una probabilidad del 95% que es suficiente
para la mayoria de los analisis que se realizan en los laboratorios ambientales.
Dado que solo el valor superior es de interés y no el maximo y el minimo al mismo

tiempo, se tiene un estudio estadistico de una solfa cola. De manera que el valor

estadistico se considera al 95% para una prueba de 1 ¢ola y para un unico futuro
analisis.

Las ecuaciones de los intervalos de confianza para la recta de calibracion
corresponden en realidad a funciones hiperbdlicas, sin embargo con un trabajo

analitico adecuado y empleando un intervalo de concentraciones corto, estas

Teor
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hipérbolas se comportan como lineas rectas, paralelas a la recta de calibracion.
Sin embargo, esto no importa cuande se realiza el tratamiento matematico-
estadistico, ya que las ecuaciones desarrolladas representan las caracteristicas
hiperbolicas reales de la calibracion.

El valor del intercepto del intervalo de confianza de la recta de calibracion en
algunas ocasiones llega a generar valores negativos. Esto es una limitacion del

procedimiento.

Limite de deteccion efectivo:

Cuando se repite el analisis de una muestra conteniendo trazas del analito, se
obtienen diferentes valores de concentracion debidas a la dispersién en la
medicién de las sefiales generadas. Los valores de concentracidn encontrados
para esa muestra dan lugar a una distribucion de tipo gausiano. Si ahora se
prepara un blanco o una matriz “fortificada” a una concentracion equivalente al
valor de limite de deteccidn y se repitiese el andlisis un nimero grande de veces
se encontraria también que los valores de concentracion calculados estarian
dispersos (también con una distribucion de tipo gausiano) alrededor del valor de
limite de deteccion. Si se practicase un nimero grande de repeticiones se
encontraria que el 50% de los valores estarian por debajo de limite de detecciony
en otro 50% estaria por arriba de limite de deteccidn. De manera que en un 50%
de los casos el analito seria detectado y en otro 50% en los casos se reportaria

como no detectado.

Al fijar el limite de deteccion en el valor del intercepto de la recta superior del

intervalo de confianza hace que en un analisis exista un error de identificacién del
50%. (figura 1. 25)

Marco Tedrico
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T = senal

detectado

X = concebtracidn

Figura 1.25. Limite de deteccion efectivo,

Lo que es deseable es disminuir la posibilidad de error en la deteccidn de la
presencia de analitos en las muestras y para ello es necesario fijar un nivel de
confianza mas alto (95%). Al hacer esto entonces se estaria asumiendo que para
gue una sefal real de un analito presente se distinga inequivocamente de la sehal
que podria generar un blanco, las curvas de distribucion de probabilidad no deben
de traslaparse como se muestra en a figura 1.26.

/
i
—

X=0

% = concantracion

Figura 1. 26. Definicion de limite de deteccion.

En la figura se aprecia claramente que la interseccién del valor del limite de
deteccion correspondiente al punto de interseccién de la curva Y' (Yayp)
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extrapolada a su interseccion con la curva Y™ coincide con el valor minimo de la
curva de distribucion probabilistica de una sefial real en el método. Es de esta
forma que se evita el cometer un error del 50% en la deteccidn de un analito en la
muestra. Definiendo asi el limite de deteccion se tendra la certeza absoluta de que
una senal generada por un analito en la matriz efectivamente corresponde al
analito y no al efecto del blanco por co-extraccién de otros componentes de la
matriz.

Para calcular el limite de cuantificacién, se calcula con el valor de Y* para
x=limite de deteccién y nuevamente con este valor se calcula el valor de x en la
recta Y- Este valor corresponde al limite de cuantificacion. En la figura 1.27 se

muestra la representacion grafica del limite de deteccién y limite de cuantificacion.

Sefal

et

7

Lo

LD LC Concentracion

Figura 1.27 Representacion grafica de limite de deteccion y limite de cuantificacion,
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CAPITULOII

DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este trabajo consto de 4 partes:

. Optimizacion de parametros cromatograficos

. Optimizacion de proceso de extraccidn de acrilamida

. Determinacion de limite de deteccidn y limite de cuantificacién

. Cuantificacién de acrilamida en muestras comerciales
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2.1 Equipo y material

Para la elaboracion de este trabajo se utilizd un equipo de HPLC serie 1100

Agilent que consta de cabina para disolventes, modulo desgasificador, un sistema

de bombeo cuaternario, inyector automatico, detector de UV con arreglo de diodos
y detector de fluorescencia.

*Balanza analitica electronica marca QHAUS con precision de 0.1 mg.

*Centrifuga 4500 rpm modelo J600 marca SOLBAT.

*Vortex marca Heidoiph 60 Hz Ac 115 v.

*Licuadora Osterizer clasica sUper luxe de 3 velocidades.

*Potenciémetro marca Cole parmer modelo 05669-20 con electrodo combinado
de vidrio-calomel.

*Equipo de filtracion al vacio Millipore

*Viales de vidrio con tapa de capacidad de 2 mL marca Agilent

*Cartuchos para extraccion en fase sélida: HLB &cc (hidrophilic-lipophilic balance)
fabricante Waters.

*Cartuchos para extraccion en fase sélida: octadecil spe fabricante J.T. Baker
*Filtros marca Millipore con un tamano de poro de 0.45 pm,

*Material volumétrico clase A: Matraces volumétricos aforados de 5.10. 25y 100
mL.

*Pipetas: 20-200 uL, 2000 1000 pL, 1-5mlLy 2-10 mL

*Puntas para pipetas

*Vasos de precipitado: 50 y 100 mL

*Pipetas pasteur desechables

*Espétula

*Tubos para centrifuga de 15 ml. con tapa

*Vidrio de reloj

*Matraces erlenmeyer 100 mL
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2.2 Reactivos y disolventes

‘Nombre

Marca

Lote

Acrilamida
99.0% pureza

Pharmacia LKB
Inc.

Biotecnology

4256920

Acido acético

Mallinckrodt

2504 V02D53

‘Metanol (grado HPLC)
Reactivo analitico

J.T. Baker
J. T. Baker

X41C21
AS0C12

Metanol (grado laboratorio)

Mallinckrodt

HE603P41D03

Acetonitrilo (grado HPLC)

J.T. Baker

V07469

Hidréxido de sodio

Sigma

67H15601

Cloruro de metileno

Reactivo analitico

Mallinckrodt

4877PTN

Acido férmico

J.. T. Baker

B51341

Cloruro de sodio

Sigma

127H0485

Silica gel 60 (0.2-0.5 mm)

Merk

406137

Como disolvente se utilizd agua desionizada.

2.3 Preparacion de disoluciones

+ Acrilamida

Disolucién de acrilamida aproximadamente 100 ppm. Se

acrilamida y se aford a 25 mL con agua desionizada.

¢ Cloruro de sodio 2 M

pes6 0.0025 g de

Se pesé 2.922 g de NaCly se llevo al aforo con 25 mL con agua desionizada.

« Metanol (1% acido formico)
Se tomd con una pipeta 0.25 mL. de acido férmico y se llevo al aforo con 25 mL de

metanol.

+ Silica ge!

En un vidrio de reloj se pesd 5 g de silica gel y se metié a la estufa durante 2.5 hr

a 100°C.

« Hidroxido de sodio 1.0 N
Se peso 1.0 g de NaOH, se llevo al aforo con 25 mL de agua desionizada (tibia) y

se sometié a agitacion durante 3 min. La disolucion tenia un pH de 14.
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o Fase movil acido acético 1.0% en agua (pH 2.5)
Se colocd 1 mL de 4cido acético en un matraz de 100 mt y se adicionaron 99.0
mL de agua desicnizada y se homogenizo.

+ Fase movil (agua) pH 3.0
Se adiciond gota a gota acido acético con pipeta Pasteur a 100 mL de agua hasta
llegar a un pH de 3 y se homogenizd.

+ Fase movil (agua) pH 4.0
Se adiciond gota a gota acido acético con pipeta Pasteur a 100 mL de agua hasta
llegar a un pH de 4 y se homogenizd.

» Fase movil (agua) pH 5.0
Se adiciond gota a gota NaQH 1.0 N con una pipeta Pasteur a 100 mi de agua

hasta llegar a un pH de 5y se homogenizob.

+« Fase movil (agua) pH 7.0
Se adicion® NaOH 1.0 N con pipeta Pasteur a 100 ml de agua hasta llegar a un pH
de 7 y se homogenizd.

o Disoluciones de acrilamida para limite de deteccion y limite de

cuantificacion
Disolucion de acrilamida 10 ppm. Se tomo de la disolucién de acrilamida de 100
ppm 2.5 mL y se aforo con agua desionizada a 25 mL.
Disoluciones de acrilamida 1.5, 1.0, 0.25, 0.1 y 0.08 ppm. Se tom6 de la disolucion
de acrilamida de 10 ppm alicuotas de 1.5, 1.0, 0.5, 0.25, 0.1, 0.08 mL y se aforo
con agua desionizada en matraces de 10 mL.

« Disoluciones de acrilamida para curva de calibracién de acrilamida
Disolucion de acrilamida 1.5 ppm. Se tomo de la disolucién de acrilamida de 100
ppm 0.375 mL y se aforo con agua desionizada a 25 mlL.. -

Disoluciones de acrilamida 1.5, 1.25, 1.0, 0.075 y 0.05 ppm. Se tomd de la
disolucion de acrilamida de 1.5 ppm alicuotas de 8.3, 6.7, 0.5, 0.335 ml y se

aforaron con agua desionizada en matraces de 10 mL.
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2.4 Optimizacion de parametros cromatograficos

El uso de la acrilamida en plantas de tratamiento de agua, aunado a su toxicidad,
ha hecho que se desarrollen métodos de analisis para su determinacion y
cuantificacion a nivel de trazas en agua. Asi la EPA desarrollo dos metodologias
una por cromatografia de gases (EPA 8032 A) y la otra por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (EPA 8316).

El método 8032-A se basa en la bromacion de la doble ligadura de la acrilamida
empleando KBr/HBr/Br; y su posterior andlisis por cromatografia de gases
empleando un detector de ionizacion de flama.

El método 8316 es de caracter genérico y permite el andlisis simultdneo de

acrilamida, acrilonitrilo y acroleina empleando cromatografia de liquidos de alta
resolucion y un detector de UV-vis (HPLC/UV-Vis). _
Para el método 8316 se reporta un limite de deteccién de 30 ug/L y en el 8032-A

el limite de deteccién es de 0.032 ug/L. Como se pone en evidencia el método por
cromatografia de gases permite una mucho mayor sensibilidad que el método por
cromatografia de liquidos de alta resolucién, sin embargo éste método requiere de
una buena capacitacion del analista para poder obtener buenos recobros y
ademas se presentan muchas interferencia.

En ambos casos los métodos han sido desarrollados para una matriz
relativamente simple que es el agua potable y natural, en donde se esperan pocas
interferencias.

Con el descubrimiento de la presencia de acrilamida en alimentos se han
desarrollado varios métodos sin embargo en todos ellos el elemento de medicién
es un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a
espectrometria de masas (HPLC/MS). En todos los casos el sistema de
cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplado a un espectrometro de
masas se emplea en el modo de deteccion selectiva de iones lo que permite que
las interferencias presentes en la muestra (sustancias co-extraidas de las
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muestras) no generen una sefial en el registro final, con lo que se obtienen
excelentes limites de deteccidn.

Al no contar, en el pais, con un numero suficiente de estos equipos es que se
decidid a buscar las mejores condiciones por cromatografia de liquidos de alta
resolucion acoplado a un detector de ultravioleta-visible para tratar de determinar

acrilamida en alimentos fritos en México.

El analisis de acrilamida por cromatografia de liquidos de alta resclucién presenta

algunos problemas como lo es la descomposicién de la acrilamida en medios

acidos y en los métodos desarrollados por cromatografia de liquidos de alta

eficiencia acoplado a un espectrometro de masas en todos los casos emplean
medios acidos. Esto sugeria que si en dichos métodos se estaba descomponiendo
la acrilamida y alcanzaban a pesar de ello, buenos limites de deteccion, si se
logra evitar la descomposicion de acrilamida, se podrian alcanzar limites de
deteccion cercanos a estos.

Para ello se estudid el comportamiento de la acrilamida en varias composiciones
diferentes de fase movil. A continuacién se presentan los estudios realizados:

- Lo primero que se realizé fue la evaluacion de la fase movil propuesta por la
Food and Drug Administration (FDA) para el andlisis de acrilamida en alimentos;
aunque dicha metodologia utiliza HPLC/MS, se deseaba determinar si la fase
movil propuesta funcionaba también para HPLC/UV-Vis. La fase maovil consiste en
99.5% de agua(0.1% acido acético) y 0.5% metanol la cual tiene un pH de 2.5. La
evaluacion consistié en inyectar por triplicado en equipo de HPLC una disolucion
de acrilamida de 100 ppm, bajo las siguientes condiciones instrumentales:

Fase estacionaria: Columna BDS C18 5 pm de tamafio de particula, 4.6 mm de
diametro y 1560 mm de longitud fabricante Hypersil

Volumen de inyeccién: 201 Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 26 °C A =208Y 228 nm

Posteriormente se evaluo fases mévilesconpH de 34,5y 7.
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Dentro de |la optimizacion de los parametros cromatograficos se buscéd un factor de
capacidad (K') mayor a 2, asi como una fase mévil y una columna que permitieran
una mejor separacion y tiempos de analisis razonables. También se evaluaron los
parametros de tiempo de retencion, nimero de platos tedricos y altura equivalente
de platos tedricos; para confirmar la eficiencia del sistema cromatografico.

En la busqueda de factor de capacidad mayor a 2 se utilizaron diferentes fases

moviles.

Las condiciones instrumentales utilizadas fueron las mencionadas anteriormente y
las fases moviles utilizadas fueron:

97% agua desionizada 3% acetonitrilo

98% agua desionizada 2% acetonitrilo

99% agua desionizada 1% acetonitrilo

99.5% agua desionizada 0.5% acetonitrilo

99.5% agua desionizada 0.5% metanol

Posteriormente se obtuvieron los valores de factor de capacidad cambiando la
fase estacionaria por una de Fenil Sym de tamafo de particula, 4.6 mm de
diametro y 150 mm de longitud, fabricante J.T. Baker. Se utilizaron las siguientes
fases moviles:

99.5% agua desionizada 0.5% acetonitrilo

99.5% agua desionizada 0.5% metanol

El resto de las condiciones instrumentales fueron:

Volumen de inyeccién: 20ul Flujo: 1 mi/min

Temperatura: 26 °C A =208Y 228 nm.

Se evalud la columna C18 5 um de tamaro de particula, 4.6 mm de diametro y
250 nm de longitud, fabricante Whatman partisil; se obtuvo el factor de capacidad
con las siguientes fases maviles:

99% agua desionizada 1% metanol

99.5% agua desionizada 0.5% metanol.

El resto de las condiciones instrumentales fueron:
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Volumen de inyeccién: 2041 Flujo: 1 mlimin
Temperatura: 26 °C A =208Y228nm. A =208Y 228 nm

2.5 Optimizacion del proceso de extraccion de archilamida

Se realizd una curva de calibracibn con estandares de acrilamida de
concentraciones de 1500, 1250, 1000, 75 y 50 ppm.

I ) Siguiendo dentro de lo posible la metodologia propuesta por la FDA para el
proceso de extraccion de acrilamida en alimentos. Se prepararon dos muestras
una fortificada y una sin fortificar (Diagrama 1) y se analizaron todas las fracciones
obtenidas en la extraccion en fase sdlida. Se siguié el método propuesto por la
FDA.

) Se probd un procedimiento de extraccion fase sdlida propuesto por la
corporacion Waters. Se realizé un muestra fortificada y una sin fortificar siguiendo
el procedimiento del diagrama 1 hasta la obtencién de extracto filtrado en equipo

Millipore y después se siguit el diagrama 3.

TIT) Después de haberse obtenido resultados no cuantificables de acrilamida en
las muestras de papas fritas sin fortificar, se decidio fortificar una muestra para
evaluar la metodologia. Se moedificd el procedimiento y se siguié procedimiento del
diagrama 2, la modificacion fue eluir dos veces el cartucho HLB con 2 mL de agua

ya que se sospechaba que se estuviese reteniendo acrilamida en el cartucho. (Se

utilizo la columna Fenil 5um de tamario de particula, 4.6 mm de diametro y 150

mm de longitud fabricante J.T. Baker).

IV) Al obtener acriiamida en una segunda elucidn, se decidid realizarla asi en lo
sucesivo por lo que se prepard una muestra de papas fritas sin fortificar para
observar si con esta doble elucion se obtenian resuitados cuantificables de
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acrilamida. (Se utilizo 1a columna Fenil 5pm  de tamafio de particula, 4.6 mm de

diametro y 150 mm de longitud fabricante J.T. Baker).

V) Con la finalidad de tratar de purificar adin mas el extracto que contiene la
acrilamida se utilizdé una columna de silica gel pues se sospechaba que algunas
grasas no estaban siendo eliminadas durante el proceso de extraccion y como es
sabido la silica gel tiene la capacidad de retener grasas. Se siguio el
procedimiento del diagrama 2 para muestra no fortificada, al extracto final se le
adiciono 1.3 mL de la disolucidn estandar de acrilamida (5 ppm ) para tener una
concentracion de aproximadamente 1.2 ppm, se tomo un poco y se analizo en
HPLC y 3 mL se hicieron pasar por una columna de silica gel, lo obtenido se
recolecto y se analizo en HPLC. (Se utilizéd la columna Fenil 5um de tamafio de

particula, 4.6 mm de diametro y 150 mm de longitud fabricante J.T. Baker).

VI) Se realizd un estudio de recobro de la extraccion en fase solida. Para ello se
procesaron dos muestras de papas fritas fortificadas con acrilamida. Se siguio el
procedimiento del diagrama 2 para muestra fortificada y el extracto obtenido al
final se hizo pasar por un cartucho C8 y se colocd en un matraz aforado de 5mL y
se llevo al aforo con agua. Cada fraccion de extraccion en fase sdlida se analizo
en HPLC.

Vi) Después de haber analizado los resultados anteriores, se decidio preparar una
muestra de papas fritas eliminando la parte de extraccion en fase solida. Se siguid
el procedimiento del diagrama 2 hasta la obtencion del extracto filtrado en equipo

Millipore.
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2.6 Limite de deteccidén y cuantificacion

Para la evaluaciéon de iimite de deteccidon y cuantificacion se realizé una curva
patron de estandares de acrilamida. Se inyecto por triplicado en HPLC una serie
de concentraciones de acrilamida de 1000, 500, 250, 100 y 80 ppb

Condiciones instrumentales:

Fase movil: 99.5% agua 0.5% metanol

Volumen de inyeccion: 20 L Fiujo: 1 mL/min
Temperatura: 26 °C A =208 nm
Columna BDS C18 5 um de tamaio de particula, 4.6 mm de diametro y 150 mm

de longitud fabricante Hypersil.

2.7 Cuantificacion de acrilamida en muestras comerciales

Debido a los buenos resultados obtenidos después de eliminar extraccién en fase
sblida, se decidid adoptar esta metodologia y se analizaron 5 diferentes lotes de
cada una de las siguientes marcas comerciales de papas fritas: Sabritas sal,
Sabritas adobadas, Sabritas limon, Chips sal, Chips jalapefio; y papas a la
francesa: Mc Donalds y Burger King. Se sigui6 el procedimiento del diagrama 2

hasta la obtencion del extracto filtrado en equipo Millipore.
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Diagrama 1

Mueslreo de bolsa dc papas &

Triturar y homogenizar &
1

v

Pesar 1 gramo cn tubo con tapa &

Adicionar 1ml de estandar interno (**C-acrilamida cn 0.1% dcide formico, 200 ng/mL) en _
lugar de este sc adiciono un estindar de 100 ppm de acrilamida y 9 mLde agua

Y

Agitacién 20 min en vortex b’

v

Centrifugacién 9000 rpm 15 minutos }

v

Filtracion de fase acuosa en equipo Maxi-Spin (poro de 0.45um) y se
centrifuga 9000rpm 2-4 min

v

Extraccion en fase solida (HLB)
1)Acondicionamicnto’

2)1.5 mL del filtrado sc pasan

3)Elucion con 0.5 mL de agna y desechar

HEluir la columna con 1.5 mL de agua y recolectar

}

v

Cartucho Bound Elwt-Accucat (modo mezcla, C8 SAX y SCX)
200 mg (Varian))

IYAcondicionamiento™

2)Cargar con 1.5 mL recolectado anteriormente

3)Eluir 1 mL de esta porcién

4)Transferir a vial para andlisis en HPLC/MS

v

Analisis en HPLC/MS

Condiciones instrumentales:

Fase maévil: 99.5% agua (0.1% acido acctico) 0.5% metanol

Volumen de inyeccion: 20 plL Flujo: 200 pL/min
Temperatura: 26 °C Temperatura fuente :120°C
Modo de ionizacién: Electrospray, ion positivo.

Columna Hydro-RP 80* (2x250mm), 4 pm (Phenomonex, Torrance, CA)

! Acondicionamicnto: se agrego 3 mL de metanol, scguido de 3 mL de agua y se desecha.
? Acondicionamiento: se agrego 2.5 mL de metanol. seguido de 2.5 mL de agua y sc desecha.
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Diagrama 2

'Muestreo de bolsa de papas

Y

Molido en licuadora 30 segundos

v

Pesar en tubo de centrifugade 15 ml.contapa l g b
Fortificada Sin fortificar
1 mL estandar acrilamida 100 ppm y 9 mL de agua p 10 mL de agua

|

Agitacion vortex durante 10 minutos b

v

Centrifugacion 4500 rpm 30 minutos

v

Filtracion de fase acuosa en equipo Millipore

(poro de 0.45um)

v

Extraccion en fase solida (HLB)
l)Acondicionamie:nto2

2)Dos mililitros del filtrado se pasan
3)Elusion con 2 mL de agua

v

Analisis en HPLC

Condiciones instrumentales:

Fase movil: 99.5% agua 0.5% metanol

Volumen de inyeccion: 20 uL. Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 26 °C A =208 nm

Columna BDS C18 5 um de tamafio de particula, 4.6 mm de didgmetro y 150 mm
de longitud fabricante Hypersil .

'El muestreo consistid en vaciar el contenido de la bolsa de papas y dividirlo en cuatro
Eanes, se tomo de cada parte dos papas al azar
Acondicionamiento: se agrego 3 mL de metanol, seguido de 3 mL de agua y se desecha.
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Diagrama 3

Extraccién en fase solida

A

Cartucho HLB

1)Acondicionamiento (2 mL metanol y después 2 mL de NaCl 2M se desecha)
2)Se paso 1.5 mL del extracto filtrado

3)Lavado con 2 mL de agua

4)Elusién con 3 mL de metanol(1% acido formico) y se recolecta

A

Cartucho MCX

1)Acondicionamiento (2 mL metanol y se desecha)
2)Se pasa lo obtenido del cartucho HLB

3)Elusién con 0.5 mL de metanol y se recolecta

h

Lo obtenido en el paso anterior se pasa a un vial y se evapora el metanol con Na,
se reconstituye con 0.4 mL de agua

A
Analisis en HPLC

Condiciones instrumentales:

Fase movil: 99.5% agua 0.5% metanol

Volumen de inyeccion: 20 uL Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 26 °C A =208 nm

Columna BDS C18 5 um de tamafio de particula, 4.6 mm de didametro y 150 mm
de longitud fabricante Hypersil
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Optimizacién de parametros cromatograficos

La fase mavil propuesta por la Food and Drug Administration (FDA) consiste en
99.5% de agua (0.1% &cido acético) y 0.5% metanol con un pH de 2.5. En estas
condiciones se inyectd por triplicado una disolucion de acrilamida de 100 ppm,
bajo las siguientes condiciones instrumentales:

Columna BDS C18

Fase estacionaria: octadecilo

tamario de particula: 5 um

diametro: 4.6 mm

fongitud: 150 mm de

fabricante: Hypersil

volumen de inyeccion: 20pL

flujo: 1 mL/min

temperatura: 26 °C

longitud de onda (A) = 208Y 228 nm
En estas condiciones se obtiene un cromatograma como el que se muestra en la

figura 3.1.

Figura 3.1 Cromatograma de acrilamida en fase movil recomendada por FDA

La descomposicién de la acrilamida se pone de manifiesto por la presencia de un
pico invertido que aparece justo antes de la sefial de acrilamida. La presencia de

esta sefial hace que la cuantificacion total de la acrilamida sea incierta. A pesar de
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que con el software incorporado a los nuevos equipos de HPLC es factible el
cuantificar el drea del pico invertido, la seleccion de la linea base es dificil y con
ello se incrementa la incertidumbre en la medicion del area. Si se logra eliminar la
descomposicion de la acrilamida se mejorardn notablemente los limites de
deteccidén y cuantificacion de la sefial.

La descomposicion de la acrilamida se debe a la interaccion con los sitios activos
de la columna y la conexiones metalicas en presencia de un medio 4cido. Para
demostrarlo se realizaron una serie de experimentos aumentando el valor del pH

de la disolucidén portadora.

Estudio de la descomposicién de la acrilamida: _
Se prepararon disoluciones portadoras de pH 3, 4, 5y 7 y en las mismas
condiciones cromatograficas se inyectd una disolucién de 100 ppm de acrilamida;

obteniéndose los siguientes cromatogramas:

Cromatograma a pH 3 (figura 3.2)

Cromatograma a pH 4 (figura 3.3)

ALy
A -
R -,

P
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Cromatograma a pH 5 (figura 3.4)

Cromatograma a pH 7 (figura 3.5)

A

3
X
w

De los cromatogramas obtenidos es claro que a partir de pH = 4 se evita la
descomposicion de la acrilamida. Es por ello que se seleccion6 el usar agua

desionizada que tiene un pH de 5-6, para todas las siguientes pruebas.

Optimizacién de los parametros cromatograficos.

Un aspecto fundamental en una separacion cromatografica es el de demostrar que
si existe una interaccion efectiva entre la columna y el analito, esta interaccion
puede ser evaluada a través de el valor de factor de capacidad (K'). Cuando el
valor de K" es mayor de 2 indica que el analito esta siendo retenido por la fase
estacionaria. Valores de K" mayores a 10 tan solo conducen a un aumento en el
tiempo de andlisis y no se mejora la separacién; es por ello que se busca siempre
un valor de K" entre 2 y 10.

Para optimizar el valor de K’, se pueden modificar tanto las caracteristicas de la
columna (o) como las propiedades de la fase moévil (poder de elucion de la
disolucién portadora).

En la busqueda de K’ > 2 se utilizaron diferentes fases moviles.
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Las condiciones instrumentales utilizadas fueron:
Fase estacionaria: Columna BDS C18 5um de tamano de particula, 4.6 mm de

diametro y 150 mm de longitud fabricante Hypersil.

Volumen de inyeccion: 20ulL Flujo: 1 mL/min
Temperatura: 26 °C A =208Y 228 nm.
Y las fases maviles utilizadas fueron.

97% agua desionizada 3% acetonitrilo

98% agua desionizada 2% acetonitrilo

99% agua desionizada 1% acetonitrilo

99.5% agua desionizada 0.5% acetonitrilo

99.5% agua desionizada 0.5% metanol

Posteriormente se obtuvo los valores de K' cambiando la fase estacionaria por la
columna Fenil 5um de tamano de particula, 4.6 mm de didmetro y 150 mm de
longitud fabricante J.T. Baker. Se utilizaron las siguientes fases mdviles:

99.5% agua desionizada 0.5% acetonitrilo

99.5% agua desionizada 0.5% metanol

El resto de las condiciones instrumentales fueron:

Volumen de inyeccién: 20uL Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 26 °C A =208Y 228 nm.

Se evalud la columna C18, tamafio de particula de 5 pm, 4.6 mm de diametro y

250 mm de longitud fabricante Whatman partisil; se obtuvo la K' con las siguientes

fases moviles:

99% agua desionizada 1% metanol

99.5% agua desionizada 0.5% metanol.

El resto de las condiciones instrumentales fueron:
Volumen de inyeccion: 20ul Flujo: 1 mLmin
Temperatura: 26 °C A =208Y 228 nm.
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En todos los casos se evaluaron los demas parametros cromatograficos como son

tiempo de retencién, factor de capacidad, nimero de platos tedricos y altura

equivalente a un platos tedrico .
Los resultados se muestran en la tabla 3.1

Condiciones tr (min) ’ N

Columna BDS C18 23 . 5877
97% agua desionizada 3%
acetonitrilo

Columna BDS C18 2.4 . 9216
98% agua desionizada 2%
acetonitriio

Columna BDS C18 26 . 22073
99% agua desionizada 1%
acetonitrilo

Columna BDS C18 2.7 . 5184
99.5% agua desionizada 0.5%
acetonitrilo

Columna BDS C18 3.1 ) 6834
99.5% agua desionizada
0.5%metanol

Columna Fenil 4.0 . 14047
99.5% agua desionizada 0.5%
acetonitrilo

Columna Fenil 43 1.6 13148 0.0115
99.5% agua desionizada 0.5%
metanol

Columna Whatman C18 55 1.6 21511 0.0116
99% agua desionizada 1% metanol

Columna Whatman C18 6.4 20 65536 0.0004
99.5% agua desionizada 0.5%
metanol

Tabla 3.1 Muestra los parametros cromatograficos para diferentes fases mévil y columnas.

De los resultados obtenidos se concluye que las mejores condiciones para la
separacion de la acrilamida son:

Fase estacionaria: Columna BDS C18 5um de tamaro de particula, 4.6 mm de
didmetro y 150 mm de longitud fabricante Hypersil .

Fase maévil: 99.5% agua desionizada 0.5% metanol

Volumen de inyeccidn: 20uL Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 26 °C A =208Y 228 nm.
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3.2 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ACRILAMIDA

Con estas condiciones de analisis, se generd una gréfica de
calibracién.

La grafica de calibracion se genero a partir de disoluciones de acrilamida en agua
de concentraciones 1500, 1250, 1000, 75 y 50 ppb . Con ellas se obtuvo la
siguiente grafica de calibracién:

Gréfica de calibracion con estandares de acrilamida:

260 n

= Acriamida

209 4 ~- - Regresién ineal

150 -
R = 0.99945
100 -

50 -

o -

T T T T T v Y T
200 400 600 800 1000 1200 1490 1800
Concentracién (ppb)

Figura 3.6 Grafica de calibracion

Para esta grafica de calibracién se obtuvieron los siguientes valores del analisis de

regresién lineal:
Pendiente (B):0.14293
Ordenada al origen (A):-0.66358
R =0.99945

En estas condiciones es ahora necesario evaluar las posibles interferencias que
se encuentren en las muestras reales para determinar si es 0 no necesario,

modificar |as condiciones cromatograficas.
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La FDA propuso una metodologia para cuantificar acrilamida en productos fritos
(Diagrama 1 Capitulo If)
I) Después de seguir la metodologia propuesta por la FDA se obtuvo:

-Después de la centrifugacion se obtuvo en la parte inferior un solido, en medio

un liquido amarillento y en la parte superior una capa de grasa (Fig. 3.7) Cabe

mencionar que la FDA recomendaba una centrifugacion a 9000 rom 5 min. y se
realizd a 4500 rpm 30 min. (por limitacion de la centrifuga); se volvio a centrifugar
30 min. mas, pero la cantidad de liquido obtenido fue la misma que la obtenida en

los primeros 30 min.

Liguids

Figura 3.7 Muestralo obtenido después de centrifugar.

-Después de filtrar en equipo Millipore (en vez de equipo Maxi-Spin) el liquido
amariliento, se obtuvo un liquido translucido ligeramente amarillo.
-El liquido obtenido después de la extraccion en fase sdlida fue totalmente

translucido e incoloro.

-Se utilizd el cartucho cartucho Octadecil (C8) EFS fabricante J.T. Baker Bound
por el cartucho Elut-Accucat (modo mezcla, C8, SAX y SCX) 200 mg fabricante

Varian).

-El analisis en HPLC/UV-VIS se realizd bajo las siguientes condiciones
cromatograficas:
Fase estacionaria: Columna BDS C18 5um de tamario de particula, 4.6 mm de

diametro y 150 mm de longitud fabricante Hypersil .
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Fase movil: 99.5% agua desionizada 0.5% metanol

Volumen de inyeccion: 20ul Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 26 °C A =208Y 228 nm.

Al analizar en HPLC las fracciones anteriores los resultados obtenidos fueron los

siguientes:

Fraccion obtenida al | Fraccion obtenida al eluir | Fraccion obtenida al
pasar por cartucho con 1.5 mL de agua pasar 1.5 ml

HLB 1.5 mtdel cartucho HLB obtenidos de cartucho
extracto HLB por cartucho C8

Valor de Valor de concentracion por | Valor de

. " concentracién por debaijo de la cantidad concentracién por
Sin fortificar debajo de la cantidad | minima cuantificable de | debajo de la cantidad
minima cuantificable | acrilamida minima cuantificable
de acrilamida de acrilamida

Valor de
. concentracién por
Fortificado (10 ppm) | debajo de 1a cantidad 6.9 ppm 4.8 ppm
minima cuantificable
de acrilamida

Tabla 3.2 Concentracidn de acrilamida obtenida después de analizar en HPLC las diferentes
fracciones.

L.os cromatogramas obtenidos (Apéndice B, figuras B1-B6) muestran que no se
logré una extraccion pura de acrilamida pues aparecen varios picos y unos de
ellos cercano al pico de acritamida.
La primera fraccion (1.5 mL de la muestra pasados por el cartucho HLB) segun la
FDA se debian descartar, pero se recolecto para verificar que no contuviera
acrilamida y en efecto, se obtuvieron en ambas muestras (fortificada y sin
fortificar) valores de concentracion por debajo de la cantidad minima cuantificable
de acrilamida.
En la segunda fraccion de la muestra sin fortificar se obtuvieron valores de
concentracion por debajo de la cantidad minima cuantificable de acrilamida.
En la muestra fortificada se encontré 4.8 ppm y tedricamente se debia de obtener
10 ppm ya gue:
100 pg acritamida --- 10 mL

X -— 1.5mL = 15 ug acrilamida

15pgacrilamida
1.5 ml

= 10 ppm
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Por lo tanto se perdi6 aproximadamente 5.2 ppm y sin contar la cantidad de
acrilamida aportada por las papas.
Por lo que la técnica no resulto provechosa y es necesario hacer modificaciones

para ver si se puede mejorar los resultados.

Il) Al probarse la técnica propuesta por Waters se obtuvo:

Concentracion (ppm)

Sin fortificar Valor de concentracion por
debajo de la cantidad minima
cuantificable de acrilamida

Fortificado (10 ppm) 33

Tabla 3.3 Concentracion de acrilamida obtenida después de analizar en HPLC la muestra

sin fortificar y fortificada.

Cromatogramas en apéndice B figuras B7 y B8.

Esta técnica resulté menos eficiente pues para la muestra que estaba fortificada
se debia de obtener tedricamente 37.5 ppm pues:
100 yg acrilamida - 10 ml

X - 1.5ml = 15 pg acrilamida

_13ugacrilamida

. = 37.5 ppm
0.4 ml (volumen.final)

Tan solo se obtuvieron 3.3 ppm, lo que indica una pérdida de aproximadamente
34.2 ppm, ademas de que el pico de acrilamida obtenido en el cromatograma
(figura B8) es mas ancho que en los cromatogramas obtenidos por la metodologia
de la FDA, lo que indica que otras sustancias que no fueron eliminadas durante la
extraccion en fase solida, estaban coeluyendo con la acrilamida.

Ademas la muestra sin fortificar dio un resultado con valores de concentracion por
debajo de la cantidad minima cuantificable de acrilamida, lo cual es lagico ya que
si de 37.5 ppm solo resulto 3.3 ppm que se podia esperar de la muestra sin

fortificar donde la cantidad de acrilamida es mucho menor.
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Por lo tanto esta técnica quedd descartada para realizar el andlisis de acrilamida

en las papas fritas pues los resultados no son buenos y el tiempo de preparacion

es mayor comparado con la primera metodologia.

i) Se realizaron cambios a la metodologia propuesta por la FDA (Diagrama 2,
Capitulo I1).

Después de volver a preparar una muestra de papas fritas fortificada con
acrilamida para evaluar la metodologia, donde se realizd una segunda elucion del

cartucho HLB se analizd cada fraccidn y se obtuvo:

Fracci6n obtenida al pasar | Fraccion eluida con 2 Fraccién obtenida al
por cartucho HLB 2 mL del mL de agua eluir por segunda vez
extracto con 2 mL de agua

Fortificado 1 Valor de concentracion por 7.0 ppm 2.3 ppm
debajo de la cantidad minima
cuantificable de acrilamida

Fortificado 2 | Valor de concentracion por 6.9 ppm ' 2.0 ppm
debajo de la cantidad minima
cuantificable de acrilamida

x 7.0 ppm 22

Tabla 3.4 Concentracién de acrilamida obtenida después de analizar en HPLC las
diferentes fracciones de dos muestras fortificadas

Cromatogramas en apéndice B figuras B.9-B.11

En la fraccion obtenida al pasar por cartucho HLB 2 mL del extracto, se volvio a
obtener un resultado no cuantificable por lo que esta fraccién no contiene
acrilamida y se puede desechar.

Los valores obtenidos en la segunda fraccién son muy parecidos a los obtenidos
en el fortificado de la primera prueba (ver tabla 3.2) por lo que existe repetibilidad
del método.

Los resultados obtenidos en la tercera fraccion, muestran que se estaba
reteniendo acrilamida en el cartucho HLB; por lo que al sumar las dos fracciones
se obtiene aproximadamente 9.2 ppm. Si tedricamente se debiese tener 10 ppm,
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al recuperar 9.2 ppm se habla de una menor pérdida, debido a ello en lo posterior

se realizé una doble elucion.

IV) Después de procesar una muestra sin fortificar, aplicando una doble elucion el
resultado siguid siendo un valor de concentracion por debajo de la cantidad

minima cuantificable de acrilamida (Cromatograma en apéndice B figura B.12).

V) Al utilizar la columna de silica gel para tratar de eliminar interferencias del

extracto, se obtuvo:

La tabla 3.5 muestra los resultados al utilizar y no utilizar una columna de silica

gel en una muestra fortificada:

Concentracién (ppm)

Sin utilizacion de columna de silica gel 1.30

Utilizacién de columna de silica gel 0.98

Tabla 3.5

TADT B, Sy 8 TH R 80 100 - ZamER 0T T

S paxar por cohnd de sica el

2 o= 3 i

Figura 3.8 Sin la utilizacion de columna de silica gel.
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Figura 3.9 Utilizando columna de silica gel

Los resultados obtenidos no fueron los esperados, pues al pasar la muestra por la
columna de silica gel no se retuvo ningin componente indeseable; ya que en la
figura 3.8 aparece casi el mismo numero de picos que en la figura 3.9, lo que es
més, en esta Ultima aparece el pico de acrilamida traslapandose con el pico que
tiene a su lado y en la figura 3.8 los picos estan juntos pero bien definidos cada

uno.

Lo que si sucedio fue una retencién de acrilamida en la columna de silica gel pues
la concentracién de acrilamida cuando no se utilizé la columna fue de 1.3 ppm y
después de su paso por la columna fue de aproximadamente 0.98 ppm; lo cual

indica una pérdida de aproximadamente 0.32 ppm es decir un 25%.

Por lo tanto la utilizacién de una columna de silica gel no cumplié con el propésito

esperado el de eliminar compuestos indeseables.
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VI) Al realizar el estudio de recobro de extraccidn en fase solida e inyectar en

HPLC cada una de las fracciones, los resultados fueron los siguientes:

Muestra centrifugada vy filtrada Fraccién obtenida | Fraccion obtenida
del cartucho HLB | del cartucho C8

2.3503 ppm 1.1570 ppm 0.6408 ppm

1
2 2.3703 ppm 1.1383 ppm 0.6420 ppm

X 2.3603 ppm 1.1477 ppm 0.6414 ppm

Tabla 3.6 Concentracion de acrilamida en las tres diferentes fracciones

Al realizar el analisis de recobro teorico se obtuvo:

Recobro en %
Centrifugada y filtrada Cartucho HLB Cartucho C8
1 94.4806 93.0214 64,4020
2 95.2846 91.5179 64.5226
x 94.8826 92.2697 64.4623

*Calculos en apéndice C (C.1)

Tabla 3.7 Porcentaje de recobro de cada fraccion con base en calculos tedricos.

La tabla anterior indica que durante el tratamiento de la muestra se esta perdiendo
aproximadamente 5.2 % de acrilamida, y que después de su paso por el cartucho
HLB hay una pérdida del 7.3%. Cuando se utilizé el cartucho C8 existio una
pérdida del 35.7 % fo cual representa un valor de mayor magnitud que puede

tener repercusiones en los andlisis.

Observando los cromatogramas (Apéndice B, figuras B.13-B.15) de las tres

diferentes fracciones se puede apreciar que la diferencia en lo que se refiere a la

cantidad de picos, es minima, por lo que podria ser innecesaria la extraccion en

fase sélida pues ademas de disminuir el recobro de acrilamida es un proceso

costoso y que aumenta el tiempo de analisis de muestra.
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VII) Al prepararse dos muestras de papas fritas una fortificada y otra sin fortificar
eliminando la extraccion en fase sdlida, se pudo determinar la concentracion de

acrilamida en ambas muestras.

Sabrtas sal sin fortificar

Acrlamida

3140

T T Y T T
4 5 [ T ] i

Figura 3.10 Muestra de Sabritas sin fortificar eliminando extraccion en fase solida. Pico de

acrilamida entr3.1.
Se observa que se puede integrar y por lo tanto es factible la cuantificacion de

acrilamida.

Sabritas sal + acrilamida

Acrilamida

(/‘3141

T T T M T T 1
3 4 5 6 1 B

2
Figura 3.11 Muestra de Sabritas sal fortificada con acrilamida eliminando extraccién en

fase solida. Pico de acrilamida en tr 3.1,
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Se observa que el tiempo de retencién es el mismo que el obtenido en la figura
3.10 y que el pico aumentd su tamafio.
Después de comparar ambos cromatogramas podemos observar que en efecto el

pico de tiempo de retencion de 3.1 de la figura 3.10 corresponde al de acrilamida.

El resultado fue provechoso pues con la eliminacion de la extraccion en fase solida
se pudo determinar la concentracion de acrilamida, cosa que no habia sido posible
en las pruebas anteriores donde las muestras no habian sido fortificadas. Esto
pudo deberse a que las papas fritas contienen concentraciones bajas de
acritamida y cuando era sometida a la extraccién en fase solida se tomaban 2 mL
que eran llevados a un volumen final de 5 mL lo cual daba una concentracion

todavia mas baja.

3.1 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Se genero una grafica de calibracion que permitira evaluar los limite de deteccion

y cuantificacion instrumental y con ello definir si se podra determinar el contenido

de acrilamida en productos fritos.

La grafica de calibracién se gener6 a partir de disoluciones de acrilamida en agua
de concentraciones 1000, 500, 250, 100 y 80 ppb y la evaluacién los limites de
deteccion y limite de cuantificacién se hicieron acorde al método de Miller, que se

discute en el apéndice A.
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R - acridamda
Regresiton hineal
b Bandas de confianza

e
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R = 0.99962 &
"M Parametio Vater
e
0.8656569
0.00129

400 500
Concentracion (ppb)
Figura 3.12 Grafica de calibracién para la obtencion de limite de deteccion y limite de

cuantificacion

Para esta grafica de calibracion se obtuvieron los siguientes valores del analisis de

regresién lineal:
Pendiente (B): 0.16868
Ordenada al origen (A):-2.13151
R =0.99962

Obteniéndose:

Limite de deteccién Limite de cuantificacion
47 ppb 93 ppb

Tabla 3.8 Valores de limite de deteccion y cuantificacion obtenidos

La longitud de onda utilizada para realizar el limite de deteccién y cuantificacion

fue 208 nm, ya que en la longitud de onda 228 nm a concentraciones bajas ya no
se podia integrar el pico de acrilamida.
Con lo que el limite de deteccion del método fue de 47 ppb y el limite de

cuantificacion fue de 93 ppb.
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3.4 Cuantificacion de acrilamida en muestras comerciales

Los resultados obtenidos de acrilamida en muestras comerciales de papas fritas

son:

PAPAS FRITAS SALADAS MARCA SABRITAS

Concentracion de acrilamida en ppm

Lote 1

|ote 2

Lote 3

Lote 4

Lote 5

Peso papa

@

1.3561

1.3304

1.5956

1.2815

1.4656

inyeccion
1

0.4033

0.0437

0.2179

0.1679

0.0834

inyeccion
2

0.4087

0.0445

0.2050

0.0859

0.0837

inyeccién
3

0.4180

0.0440

0.2115

0.0867

0.0817

X

0.4093+0.0191

0.0441+0.0010

0.2115+0.0160

0.0863+0.0051

0.0830+0.0027

Desviacion
estandar

0.0077

0.0004

0.0064

0.0006

0.0011

Intervalo
de
confianza
(95%)

0.0191

0.0010

0.0160

0.0051

0.0027

*Cromatogramas apéndice B (Fig. B.16-B.30) y calculos apéndice C (C.2)

Tabla 3.9 Muestra para cada lote analizado, el valor de cada una de ias inyecciones, asl
como su media, desviacion estandar e intervalo de confianza

Concentracion acrilamida en cinco diferentes lotes de papas

Concentracién (ppb)

Lote 1
Lote 2
Lote 3
Lote 4
Lote 5

3018.6154.6
331.2+30.2
1325.3183.4
673.4466.8
566.0+40.2

*Calculos ( apéndice C.3)
*Grafico apendice B (Figura B.121)

Tabla 3.10 Concentracion de acrilamida (ppb) en papas fritas saladas marca Sabritas
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PAPAS FRITAS SABOR ADOBADAS MARCA SABRITAS

Concentracion de acrilamida en ppm

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Lote 4

Lote 5

Peso papa

(@

1.0203

1.1497

1.0827

1.0435

1.0834

Inyeccién
1

0.1514

0.0980

0.1933

0.0759

0.1909

inyeccién 2

0.2401

0.0975

0.1932

0.0760

0.2076

inyeccion 3

0.1497

0.0938

0.1900

0.0700

0.2175

X

0.1506+0.0054

0.0964+0.0057

0.1922+0.0047

0.074010.0084

0.205310.0335

Desviacion
estandar

0.0006

0.0023

0.0019

0.0034

0.0135

Intervalo
de
confianza
(95%)

0.0054

0.0057

0.0047

0.0084

0.0335

*Cromatogramas apéndice B (Figura B.31 — B.45)

Tabla 3.11 Muestra para cada lote analizado el valor de cada una de las inyecciones, asi
como su media, desviacion estandar e intervalo de confianza

Concentracion acrilamida en cinco diferentes lotes de papas

Concentracion (ppb)

lote 1

1475.5443.5

lote 2

838.8166.5

lote 3

1775.0+£32.2

lote 4

708.84122.1

lote 5

1895.3+170.9

*Grafico apéndice B (Figura B.122)

Tabla 3.12 Concentracion de acrilamida (ppb) en papas fritas sabor adobadas marca

Sabritas.

74

Resultados y Discusion




Capitulo III

PAPAS FRITAS SABOR LIMON MARCA SABRITAS

Concentracion de acrilamida en ppm

|.ote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5

Peso papa
(@ 1.4791 1.0734 1.2547 1.0996
Concentracion por
debajo de la
cantidad minima
inyeccion 1 0.2241 0.0440 cuantificable 0.0625
Concentracion por
debajo de la
cantidad minima
inyeccion 2 0.2395 0.2175 0.0434 cuantificable 0.0635
Concentracién por
debajo de la
cantidad minima
inyeccién 3 0.2066 0.2195 0.0412 cuantificable 0.0608
Concentracién por
debajo de la
_ cantidad minima
X 0.220110.0427 | 0.22040.0083 | 0.0429:+0.0037 | cuantificable | 0.0622+0.0033
Desviacién
estdndar 0.0172 0.0034 0.0015 e 0.0013
Intervalo
de
confianza
(95%) 0.0427 0.0083 0.0037 B 0.0033
*Cromatogramas apéndice B (Figura B.46- B 60)
Tabla 3.13 Muestra para cada lote analizado el valor de cada una de las inyecciones, asi

como su media, desviacion estandar e intervalo de confianza

Concentracion acrilamida en cinco diferentes lotes de papas

Concentracion (ppb)
lote 1 1811.5+£202
lote 2 1489,8+45.6
lote 3 399.4493.3

Concentracion por debajo de la
lote 4 cantidad minima cuantificable

lote 5 566.1161.5
*Grafico apéndice B (Figura B.123)

Tabla 3.14 Concentracién de acrilamida (ppb) en papas fritas sabor limon marca Sabritas

Durante el analisis de Sabritas limén el tiempo de retencion se movié de 3.1-3.2, al
obtener esta variacion en el tiempo de retencidn se hizo una comparacion entre el
espectro UV obtenido de los picos que se suponia fuesen de acrilamida (Figura
B.128) con el espectro UV de un estdndar de acrilamida (Figura B.127), la
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comparacion resulté en que, el espectro del estandar puro aparecia en el espectro

de los picos que se suponia fuesen de acrilamida pero acompanado de otras

sefales; de esta manera se confirmo que el pico que aparecia de 3.1 a 3.2
minutos era acrilamida. Estas variaciones pueden atribuirse a que Sabritas sal
estan hechas a base de papa, sal y aceite y las Sabritas limon contienen ademas
de los ingredientes anteriores colorantes y saborizantes artificiales que quizés no
logran eliminarse en su totalidad durante la extraccion de acrilamida de la muestra

causando este tipo de problemas.

PAPAS FRITAS SALADAS MARCA CHIPS

Concentracion de acrilamida en papas fritas

Lote1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5

Peso papa
Q@ 1.493 1.353 1.3782 1.264 1.1077

inyeccién 1 0.0553 0.0489 0.0409 0.0400 0.0565

inyeceion 2 0.0548 0.0488 0.0417 0.0382 0.0548

inyeccién 3 0.0544 0.0486 0.0417 0.0394 0.0560

X 0.0548+0.0011 | 0.0487+0.0004 | 0.0414+0.0011 | 0.0392+0.0022 | 0.0558+0.0021

Desviacion
estandar 0.0005 0.0002 0.0005 0.0009 0.0009

Intervalo
de
confianza

(95%) 0.0011 0.0004 0.0011 0.0022 0.0021

*Cromatogramas apéndice B (figura B.61 ~ B.75)

Tabla 3.15 Muestra para cada lote analizado el valor de cada una de las inyecciones, asi
como su media, desviacion estandar e intervalo de confianza

Concentracion acrilamida en cinco diferentes lotes de papas

Concentracién (ppb)
lote 1 367.3+28.4

lote 2 360.2+16.4

lote 3 300.6£35.5

lote 4 310.1162.8
lote 5 503.6145.8
*Grafico apéndice B (Figura B.124)

Tabla 3.16 Concentracion de acrilamida (ppb) en papas fritas saladas marca Chips

76
Resultados y Discusién




Capitulo II1

PAPAS FRITAS SABOR JALAPENO MARCA CHIPS

Concentracion de acrilamida en ppm

Lote1

Lote 2

Lote 3

Lote 4

Lote &

Peso papa
@

1.2126

1.4743

1.5888

1.4691

1.4093

inyeccién 1

0.0882

0.0470

0.0568

0.0541

0.0812

inyeccién 2

0.0900

0.0494

0.0593

0.0521

0.0626

inyeccion 3

0.0903

0.0494

0.0575

0.0504

0.0598

X

0.0895+0.0028

0.048640.0035

0.0579+0.0032

0.0522+0.0046

0.0612+0.0034

Desviacion
estandar

0.0011

0.0014

0.0013

0.0019

0.0014

Intervalo
de
confianza
(95%)

0.0028

0.0035

0.0032

0.0046

0.0034

*Cromatogramas apéndice B (Figura B.76 — B.90)

Tabla 3.17 Muestra para cada lote analizado el valor de cada una de las inyecciones, asi
como su media, desviacién estindar e intervalo de confianza

Concentracion acrilamida en cinco diferentes lotes de papas

Concentracién (ppb)

lote 1

738.2+39.3

lote 2

329.9+78.8

lote 3

364.2463.2

lote 4

355.3496.4

lote 5

434.3163.7

*Grafico apéndice B (Figura B.125)

Tabla 3.18 Concentracion de acrilamida (ppb) en papas fiitas sabor jalapefio marca Chips.
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Los resultados obtenidos de acrilamida en muestras comerciales de papas a la

francesa

son:

PAPAS A LA FRANCESA DE MC DONALDS

Concentracion de acrilamida en ppm

Lote1

Lote 2

Lote 3

Lote 4

Lote §

Peso papa
©

1.1733

1.149

1.1792

1.1841

1.0468

inyeccién 1

0.0446

0.0383

0.0414

0.0400

0.0381

inyeccion 2

0.0470

0.0386

0.0408

0.0397

0.0383

inyeccion 3

0.0443

0.0384

0.0415

0.0411

0.0389

X

0.045340.0036

0.0384+0.0004

0.0412+0.0009

0.040310.0018

0.0385+0.0010

Desviacion
estandar

0.0015

0.0002

0.0004

0.0007

0.0004

Intervalo de
confianza
(95%)

0.0036

0.0004

0.0009

0.0018

0.0010

*Cromatogramas apéndice B (figura B.91 — B.105)

Tabla 3.19 Muestra para cada lote analizado el valor de cada una de las inyecciones, asi
como su media, desviacion estandar e intervalo de confianza

Concentracién acrilamida en cinco diferentes lotes de papas

Concentracion (ppb)

lote 1

386.2188.1

lote 2

334.6+17.6

lote 3

349.6+29.7

lote 4

340.11£53.3

lote 5

367.4+34.9

*Grafico apéndice B (Figura B.126)

Tabla 3.20 Concentracion de acrilamida (ppb) en papas la francesa de Mc Donalds

BURGER KING: ninguno de los cinco lotes presento concentracion por arriba del

limite de cuantificacion.

Aunque los resultados obtenidos después de analizar las papas a la francesa de

Burger king fueron valores de concentracién por debajo de la cantidad minima

cuantificable de acrilamida, eso no significa que estas papas no contengan

acrilamida, pues en algunas de los cromatogramas (figuras B.106-B.120 en
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apéndice B) se puede apreciar un pico con tiempo de retencidn 3.1 que no fue

posible integrar. Por consiguiente solo se puede decir que las papas a la francesa

de Burger King contienen una concentracion < 0.09 ppm de acrilamida.

Los resultados muestran que las papas fritas contienen mayor contenido de
acrilamida que las papas a la francesa. Aunque dentro de las papas fritas
analizadas las que poseen la mayor cantidad de acrilamida son las de la marca
Sabritas (saladas, limon y adobadas), pues algunos valores de estas son mas del
doble con respecto a los valores encontrados en las papas fritas de la marca
Chips (saladas y jalapefio). Desgraciadamente, de estas empresas no pudimos
encontrar informacién sobre su proceso de produccién pues de ser asi se podria
especular porque una marca contiene méas cantidad que la otra. Lo que si es
obvio es que sus procesos son muy diferentes pues el sabor, texturay apariencia

de una papa frita de Sabritas y una de Chips es muy diferente.

Es importante reconocer que todas las marcas analizadas de papas fritas y de
papas a la francesa contienen valores de acrilamida mayores a 0.5 ppb valor
limite de acrilamida en agua potable en Estados Unidos o de 0.1 ppb valor limite
para la Union Europea (UE). La Unién Europea reporto que aunque no habia
consenso sobre la cantidad minima que es peligrosa, admitié que no deberia ser
mayor a 10 ppb en alimentos? | cifra que en las marcas analizadas de papas fritas

y papas a la francesa fue excedida en por lo menos 30 veces.

Las concentraciones de acrilamida encontrada en las muestras comerciales se
encuentran dentro del intervalo que reporté la FAQO-OMS (50-3500 ppb) en papas
fritas y a la francesa de paises como Noruega, Suiza, Suecia, Estados Unidos y
Gran Bretana® por lo que los resultados muestran concordancia; aunque para

declararlos totalmente confiables es necesario realizar ia validacion del método.

El verdadero riesgo de haber encontrado estas cifras en las papas fritas y papas a
la francesa, que es un producto gran consumo en nuestro pais, aun no se sabe,

pero se espera que estos valores sirvan para que en un futuro, cuando se
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determine la cantidad de acrilamida de alto riesgo en humanos, se pueda advertir

0 no a la poblacién sobre el consumo de estos productos.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Las condiciones cromatograficas para la cuantificacion de acrilamida en
cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a un detector
ultravioleta-visible son:

Fase estacionaria: Columna BDS C18 5um de tamario de particula,

4.6 mm de diametro y 150 mm de longitud fabricante Hypersil.

Fase mavil; 99.5% agua 0.5% metanol

Volumen de inyeccién: 20pL Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 26 °C A =208 nm

La metodologia propuesta por la Food and Drug Adminstration (FDA) para
la cuantificacion de acrilamida en alimentos no funciona para cromatografia

de liquidos de alta resolucion acoplado a un detector ultravioleta-visible .

El método propuesto permite detectar concentraciones de acrilamida de

0.047 ppb y cuantificar concentraciones superiores a 0.093 ppb.

Se logré cuantificar acrilamida en papas fritas de marcas comerciales de
mayor consumo en el pais con cromatografia de liquidos de alta resolucion

acoplado a un detector ultravioleta-visible.

Las papas fritas de Sabritas presentaron un mayor contenido de acrilamida

que las papas fritas Chips (Barcel) y que las papas a la francesa de Mc

Donalds y Burger King.

La papas fritas de la marca Sabritas (saladas, adobadas y limén), Chips
(saladas y jalapefio) y las papas a la francesa de Mc Donalds contienen
cantidades de acrilamida que exceden los limites permitidos de acrilamida

en agua para beber de Estados Unidos y la Union Europea.
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APENDICE A
Calculo de limite de deteccién y cuantificacién

Si existe una relacién lineal entre la sefial analitica (y) y la concentracion del
analito (x), la “mejor’ linea recta que pasa a través de los puntos de la gréafica de
calibracién se calcula por el método de los minimos cuadrados.

Cada uno de los puntos de la gréfica esta sujeto a un error experimental. El
método de minimos cuadrados supone que todos los errores se encuentran en y,
lo que provoca que haya desviaciones en esta direccion entre los puntos
experimentales y la recta calculada.

Algunas de estas desviaciones (conocidas como los residuos de y) seran
positivas y otras negativas, por lo que se intenta minimizar la suma de los
cuadrados de los residuos. La recta se calcula basandose en el principio de que

“la linea debe pasar por el centro de de los puntos (x,y).

Para la recta

y=A+Bx Ecuacidn 1

B=Y [(x-x)(yi- )] Ecuacién 2

> (- x)

A=y -Bx Ecuaciéon 3

Para calcular los errores aleatorios de los valores de la pendiente y de la ordenada

al origen, primero se calcula el valor se Sy, x (desviacion estandar sobre la

regresion) con la relacion:

Y 0 va)
Sy = - —oe Ecuacion 4
| n-2

Las desviaciones estandar sobre la pendiente (b) y obre la ordenada al origen (a)

estan dadas por:
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Ecuacion 5

Ecuacion 6

Para estimar si los puntos experimentales se ajustan bien o no a una linea recta,

se calcula el coeficiente de correlacién momento-productor,

DI CRN D)

r Ecuacion 7

I - y-9

Limite de deteccion

Para calcular el limite de deteccién es necesario conocer los intervalos de

confianza sobre la recta calculada:

=
Y= ; +B (Xi- E)itsy/x 1+l+ _(xi Ecuacion 8
n

Z (xi - )_C)z

i

en donde t es el valor de la “t de student”, a dos colas, con un nivel de confianza s

para n-2 grados de libertad.

Se calcula primero el valor de y., para x = 0. Con este valor se calcula el valor
correspondiente de x en la recta y.. Para despejar el valor de x de las ecuaciones

de las rectas y, se utiliza un termino auxiliar:
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B? (I*Sy/x)
C= S % -x) Ecuacion 9

por lo que y+

Z (xi - x)2

_ S, -y
X = X- g (y-Yo)- - J(} +)C + Loy Ecuacion 10

Porlo quey -

_ _ tS
Xo = x-§. (y-yo)+ 2% (1+—)C+ O s Ecuaciéon 11
C C x

Entonces, el limite de deteccidn se obtiene sustituyendo el valor de y+ para

x = 0 en la ecuacion 11

Para calcular el limite de cuantificacion, se calcula ahora el valor de y+ para  x=
limite de deteccion, y nuevamente con este valor se calcula el valor de x en la

recta y - Este valor corresponde al limite de cuantificacion.
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APENDICE B
CROMATOGRAMAS

4 (8] K o5 -+

Fig. B.1 Fraccién obtenida al pasar por el cartucho HLB, 1.5 mb del extracto

de la muestra sin fortificar.

o : 15 3 35 3 as
Fig. B.2 Fraccion obtenida al eluir con 1.5 mL de agua el cartucho HLB de |a

muestra sin fortificar.

s 2 2 % 35

Fig. B.3 Fraccion obtenida al pasar por cartucho HLB, 1.5 ml. del extracto de la
muestra fortificada con 10 ppm de acrilamida.

acrilamida

¢ x
H A
S N

i 33

Fig. B.4 Fraccion obtenida al eluir con 1.5 ml agua el cartucho HLB, de la
muestra fortificada con 10 ppm de acrilamida. Pico de acrilamida en tr 3.1
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Fig. B.5 Fraccién obtenida al pasar 1.5 mL obtenidos del cartucho HLB por el

cartucho C8, de la muestra fortificada 10 ppm de acrilamida. Pico acrilamida en

tr 3.1

acrilamida

% T

4 y ‘ y 2 34

s 55
Fig. B.6 Fraccion obtenida al pasar 1.5 mL obtenidos del cartucho HLB por el
cartucho C8, de la muestra sin fortificar.
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Fig. B.7 Fraccion final de muestra sin fortificar siguiendo la técnica propuesta

por Waters.

acrilamida
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R
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Fig. B.8 Fraccion final de muestra fortificada con 10 ppm de acrilanmida
siguiendo la técnica propuesta por Waters. Pico de acrilamida en tr 31
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Flgura B.9 Fraccmn obtenlda al pasar por el canucho HLB 2 ml de extracto de
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Flgura B 10 Fraccubn obtemda al elunr el cartucho HLB con 2 mi de agua donde

se aprecia pico de acrilamida
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Figura B.A1
cartucho HLB donde se aprecia pico de acrilamida

Fraccnén obtemda al eluir por segunda vez con 2 mi de agua
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Fig. B.12 Muestra de papas fritas.
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Figura B.13 Muestra 1 fortificada con acrilamida, centrifugada y filtrada. Pico de
acrilamida en tr 3.1.
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Figura B.14 Muestra 1 fortificada con acrilamida, pasada a traves de cartucho
HLB. Pico de acrilamida tr 3.1.
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Figura B.15 Muestra 1 fortificada pasada a través de cartucho C8. Pico de
acrilamida tr 3.1
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Sabritas adobadas
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Acritamida en Sabritas saladas

Concentracien acrdarmida (ppo)
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Figura B.121 Grafica de concentracion de acrilamida en pph para cada lote
de papas Sabritas saladas con barras de intervalo de confianza
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Figura B.122 Gréfica de concentracion de acrilamida en ppb para cada lote
de papas Sabritas adobadas con barras de intervalo de confianza
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Acrilamida en sabritas limon
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Figura B.123 Grafica de concentracion de acrilamida en ppb para cada lote de
papas Sabritas limén con barras de intervalo de confianza
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Figura B.124 Grafica de concentracion de acrilamida en ppb para cada lote
papas de Chips sal con barras de intervalo de confianza
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Figura B.125 Gréfica de concentracion de acrilamida en ppb para cada lote de
papas Chips jalapefio con barras de intervalo de confianza
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Mc Donalds con barras de intervalo de confianza




Figura B.128 Espectro UV de pico en tiempo de retencion 3.1-3.2 de muestra

de papas Sabritas sabor limén.
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APENDICE C
Céalculos

C.1 Calculos de recobro

0.25 mL estandar acrilamida 100 ppm
9.8 mL de agua
1 g papas fritas

Molido
Centrifugado

filtrado

Centrifugada y filtrada para
» | anlisis cn HPLC

2mL ————— Cartucho C8 —® Ajuste de volumena 5mL

Cartucho HLB
Elucion 4 ml H-0

v

*Concentracion en extracto filtrado y centrifugado

Tedbricamente:

= H8
m=r=
PP

g acrilamida = (0.25mL) ( ) = 25 ug acrilamida

100 pL
ml

Fortificado 1:
2.4876 ppm — 100%
23503 ppm- X = 94 4806 % Recobro

Ccs8
HPLC
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Fortificado 2:
2.4876 ppm — 100%
23703 ppm- X = 952846 % Recobro

*Concentracion en extracto obtenido de cartucho HLB
Tebricamente:
25 ug acrilamida — 10.05 mL

X - 2.0 mL =49751 pg acrilamida

m _49751ug acrilamida 12438 ppm
4 mL
Fortificado 1:
1.2438 ppm - 100%
1.1570 ppm - X = 93.0214 % Recobro

Fortificado 2:
1.2438 ppm - 100%
1.1383 ppm - X =9215179% Recobro

*Concentracion en extracto obtenido de cartucho C8

Tedricamente:

_4975ug
5mL

ppm 0.9950 ppm

Fortificado 1:

0.9950 ppm — 100%

0.6408 ppm - X 64.4020 % Recobro
Fortificado 2:

0.9950 ppm — 100%

06420 ppm - X 64.5226 % Recobro
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C.2 Intervalo de confianza con 95% (tablas 3.16, 3.18, 3.20, 3.22, 3.24 y 3.26)

t student para 3-1 =2 grados de libertad es: 4.3

) . desviacion estandar
Intervalo de confianza =t* ———— —

-/n

*Para el lote 4 de papas Sabritas saladas se descartd el valor de la inyeccion 1
Para el lote 1 de papas Sabritas adobadas se descartd el valor de la inyeccion 2
t student para 2-1= 1 grado de libertad es: 1271 y n=2

C.3 Concentracion de acrilamida en papas fritas y francesa (tablas 3.17, 3.19,
3.21,3.23, 325y3.27)

Ejemplo para lote 1 de Sabritas saladas:
0.4093 ug acrilamida/mL * 10 mL = 4.093 pg acrilamida

4.093ug acrilamida 3.0186 ug acrifamida / g papas (ppm)
1.3561g papa

3
3.0186 ppm * 0 PP = 3018.6 ppb
1 ppm

C.4 Calculo IC anexado al valor de concentracion de acrilamida en papas fritas y
francesa (tablas 3.17, 3.19, 3.21, 3.23, 3.25y 3.27)

Ejemplo para lote 1 de papas Sabritas saladas:

IC= 3.0186 + [(0},2191;1g/04093pg) + (o_)c‘ns mL/10mL) + (0.9‘001 g/13561g)]
Intervalo de confianza Incertidumbre pipeta Incertidumbre balanza

IC = 3.0186 + 0.0546 (Todo multiplicado por 1000 para pasar de ppm a ppb)

IC =3018.6 + 54.6
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