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Area de estudio: Quimica Analitica.

Propoésito y Método de Estudio:

La acrilamida es una molécula muy polar y altamente soluble en agua. Es un compuesto
neurotdxico, genotdxico y carcinogénico, catalogado como probable carcindgeno para humanos por la
Agencia Internacional de Investigacién en Céancer. En el 2002 se reportd la presencia de niveles muy
altos de acrilamida en alimentos horneados, fritos o asados ricos en carbohidratos. Este hallazgo ha
generado gran preocupacién a nivel mundial por el riesgo que representa para la salud piblica y ha
llevado a organismos internacionales a incluir a la acrilamida como un tema prioritario en la seguridad
alimentaria. En este trabajo se presenta el desarrollo y validacion de un método de extraccion y
limpieza para la acrilamida en tortillas tostadas de maiz. En la primera etapa del trabajo, se
optimizaron las condiciones de separacion para acrilamida por HPLC y se selecciond el método mads
adecuado. Las condiciones Optimas se establecieron utilizando dos columnas acopladas,
Regis ISRP-GFFII e Intersil Ph, con una fase mgvil de HCOONH,4 (100mM):ACN (99:1) y un flujo
de 0.8 mL/min a 32°C. La segunda etapa consistié en implementar un método de extraccién y
limpieza. Se establecio que la extraccion debia realizarse con metanol por agitacién simple. La
limpieza se llevd a cabo en cartuchos de extraccion en fase solida WCX y ENV+. La acrilamida se
cuantificd por el método de adicion estandar.

El método propuesto se valido evaluando la linealidad en un intervalo de concentraciones de 0.175 a
0.530 pg/g, con coeficientes de correlacion mayores a 0.99. La exactitud expresada como porcentaje
de error presentd valores de 2.4 %. La precision expresada como % DER se calculd en 6.8 %. El
limite de deteccion fue de 0.017 pg/g y el limite de cuantificacion de 0.058 pg/g.

Conclusiones:

Se desarrolié un método preciso y exacto capaz cuantificar acrilamida a niveles bajos en tortillas de
maiz tostadas. Debido a que no fue posible utilizar a la metacrilamida como estandar surrogado, y a
que el uso de la calibracién externa dio un error muy grande, se realizé la cuantificacion por el método
de adicion estandar. Si bien, el uso de la cromatografia de liquidos con columnas acopladas permitio
la separacion de la acrilamida de algunas de las interferencias de la matriz, fue indispensable incluir
una etapa exhaustiva de tratamiento de la muestra.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas fisicas y quimicas de la acrilamida

La acrilamida (CH,=CH-CO-NH,; 2-propenamida) es un compuesto soélido,
blanco y cristalino que carece de aroma, su peso molecular es de 71.08 g/mol. Es una
molécula muy polar y altamente soluble en agua (2155 g/L a 30°C), tiene baja
solubilidad en alcoholes (1550 g/L en metanol y 860 g/L en etanol) y en otros solventes
organicos polares (396 g/L en acetonitrilo, 126 g/L en acetato de etilo y 631 g/L en
acetona). Es muy poco soluble en solventes orgdnicos no polares como heptano o
tetracloruro de carbono (<1 g/L). La acrilamida tiene una densidad de 1.27 g/mL (25°C),

su punto de fusion es de 84.5°C y su punto de ebullicion (a 25 mmHg) es de 125°C [,



La acrilamida, comparada con otros compuestos vinilicos monoméricos, tiene
buena estabilidad térmica y una larga vida de anaquel. En pruebas realizadas para
evaluar la estabilidad no hubo evidencia de formacién de polimeros luego de tres
semanas de almacenamiento a 50°C, también se probd someter muestras puras durante
24 horas a temperaturas de 80°C, las cuales presentaron poca o ninguna
polimerizacion''. La estabilidad de la acrilamida a la luz fue evaluada por irradiacion

con lamparas y se presentd poca formacion de polimeros!'.

Su estructura quimica incluye una funcion polar amida que le proporciona una
alta solubilidad en agua y una funcién vinilica que le permite ser polimerizada rapida y
exotérmicamentel. La acrilamida exhibe propiedades de 4cido y base débil. El doble
enlace de la acrilamida es susceptible a un amplio rango de reacciones quimicas que

incluyen adiciones nucleofilicas, de Diels-Alder, y reacciones de radicales!'’.

1.2 Fuentes de exposicion

La acrilamida es el monomero a partir del cual es sintetizada la poliacrilamida.
Este polimero de gran peso molecular puede ser modificado con el fin de desarrollar
propiedades anidnicas o catidnicas para usos especificos. El principal uso de la
poliacrilamida se da en el tratamiento del agua potable, para eliminar particulas solidas y
otras impurezas. Se emplea también para el tratamiento de aguas residuales de las

industrias. La poliacrilamida empleada en el tratamiento de aguas no debe contener mas



de un 0.05 % del mondémero residual. El polimero se une con las particulas del agua y

forma fuertes agregados que rapidamente se eliminan dejando una solucion claral’.

El agua con mas de 10 mg/L de poliacrilamida puede ser empleada para lavar o

pelar frutas y vegetales, pero el monémero de acrilamida no debe exceder el 0.2 %,

La poliacrilamida es ampliamente utilizada en geles cromatograficos y
electroforéticos. También se emplea en la fabricacion de pegamentos, papel, cosméticos,
para aumentar la recuperacion de aceite, como espesante y en agentes acondicionadores
del suelo. La poliacrilamida se emplea ademas en la elaboracion de tintes y en los lentes
de contacto; se utiliza en jabones como espesante, en fijaciones dentales, en productos
para el cabello y lociones para el afeitado. En la industria textil la poliacrilamida se
utiliza para hacer las prendas mas resistentes a las arrugas; en materiales de construccion
y se incorpora en el cemento para ralentizar el proceso de deshidratacion y asi aumentar
la fuerza estructural®. La acrilamida y la poliacrilamida se emplean también para la

produccion de plasticos!®),

La poliacrilamida se puede emplear en las capsulas de gelatina si el mondémero
no estd presente en una cantidad superior al 0.2 %. Los polimeros de acrilamida también
pueden ser utilizados en los envoltorios o envases de los alimentos, en este caso la
cantidad de mondmero de acrilamida tampoco debe superar el 0.2 % del peso del

papel™.



Antes de descubrirse la presencia de altos niveles de acrilamida en alimentos
sometidos a altas temperaturas de coccion, se consideraba como principales fuentes de

esta sustancia al agua potable y al humo de tabaco®.

1.3 Efectos sobre la salud

En estudios toxicoldgicos se encontrd que la repetida administracion de
acrilamida a animales de experimentacion produce dafio al sistema nervioso periférico
(neuropatia periférica), mientras que con dosis altas se presenta atrofia muscular y
testicular, asi como una disminucion en los parametros de eritrocitos. En dos estudios de
administracion cronica en que se administrd acrilamida por medio de agua para beber a
roedores, aument6 la incidencia en tumores de mama, utero, gldndulas adrenales,
tiroides y testicular. En humanos no ha sido confirmada la accién carcinogénica, pero no
puede ser descartada. Debido a esto la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés) clasifico en 1994 a la acrilamida en la categoria 2A, es
decir como una sustancia “probable carcindgena para humanos”. En general, las
organizaciones evaluadoras tienen la opinion de que la acrilamida es genotoxica y

[7-8

carcinogénical”™ porque causa mutaciones genéticas y dafio en el ADN en estudios in

vivo e in vitro, ademas de mutacion en células germinales.

Los efectos toxicos de la acrilamida se han observado después de exposicion por
via dérmica y oral, lo cual indica que la absorcidon ocurre por estas dos rutas. En estudios

realizados en ratas, conejos, perros y otros animales de experimentaciéon administrando



acrilamida por via intravenosa se encontrd que este compuesto atraviesa la placenta con
una distribucion uniforme. Se sabe también que la principal ruta de metabolismo de la
acrilamida es mediante su conjugacion con glutation para producir la N-acetil-S-(3-
amino-3-oxipropil) cisteina. La conjugacion es catalizada enzimdtica y no
enzimaticamente en higado, cerebro y piel. Cabe mencionar que la mayor parte de la
acrilamida es excretada conjugada con glutation en la orina, ademas en heces fecales y la
bilis"”. La acrilamida se metaboliza también a glincinamida, un compuesto muy
reactivo formado por la epoxidacion del doble enlace. La exposicion a sustancias muy
reactivas y de vida media corta en el cuerpo puede demostrarse a través de sus productos
de reaccion estables (aductos) con biomacromoléculas. En el caso de la acrilamida, los
niveles de exposicion pueden estimarse por la cantidad de aductos de hemoglobina-

acrilamida (Hb-AA) y de hemoglobina-glincinamida (Hb-G)1?!.

1.4 Generacion de acrilamida en alimentos

Como ya se menciono, hasta hace unos 10 afios se pensaba que las principales
fuentes de exposicion a este toxico eran la ocupacional, el habito de fumar (que es una

fuente bien conocida de acrilamida) y el agua potable. Sin embargo, en 1997 Bergmark

]

11 . . .
y colaboradores!'!! encontraron altos niveles de acrilamida en sangre no solamente en

trabajadores expuestos, sino también en los controles negativos de personas no
fumadoras. A partir de este hecho se produjo un importante esfuerzo por encontrar la
causa de los altos niveles de acrilamida. Resultados obtenidos por Tareke y

[12-13]

colaboradores , mostraron que la acrilamida se produce durante el tratamiento



térmico en varios tipos de alimentos crudos como las papas. En el 2002, la Autoridad
Alimentaria Nacional Sueca publicé el primer reporte en el que se indicaba que la
acrilamida se genera a concentraciones muy altas en alimentos comunes, ricos en
almidon. Esto sucedia durante el proceso de preparacion, debido a las altas temperaturas

[11-16

de coccion, como en el caso de la fritura, el horneado o el asado 1 En general, no se

encuentra acrilamida en alimentos que no han sido sometidos a tratamientos térmicos o

en aquellos que sélo han sido hervidos!'”.

Los mayores niveles encontrados hasta ahora (del orden de pg/g) estin en
alimentos amildceos como la papa y los cereales. Investigaciones en curso tratan de
explicar con mayor claridad por qué se forma la acrilamida y las condiciones que
promueven o reducen su presencia en los alimentos. La situacion se complica por el
hecho de que la acrilamida es una sustancia que puede reaccionar y autodegradarse

. . (17
después de su formacion!'”.

Recientemente, los investigadores han enfocado sus estudios a los posibles
mecanismos de formaciéon de acrilamida en los alimentos!®). Algunos grupos han
confirmado que la via mas probable por la que se sintetiza es la reaccion de Maillard
entre aminodcidos y azucares reductores, siendo la asparagina, principal aminoacido
libre presente en papas y cereales, un participante crucial en la produccion de acrilamida

por esta vial'”.



Stadler y colaboradores*”

encontraron que el calentamiento de cantidades
equimolares de asparagina y glucosa a 180°C por 30 minutos producen 368 umol de
acrilamida por mol de asparagina. La formacion es dependiente de la temperatura hasta
170°C, iniciandose a temperaturas mas elevadas un proceso de autodegradacion alin
poco explicado. Otros aminodcidos que producen bajas cantidades de acrilamida son
alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, glutamina, metionina, treonina y valina.

2 se describe la

En los estudios realizados por Taeymans y colaboradores!
formacion inicial de N-(D-glucos-1-il)-L asparagina, la cual estd en equilibrio con la
base de Schiff. Usualmente, cuando esta reaccion se produce en medio acuoso, sigue la
via que termina en la Il-amino-l-deoxicetosa de asparagina, conocida como el
compuesto de Amadori, el cual representa el primer intermediario estable generado en
un sistema acuoso. La base de Schiff puede experimentar una ciclacion intramolecular
resultando el derivado de la oxazolidina-5-ona; si este ultimo compuesto se decarboxila

se obtiene el compuesto de Amadori decarboxilado, que puede suftrir una p-eliminacion

resultando finalmente una molécula de acrilamida y un amino azicar.

Ademas Yasuhara y colaboradores®” han demostrado que cuando la asparagina
reacciona con el glicerol, se forma acrilamida en un nivel de 4.42 pg/g de asparagina,
pero no sucede lo mismo cuando este aminodcido reacciona con etilenglicol. El
resultado sugiere que la formacién de acrilamida necesita de una molécula de tres

carbonos, como el glicerol, para su formacion.



1.5 Legislacion

La Unién Europea ha legislado respecto del limite maximo de acrilamida
permisible en alimentos como consecuencia de la migracion de la misma a partir de
materiales plasticos como los envases, en este caso la acrilamida no debe ser encontrada
en los alimentos en concentraciones mayores a 10 pg/kg de alimento®*. Por otra parte,
como ya se ha mencionado, la poliacrilamida también se emplea en la depuracion de
aguas debido a que se une a particulas sélidas haciendo mas facil que se retengan en el
filtrado y puedan ser eliminadas. El riesgo de exposicion en este caso puede provenir de
las minimas cantidades de la forma sin polimerizar que puedan estar presentes. El limite
maximo de acrilamida en aguas de bebida establecido por parte de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) es de 0.5 pg/LP>%.,

De acuerdo a diversos andlisis realizados por grupos de estudio de Noruega,
Suecia, Suiza, Reino Unido y Estados Unidos los niveles de acrilamida en diferentes
alimentos oscilan entre 3500 ng/kg encontrados en papas fritas y concentraciones

menores a 30 pg/kg encontrados en cervezal®

. En la Tabla 1.1 se presentan las
concentraciones de acrilamida encontradas en una gran variedad de productos. Como
puede observarse los niveles de acrilamida encontrados en algunos alimentos como los
cereales, el pan suave y el café presentan concentraciones cien veces mayores a las
permitidas en agua. A pesar de ello, ain no existe normatival”. Lo mas préximo a una
legislacion al respecto, es la propuesta 65 del estado de California en Estados Unidos, la

cual derivd en una ley instaurada en 1986, cuyo nombre es Safe Drinking Water and

Toxic Enforcement Act. Esta ley establece que los ciudadanos de California deben ser



informados, de forma publica y comprensible, sobre las sustancias de las que el Estado
sepa que provocan cancer, problemas fetales u otros dafios reproductivos. Las sustancias
que comprende esta legislacion se encuentran enumeradas en un listado que se revisa

anualmente, y en el cual la Acrilamida aparece desde 1990 como cancerigeno”.

Tabla 1.1 Niveles de acrilamida reportados en algunos alimentos*®.

Alimentos Concentracion de acrilamida (ug/Kg)
Minimo- Numero de
Media | Mediana Maximo Muestras
Papas a la francesa/papas
dulces 1312 1243 170-2287 38
Papas fritas 537 330 <50-3500 39
Productos empanizados 36 36 <30-42 2
Productos de reposteria 112 <50 <50-450 19
Bisquetes, galletas estilo
cracker, tostadas, pan frito 423 142 <30-3200 58
Cereales para el desayuno 298 150 <30-1346 29
Fritura de maiz 218 167 34- 416 7
Pan suave 50 30 <30-162 41
Pescado y productos del mar,
fritos y empanizados 35 35 30-39 4
Pollo o piel de pollo frita o
empanizada 52 52 39-64 2
Bebidas de malta
instantaneas 50 50 <50-70 3
Polvo de chocolate 75 75 <50-100 2
Polvo de café 200 200 170-230 3
Cerveza <30 <30 <30 1

1.6 Métodos para la determinacion de acrilamida

Debido a la alta solubilidad en agua de la acrilamida, en la mayoria de los

métodos analiticos reportados, la extraccion se lleva a cabo utilizando agua a
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6,9,12,14,28-36

temperatura ambiente! ], La muestra tiene que estar finamente dividida para

asegurar una buena eficiencia de la extraccion. Son necesarios s6lo unos pocos minutos
de agitacion para dispersar la muestra en agua fria por lo tanto es una extraccion

relativamente rapida. Se han utilizado también como solventes de extraccion agua a

temperaturas de 65°CH837] y 8O°C[38], metanol[39'40], acetona[41], acetonitrilo[42],

propanol™! y diclorometano*”. Durante el proceso de extraccion no se recomienda el

calentamiento o la ultrasonicacion para evitar la formacion de particulas pequenias que

causen problemas en las etapas posteriores de tratamiento™".

Los extractos obtenidos son generalmente sometidos a una etapa de limpieza por

extraccion en fase solida (SPE) utilizando combinaciones de cartuchos de fase inversa

[30-31,33-35,45] d [28-29,31,33,37,45]
) , de

(Cig, poliméricas intercambio  i6nico o fases

. 6,14,29,31,35,38-39 . L, . o
mixtas!®!#2?3135383.  bien se lleva a cabo una desproteinizacion quimica utilizando la

solucion Carrez I (hexacianoferrato (II) de potasio) y Carrez II (sulfato de zinc)*74¢),

La determinacion de acrilamida se realiza por cromatografia liquida o por
cromatografia de gases, siendo la espectrometria de masas el sistema de deteccion mas

6,9,12,14,18,28-31,33-38,40,42-49
empleado [6,9,12,14,18, , ,40, ]_

El analisis por cromatografia de gases se lleva a cabo luego de una etapa previa

de derivatizacion, por brominacion!'***!

, en el cual se produce un compuesto mucho
mas volatil, de facil identificacion, por la relacidon isotopica caracteristica del bromo

(Br/*'Br). Con la etapa de derivatizacion se logra una mejor selectividad, pero es un

método tedioso que requiere largo tiempo, por lo que muchos investigadores prefieren
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realizar el andlisis directo. Sin embargo, la acrilamida no es un candidato natural para
esto, pues los solventes polares que son requeridos para llevar a cabo una buena
extraccion no se adaptan correctamente a la inyeccion en una columna capilar. Ademas,
como se trata de una molécula pequeiia cuyo peso molecular es de 71 Da, no muestra un

espectro de masas unico o convincente!*').

Sin embargo, un grupo de laboratorios ha persistido en la tarea de desarrollar un
método directo para acrilamida por CG”". La preparacion de la muestra es rapida
comparada con el método que incluye la derivatizacion de acrilamida, y evita el manejo
de sustancias peligrosas y corrosivas. En este método la extraccion del analito se lleva a
cabo empleando solventes organicos como alcoholes o cetonas seguido de la limpieza de
la muestra utilizando una extraccion liquido/liquido. Sin embargo, hay que poner
especial atencion en la extraccion del analito, volviéndose este paso mas demandante
que el proceso de brominacion. Se requieren cuidados extra porque pueden extraerse
precursores, que conducen a la formacion de un artefacto durante el andlisis por CG en

el puerto de inyeccion™' %,

Debido a que la acrilamida es un compuesto muy polar y de baja volatilidad, el
analisis se desarrolla en columnas capilares con fases de mediana a alta polaridad (por

ejemplo 5%-fenil-polidimetilsiloxano, carbowax, polietilenglicol). El método de

[34,42-43,54

deteccion mas utilizado es la espectrometria de masas 1y como estandar interno

se han utilizado la acrilamida isotopicamente marcadal*?! y la metacrilamida®***.



12

Durante los pasados 30 afios la cromatografia liquida ha sido utilizada para
determinar acrilamida en poliacrilamida, en suelos y en otras muestras ambientales.
Actualmente, para el analisis de acrilamida en alimentos la cromatografia liquida ha
cobrado gran importancia gracias a su alta sensibilidad y a que no es necesaria una
derivatizacion previa. Diferentes fases estacionarias han sido utilizadas para la
separacion de acrilamida en cromatografia liquida, siendo las mas ampliamente
utilizadas en los trabajos publicados las de fase inversa (C,s, fenil-hexil)t**1%28:36-3941.55]
Sin embargo por la alta polaridad de este analito es dificil obtener una buena retencion y
en muchos casos se observa coelucion de componentes de la matriz que interfieren en la
determinacion y que hacen necesario implementar etapas exhaustivas de limpieza.
Ademéas en general, los métodos por fase inversa emplean esencialmente fases moviles
acuosas, lo que es una desventaja en los acoplamientos con espectrometria de masas.
Para la deteccion se reporta el uso de espectrometria de masas simple y en tdindem con
fuentes de electrospray. Se ha empleado también la deteccidon ultravioleta, aunque es un

sistema que tiene una menor sensibilidad y selectividad'*.

Algunos grupos de investigacion han trabajado en la obtencidon de anticuerpos
para acrilamida con el objetivo de desarrollar un método de inmunoensayo (ELISA),
teniendo como dificultades la reactividad de la acrilamida aunado al pequefio tamafio de
la moléculal®!). Sin embargo, recientemente Preston y colaboradores®, produjeron un
anticuerpo policlonal capaz de unirse a acrilamida por la sintesis de un inmundgeno
constituido de acrilamida derivatizada con 4cido 3-mercaptobenzoico, y su conjugacion
con la proteina acarreadora bovina tiroglobulina. Se produjo, asi mismo, antisuero que

mostré una gran afinidad por el inmunoégeno desarrollado, y éste fue utilizado para
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desarrollar la técnica de ELISA para detectar acrilamida. Este método mostréd tener una
alta especificidad por la acrilamida, con un limite de deteccion en muestras de agua de

65.7 ng/kg, limite que se considera bajo.

En los ultimos afos se han publicado articulos en los que se determinan niveles

[25,26,28-35,41] 30-32,34-

de acrilamida en diversos alimentos, principalmente papas , cereales !

28,39] [28,39,40

381 chocolate ! y café ], La mayor parte de los alimentos estudiados son tipicos
de las dietas europeas, estadounidense y japonesa, mas no de la dieta mexicana, cuya

base es el maiz.

El maiz es un producto de muy alto consumo a nivel nacional, un cereal rico en
carbohidratos, y que se prepara a altas temperaturas, caracteristicas que lo hacen un

candidato ideal para generar acrilamida.

Algunos grupos de investigacion extranjeros han reportado la presencia de
acrilamida en totopos, sin embargo los métodos utilizados han sido desarrollados para
otro tipo de muestras y no son eficientes para la extraccion de este compuesto en

78] Teniendo esto en consideracion, planteamos la necesidad de

productos de maiz
desarrollar un método analitico confiable para la determinacion de este compuesto en

alimentos elaborados a base de maiz como lo son las tortillas tostadas.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

La acrilamida es un compuesto neurotdxico, genotdxico y carcindgeno.

En el 2002 se reportd por primera vez el hallazgo de niveles muy altos de
acrilamida en alimentos horneados, fritos o asados ricos en carbohidratos, lo que llevo a
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a considerar a la acrilamida como un tema

prioritario de seguridad alimentaria.

En México, el maiz es un alimento basico en la dieta y sus derivados retinen las
caracteristicas para producir acrilamida; aunque hasta ahora la informacion al respecto

es insuficiente.
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Para establecer los niveles de este tOxico es necesario contar con un método
analitico confiable, desarrollado especificamente para alimentos elaborados a base de

maiz.
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CAPITULO 3

OBJETIVO GENERAL

Establecer un método analitico para la determinacion de los niveles de acrilamida

en tortillas tostadas de maiz.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar las condiciones de separacion para el analisis de acrilamida por HPLC.

2. Seleccionar el método més adecuado.

3. Implementar un procedimiento de extraccion y limpieza para acrilamida en tortillas

tostadas de maiz.

4. Validar el método desarrollado.



CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes reactivos:
e Acetonitrilo, Fischer Scientific, Grado HPLC.
e Acido acético glacial, Baker Analyzed, 99.7 %.
e Acido formico, Merck, 98-100 %.
e Acido heptafluorobutirico (HFBA), Aldrich, 99 %.
e Acido trifluoroacético (TFA), Sigma Aldrich, > 98 %.
e Agua, Laboratorios Monterrey, bidestilada plus.
e Agua desionizada, Pure Lab UHQII, Elga, Francia.
e (lorhidrato de hidroxilamina, Baker Analyzed, 100 %.

e Formato de amonio, Riedel-de Haén, 98 %.
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e Hidroxido de sodio, Fluka, > 98 %.
e Isopropanol, Fermont, Grado HPLC.
e Metanol, Fermont, Grado HPLC.

e Solucién de hidroxido de amonio, Fluka, 98 %.

Los estandares utilizados fueron:
e Acrilamida, Fluka, > 99.8 %.

e Metacrilamida, Fluka, > 98 %.

Soluciones estindar de acrilamida y metacrilamida

Para el desarrollo de este estudio se utilizd una solucion concentrada de
acrilamida (2 mg/mL) disuelta en agua bidestilada plus; las soluciones de trabajo
empleadas (50, 40, 12, 8, 5, 4, 3.55, 2.4, 0.8 y 0.48 pg/mL) se prepararon por medio de

diluciones.

Los estandares de metacrilamida se prepararon también a partir de una solucion
concentrada (2 mg/mL) y los estidndares de trabajo se prepararon por medio de

diluciones.
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Preparacion de fases moviles

Todas las fases moviles que se utilizaron fueron filtradas con membranas de
nylon de 47 mm, 0.45 pum de poro (Pall Corporation, USA) y sonicadas por 15 minutos

para su desgasificacion.

Las fases moviles acuosas fueron preparadas con agua desionizada obtenida con

un equipo Pure Lab UHQII, Elga, Francia. En la tabla 5.1 se presentan las soluciones

utilizadas.

Tabla 5.1. Soluciones utilizadas como fases moviles.

Soluciones Concentraciéon | pH

Acido acético glacial (CH;COOH) 10 mM 5 | pH ajustado con hidréxido de amonio
Acido formico (HCOOH) 10 mM 3 pH ajustado con formiato de amonio
Acido féormico (HCOOH) 0.1%

Acido heptafluorobutirico (HFBA) | 40, 100 y200 mM | 3 | pH ajustado con hidréxido de amonio
Acido trifluoroacético (TFA) 40,30 y200 mM | 3 | pH ajustado con hidréxido de amonio
Formiato de Amonio (HCOONH,) 100 mM

Hidroxilamina (NH,OH) 10 mM 6.5 | pH ajustado con hidroxido de amonio

5.2 Material

Para la etapa de desarrollo del método cromatografico, se utilizaron las siguientes
columnas:

e Atlantis dCig (100 x 2.1 mm, 1.3 pm; Waters Corporation, USA).
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e Atlantis dCys (150 x 2.1 mm, 1,3 pm; Waters Corporation, USA).

e Atlantis HILIC silica (100 x 2.1 mm, 3um; Waters Corporation, Milford
MA, USA).

e Kromasil Cg (150 x 2 mm, 3.5um; Phenomenex, Torrance, CA, USA).

e Kromasil Cig (150 x 4.6 mm, 3 um; Phenomenex, Torrance, CA, USA).

e Intersil Ph (260 x 4.6 mm, 6um; GL Sciences Inc., Torrance, CA, USA).

e Discovery Cyano (150 x 4.6 mm, 5Sum; Supelco, Sigma-Aldrich Co.,
Misouri, USA).

e ISRP-GFFII (150 x 4.6 mm, 5Sum; Regis Technologies Inc., Morton

Grove, IL, USA).

En la fase de implementacion del procedimiento de extraccion y limpieza de la
muestra se utilizaron los siguientes cartuchos de SPE:
e Fase inversa Oasis HLB 200 mg, 6 mL (Waters Corporation, Milford
MA, USA).
e Fase mixta Oasis WCX 30 mg, 1 mL (Waters Corporation, Milford MA,
USA).
e Copolimero de poliestireno-divinilbenceno hidroxilado Isolute ENV+

500 mg, 3 mL (Biotage, Charlottesville, Virginia, USA).

Ademads durante el procedimiento de extraccion se utilizaron filtros para
centrifuga Ultrafree-CL de tamaifio de poro 0.45 um, con membrana Durapore PVDF,

con capacidad de 2 mL (Millipore, Bedford, MA, USA).
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Todos los extractos se filtraron antes de la inyeccion en HPLC con filtros de
jeringa Acrodisc, con membrana de nylon de un didmetro de 13 mm y poro de 0.45 pm

(Pall Corporation, East Hills, NY, USA).

En el desarrollo del presente trabajo, se utilizaron los siguientes equipos:

e Agitador rotatorio Unimax 1010, Heidolph Instruments, (Kelheim,
Alemania).

e Balanza analitica GR-120, AND, (Tokio, Japon).

¢ Balanza semianalitica GX-200, AND, (Tokio, Japon).

e Baiio de ultrasonido, Bransonic 3510, Branson, (Danbury, CT, USA).

e Bomba de vacio, Modelo SA5S5NXGTE-4870, Emerson, (St. Louis,
M.O., USA).

e (Centrifuga IEC Centra CL3, Thermo Scientific, (Waltham, MA, USA).

e Cromatografo de liquidos Alliance 2690, Waters (Milford MA, USA).
equipado con un sistema de bombeo cuaternario, inyector automatico y
un detector UV-Vis de arreglo de diodos Waters 996.

e Cromatdgrafo de liquidos Chance Analitico, Knauer (Berlin, Alemania),
con bomba de doble piston K-120, valvula de inyeccion manual A-1357 y
detector UV de longitud de onda fija K-2001.

e Bomba de doble piston K-120, Knauer (Berlin, Alemania).

e Vilvula de desvio A-1357, Knauer (Berlin, Alemania).
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e (Cromatografo de liquidos HP 1100 (Hewllet Packard, Santa Clara CA,
USA). Equipado con desgasificador, sistema de bombeo cuaternario,
inyector automatico, detector de UV variable.

e Estacion de vacio para SPE con 12 posiciones, Phenomenex (Torrance,
California, USA).

e Potenciémetro pH 209, Hanna Instruments (Woonsocket, RI, USA).

e Plancha de calentamiento CIMAREC, Barnstead Internacional,
(Dubuque, Iowa, USA).

e Rotavapor Biichi RE 121, equipado con bafio de agua Biichi 461, (Flawil,
Suiza).

e Vortex Thermolyne Tipo 37600, Barnstead Internacional, (Dubuque,

Iowa, USA).

5. 3 Caracteristicas de la muestra

Se utilizaron como matriz modelo tortillas de maiz tostadas marca Milpa Real,
elaboradas por Bimbo, S.A. de C.V. En el desarrollo de la validacién se utilizdé como
matriz modelo tostadas de maiz horneadas marca Sanissimo, S.A. de C.V. Todas las

tostadas fueron trituradas y homogenizadas con ayuda de un mortero de porcelana.
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5.4 Método cromatografico

Se establecieron las condiciones Optimas de separacion en tres diferentes modos

cromatograficos, utilizando a la metacrilamida como estandar surrogado.

La optimizaciéon se realizd6 con inyecciones de 20 uL de una mezcla de
estandares de acrilamida y metacrilamida (5 pg/mL) a una A de lectura de 210 nm.
Todos los experimentos se realizaron por duplicado y en todos los casos se analizaron

blancos de solvente.

5.4.1 Cromatografia de fase inversa

Se utilizaron 4 diferentes columnas en las que se optimizaron las condiciones de
separacion, una columna C;g, una fase inversa-fenil, una fase inversa-ciano y una fase

inversa-exclusion molecular.

Con la columna Atlantis dCg, las pruebas se realizaron utilizando un flujo de
fase movil de 0.3 mL/min, el equipo Alliance 2690 y metacrilamida como estdndar
surrogado. Con las columnas ISPR-GFFII, Intersil Ph y Discovery-Cyano, se utilizd un
flujo de 1 mL/min y los analisis se hicieron en el equipo HP 1100. Para estas columnas

no se evaluo la metacrilamida como estandar surrogado. En la tabla 5.2 se presentan las
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columnas, fases moviles y proporciones que se estudiaron para establecer las

condiciones Optimas de trabajo.

Tabla 5.2. Columnas de fase inversa y condiciones evaluadas.

. . Flujo
Columna Fase movil Proporcion (mL/min)
ACN
H,O 100:0 | 99:1 95:5 | 90:10 0.3
MeOH
ACN
]?foffgﬁc?g){ 100:0 | 99:1 95:5 | 90:10 0.3
Atlantis dC ) (100 x P MeOH
Zhmm L3 pufrer cicoon | ACN 100:0 | 99:1 95:5 | 90:10 0.3
(10mM.pH3) | MeoH | | N '
Buffer NH,OH | ACN
100:0 | 99:1 95:5 1 90:10 0.3
(10mM pH 6.5) | MeOH
H,O ACN 98:2 | 95:5 1.0
Intersil Ph (260 x 2 MeOH : : :
4.6 mm, 6 um)
Isopropanol 100:0 1.0
ACN
. H,O 5:95 | 10:90 1.0
Discovery Cyano MeOH
(150 x 4.6 mm,
5 um) ACN 100 1.0
Isopropanol 100 1.0
ACN
H,O 98:2 1.0
MeOH
ISRP GFFII (150 x HCOOH ACN 98 L0
4.6 mm, 5 pm) (100 mM) MeOH ’ ’
ACN
HCOOH 99:1 | 98:2 1.0
(100 mM) MeOH

5.4.2 Cromatografia de par ionico

Se utiliz6 una columna Kromasil Cg, el flujo de la fase movil fue de 0.2 mL/min

y todos los experimentos se realizaron en el equipo Alliance 2690. Como fase movil se
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probaron dos reactivos formadores de pares idnicos: el acido heptafluorobutirico
(HFBA) y el acido trifluoroacético (TFA), a diferentes concentraciones y a pH 3. Se
utiliz6 ACN en todos los casos. Se evalud la temperatura de la columna en un intervalo

de 30 a 40°C. En la Tabla 5.3 se presentan las condiciones utilizadas.

Tabla 5.3. Fases movil utilizadas para cromatografia de par ionico.

Fase mévil Proporcion | Temperatura (°C) | Flujo (mL/min)
HFBA (40 mM):ACN | 99:1 35 0.3
HFBA (100 mM):ACN | 99:1 35 0.3
TFA (40 mM):ACN | 99:1 40 0.3
TFA (40 mM):ACN | 99:1 37.5 0.3
TFA (40 mM):ACN | 99:1 35 0.3
TFA (130 mM):ACN | 99:1 | 95:5 35 0.3
TFA (200 mM):ACN | 99:1 35 0.3
TFA (200 mM):ACN | 99:1 30 0.3

5.4.3 Cromatografia de interacciones hidrofilicas

Se utilizd una columna Atlantis HILIC silica, todos los experimentos se
realizaron utilizando un flujo de fase movil de 0.3 mL/min, el equipo Alliance 2690 y la
columna a temperatura ambiente. Como fase movil se utilizaron distintas proporciones
de ACN vy solvente polar a distinto pH. En la tabla 5.4 se muestran las condiciones que

se utilizaron.
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Como solventes polares se probaron: H,O, buffer de 4cido formico (HCOOH:
10mM, pH 3), buffer de &cido acético (CH3;COOH: 10mM, pH 5), buffer de

hidroxilamina (NH,OH: 10mM pH 6.5), MeOH, isopropanol y TFA al 1%.

Tabla 5.4. Fases moéviles utilizadas para cromatografia de interacciones
hidrofilicas (HILIC).

Fase mévil Proporciones
H,0:ACN 99:1 | 95:5 | 90:10 | 60:40 | 40:60
Buffer HCOOH (10 mM, pH 3):ACN | 99:1 | 95:5 | 90:10 | 60:40 | 40:60
Buffer CH;COOH (10 mM, pH 5):ACN | 99:1 | 95:5 | 90:10 | 60:40 | 40:60

MeOH:ACN 99:1 | 95:5
Isopropanol: ACN 99:1 | 95:5 | 90:10
TFA (1%, pH 3):ACN 95:5 | 90:10

5.4.4 Columnas acopladas

’ . ’ ®
Se acoplaron dos columnas cromatograficas por medio de tuberia de PEEK™ y se
evaluaron los resultados con las fases moviles que tuvieron mejores resultados en las
columnas individualmente. Se inyectaron estandares de acrilamida al méximo flujo que

permitid el acoplamiento.

Se acoplaron las columnas Kromasil Cgy Atlantis dC,g y se utiliz6 en todas las
pruebas como fase movil agua, un flujo de 0.1 mL/min, la columna a temperatura

ambiente y el equipo Chance Analitico Knauer.
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También se acoplaron las columnas de fase inversa ISRP-GFFII e Intersil Ph. El
analisis se llevo a cabo en el equipo HP 1100 y se utilizO como fase movil
HCOONH4:ACN (99:1) con un flujo de 0.8 mL/min a 32°C para controlar la presion.
Este acoplamiento se realizo directamente con un tubo de PEEK® y utilizando una
valvula de desvio. En la figura 5.1 se presenta un esquema del montaje utilizado con la
valvula de desvio. Cuando la valvula se encuentra en la posicion de carga, el analito que
ha sido inyectado por la bomba HP pasa por la columna ISRP-GFFII y se dirige al
desecho, mientras que la fase movil proveniente de la bomba Knauer se dirige a la
columna Intersil y después al detector, tal y como se observa en la figura 5.1 (A). En el
momento del cambio de valvula a la posicion de inyeccion, el solvente proveniente de la
bomba Knauer se dirige a la columna ISRP-GFFII, después hacia la columna Intersil Ph
y posteriormente al detector, mientras que la fase movil de la bomba HP va al desecho.

Esto se ilustra en la figura 5.1 (B).

5.4.5 Seleccion del modo cromatografico

Los criterios utilizados para elegir el mejor sistema cromatografico fueron:

a) Tiempo de retencion ajustado (t'g)"”, que se calculd con la siguiente formula:

t'R=tpr—ty

donde:

tr = Tiempo de retencion



tm= Tiempo muerto

Columna
ISRP-GFFII A

Bomba Bomba
Knauer i HP

Deshecho

— s = Detector

Columna uv
Intersil Ph
Columna
ISRP-GFFII B
Bﬂmba Bumba
Knauer (CL\ 2 HP
Deshecho

— | Detector
Columna uv

Intersil Ph

Figura 5.1. Valvula de desvio. A) Posicion de carga B) Posicion de inyeccion
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b) Factor de retencién (k)*”, que se calcul6 utilizando la siguiente formula:

k="

fy
donde:

t'r= Tiempo de retencion ajustado
tm= Tiempo muerto

En cuanto a este parametro el valor 6ptimo debe estar entre 1 y 507

¢) Factor de asimetria (A)*”, calculado con la siguiente formula:

4 = (tf _t'R)
’ (t,R _li)

donde:
t'r= Tiempo de retencidn ajustado
ti= Tiempo inicial del pico

tr = Tiempo final del pico

Se considera que cuando el factor de asimetria es igual a 1, el pico es

simétrico®”.

d) Resolucion entre acrilamida y metacrilamida (Rg)™”, que se calculo

utilizando la siguiente formula:
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. z(tRz - tRl)

Comw,

donde:

tro= Tiempo de retencién del pico 2

tr; = Tiempo de retencion del primer pico
W= Ancho del pico 1

W,= Ancho del pico 2

Se considera que un pico esta completamente separado del siguiente cuando el

valor de la resolucion es mayor a 1.5,

5.5 Método de extraccion y limpieza

Para conseguir una buena eficiencia en la extraccion y poder asi alcanzar la
sensibilidad requerida para la deteccion de acrilamida en la matriz de estudio, se
realizaron modificaciones al método propuesto por la Administraciéon de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) para la determinacion y cuantificacion de

acrilamida en alimentos'®"), del cual se muestra un esquema en la figura 5.2.

Este procedimiento se divide en dos etapas: la parte de extraccion y la parte de

limpieza de la muestra, y en ambas se realizaron ajustes para lograr la optimizacion.
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En todos los casos la extraccion se llevdo a cabo adicionando el solvente de
extraccion a la muestra previamente triturada y homogenizada con ayuda de un mortero
de porcelana. La extraccion se realizo por agitacion simple utilizando primero un vortex
por 2 minutos y posteriormente un agitador rotatorio a una velocidad de 182 rpm durante
veinte minutos. La mezcla se centrifugd a 4600 rpm por 15 minutos y la porcion acuosa
resultante se filtro con filtros para centrifuga Ultrafree CL con un tamafio de poro de
0.45 pum a 4600 rpm por 5 minutos. La limpieza de las muestras se llevé a cabo
utilizando cartuchos de extraccion en fase solida, en los que se estableci6 el volumen de

ruptura y el perfil de elucion.

Muestra 1 :itmw ey Y "-Imh'.['lﬁ" =4 | Fillrn Extraccion
trilracks v = ML) Viardex | = '|IIH.'! rpam 15 =
homogenizada 4 "1"3'-"’ mimitos
i -
Cartucho OASLS HLB |
|
| Diescartar 1 mL | s
Eluir comn
| Coleetsr2.5mL | &5 Higio >

M
Drezcartar .5 ml, | | L8

Andibizla . —_— :_..:| Carbuche Casls WX
HPLL — Colectar 1,5 ml | ! y

WNDToOF T

Figura 5.2. Método de la FDA para la determinacion y cuantificacién de

acrilamida en alimentos!’,

5.5.1 Volumen de ruptura
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El volumen de ruptura se realizé para todos los cartuchos de extraccion en fase
solida. Se acondicionaron los cartuchos con 3.5 mL de MeOH y 3.5 mL de agua,
posteriormente se pasaron 15 mL de estandar de acrilamida (3 pg/mL) y se colectaron
fracciones de 1.5 mL que fueron analizadas por HPLC. En la Figura 5.3 se muestra el

procedimiento general.

Acondicionar: 15 mL de
3.5 mL de Metanol estandar (3pg/mL )
+ 3.5 mL de Agua Acrilamida
:
Fracciones Analizar
de 1,5 mL - por HPLC

Figura 5.3. Procedimiento para establecer el volumen de ruptura.

5.5.2 Perfil de elucion

El perfil de elucion se realizo en todos los cartuchos de extraccion en fase solida.
Se acondicionaron los cartuchos con 3.5 mL de MeOH y 3.5 mL de agua,
posteriormente se pasaron 1.5 mL de estandar de acrilamida (3 pg/mL) y se realiz6 la
elucion con 8.5 mL del solvente correspondiente. En la Figura 5.4 se presenta un
diagrama con el procedimiento general. En los cartuchos HLB y WCX, se llevo a cabo
este procedimiento también con metacrilamida. En la tabla 5.5 se presentan los solventes

de elucion que se utilizaron en cada cartucho.
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Acondicionar: 1.5 mL de Eluir con
3.5 mL de Metanol estandar (3pg/mL ) + Agua
+ 3.5 mL de Agua Acrilamida
ik
Fracciones e Analizar
de 0,5 mL por HPLC

Figura 5.4. Procedimiento para establecer el perfil de elucion.

Tabla 5.5. Solventes de elucion para los cartuchos de extraccion en fase sélida
en los que se establecio el perfil de elucion.

Cartucho | Solvente de elucion

H,O

Oasis HLB

H,0:MeOH (80:20)

Oasis WCX H,O

H,O

ENV +
MeOH

5.5.3 Optimizacion de la relacion muestra-solvente

Para establecer la relacion Optima muestra-solvente, se pesdé una cantidad
determinada de muestra y se agregaron 10 mL de solvente, se mezclo en vortex por 2
minutos y posteriormente en un agitador rotatorio por 20 min. Finalmente se centrifugd
a 4600 rpm por 20 minutos. El volumen de porcidén acuosa resultante, se midid en una
probeta de 10 mL. En la tabla 5.6 se muestran las pruebas realizadas. Cabe mencionar

que en los experimentos en los que se utilizaron 1, 2 y 3 g, las muestras fueron
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adicionadas con acrilamida a un nivel de 3 pg/g y sometidas al procedimiento de

limpieza.

Tabla 5.6. Optimizacion de la relacion muestra-solvente utilizando agua.

Cantidad de Volumen de Extracciones
Muestra (g) agua (mL)
1 10 1
2 10 1
2.5 10 1
3 10 1
3.5 10 1
4 10 1

En las pruebas en las que el metanol se utilizd6 como solvente de extraccion, el
extracto final se evaporo y se reconstituyo con 1.5 mL de agua, posteriormente se realizd

el procedimiento de extraccion y limpieza. La tabla 5.7 muestra las pruebas realizadas.

Tabla 5.7. Optimizacion de la relacion muestra-solvente utilizando metanol.

Cantidad de Volumen de Adicién de Estandar de Extracciones
Muestra (g) metanol (mL) acrilamida

1 10 3 ug/g 3

2 10 3 ug/g 3

10 100 0.355 pg/g 3

5.5.4 Concentracion de extractos

Cuando se extrajo con metanol, para conseguir una mejor sefial de la acrilamida,

se decidi6 incluir dos etapas de concentracion de los extractos por evaporacion a presion
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reducida, utilizando un rotavapor con una temperatura de 37°C y una velocidad de

120 rpm.

La primera etapa se llevd a cabo después de la extraccion por agitacion simple,
donde se reconstituyd con agua. La segunda etapa se realizé después de la limpieza en

los cartuchos de extraccion en fase solida.

5.5.5 Preconcentracion en linea

Se utilizé el cromatdgrafo de liquidos Knauer, modelo Chance Analitico, con una
bomba K-120 y una valvula de desvio adicionales. Para la preconcentracion se utilizd
una columna Atlantis dCig (100 x 2.1 mm, 1.3 pm) y para el andlisis las columnas
Atlantis dC;g (150 x 2.1 mm, 1.3 um) y Kromasil Cg (150 x 2 mm, 3.5 pm) acopladas.
Se utilizaron estandares de acrilamida y metacrilamida de 3 pg/ml. El esquema del
montaje utilizado se muestra en la figura 5.5. En la figura 5.5(A) la valvula de desvio se
encuentra en la posiciéon de carga, la bomba de presconcentracion envia la muestra
inyectada a la columna de preconcentracion donde es retenida, y el solvente se dirige al
desecho. Mientras que el solvente proveniente de la bomba de separacion pasa por las
columnas de separacion y al detector UV. Cuando la vélvula de desvo se encuentra en la
posicion de inyeccion (figura 5.6 B), la fase movil de la bomba de separacion pasa a
través de la columna de preconcentracion, pero en sentido contrario, arrastrando asi los
analitos hacia las columnas de separacion y hacia el detector UV. El contenido de la

bomba de preconcentracion se dirige al desecho.



Columna de preconoentracion

Bomba de
U Preconcentracidn
Bomba de
|_ Desecha J
— H Detector UV
Columna de separacian
Columna de preconcentracsin
Bomba da
A Preconcentracion
Bomba de
Separacisn %}
L

Desecho

Columnas de separscin

= B
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Figura 5.5. Esquema del sistema utilizado para la preconcentracioén en linea.
A) Valvula de desvio en posicion de carga B) Valvula de desvio

en posicion de inyeccion.
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Para determinar el tiempo de cambio de posicion de la valvula de desvio se
realizaron pruebas con estdndares de acrilamida y metacrilamida, utilizando sélo la

columna de preconcentracion (Atlantis dCjg, 100 x 2.1 mm, 1.3 um).

Para determinar el volumen maximo de inyeccion, se realizaron pruebas
inyectando 50 pL y 90 puL de un estdndar de 2 pg/mL de acrilamida, asi como de

extractos adicionados con 0.355 pg/g de acrilamida.

5.5.6. Recuperacion

La recuperacion se calcul6 utilizando muestras blanco y muestras adicionadas a
un nivel de 0.175 pg/g. Para la cuantificacion se utiliz6 una curva de calibracion con
estaindares de acrilamida preparados en agua en un rango de concentracion de

0.48 a 8 pg/mL. La recuperacién se calculé con la siguiente formula'®:

%Rzﬁxloo

ahadida
donde:
% R= Porcentaje de recuperacion
C,= Concentracion calculada para la muestra adicionada

C,= Concentracion calculada para la muestra sin adicionar

Caiiadidza= Concentracion afiadida
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5.6 Cuantificacion

Debido a que no se utilizo6 la metacrilamida como estandar surrogado, se
evaluaron como métodos de cuantificacion la estandarizacion externa y la adicion

estandar.

5.6.1 Estandarizacion externa

En la estandarizacion externa se analizaron muestras blanco y muestras
adicionadas con 0.175 pg/g de acrilamida utilizando una solucién estdndar, que se

sometieron al método de extraccion y limpieza establecidos y se analizaron por HPLC.

Para la cuantificacion se utilizaron estandares preparados en agua a 5 niveles de
concentracion, con los que se construyo la curva de calibracion, se realizé la regresion
lineal y se obtuvo la ecuacion de la recta, con esta ecuacion se calculd la concentracion
de acrilamida. Las concentraciones de los estandares utilizados se presentan en la
tabla 5.8.

Tabla 5.8. Estandares utilizados en la curva de calibracion utilizada para la
cuantificacion por estandarizacion externa.

iaErs Concentracién (ng/mL)
1 0.48
2 0.8
3 2.4
4 4.0
5 8.0
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Se calculd el porcentaje de error relativo, utilizando la siguiente formula®”:

o ) Concentracion obtenida — Concentracin esperada
%o Error Relativo = x

100

Concentracibn esperada

5.6.2 Adicion estandar

Para la cuantificacion por adicion estandar, se adicion6 la muestra a 3 niveles de
concentracion, que se muestran en la tabla 5.9. A todas las muestras se les sometio al

proceso de extraccion y limpieza establecido y se analizaron por HPLC.

Tabla 5.9. Niveles de concentracion utilizados en la curva de calibracion
utilizada para la cuantificacion por adicion estandar.

iaErs Concentracion (ng/g)
1 Muestra + 0.175
2 Muestra + 0.355
3 Muestra + 0.530

Con los resultados que se obtuvieron para las muestras adicionadas, se construyd
la curva de calibracion, se realizd una regresion lineal y se obtuvo la ecuacion de la
recta, con esta ecuacion se calculd la concentracion de acrilamida. Se calculo el

porcentaje de error relativo, utilizando la siguiente formula™’.

o ) Concentracion obtenida — Concentracion esperada
% Error Relativo =

— x100
Concentracion esperada
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5.7 Validacion

De acuerdo a las recomendaciones de la US-FDA!! para evaluar el método
propuesto se determinaron la linealidad, la exactitud, la precision, el limite de deteccion
y el limite de cuantificacion. Se utilizé el método de adicion estandar para realizar la

cuantificacion.

5.7.1 Linealidad

Se construyo una curva de calibracion adicionando la muestra con estandar de
acrilamida a 3 niveles de concentracion (tabla 5.9) por cuadruplicado, estas muestras
fueron sometidas al procedimiento de extraccion y limpieza. Se realizd una regresion
lineal para obtener la ecuacidon de la recta y se confirmd la relacion lineal con los

coeficientes de correlacion y determinacion.

5.7.2 Exactitud y precision

Se prepararon muestras blanco y muestras adicionadas a 3 niveles de
concentracion, que se analizaron por cuadruplicado. Las muestras se prepararon pesando
4 g de muestra, a las muestras adicionadas se les afiadi6 0.175, 0.355 y 0.530 ug/g de
estandar de acrilamida. Todas las muestras se sometieron al procedimiento de extraccion

y limpieza establecido.
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Para evaluar la exactitud se calculd el porcentaje de error relativo, con la

formula®”:

o ) Concentracion obtenida — Concentracion esperada
% Error Relativo = X

— 100
Concentracion esperada

Para evaluar la precision se calculd la desviacion estdndar relativa, con la

[64].

férmula

%DER =— %100

s
X
donde:

% DER = Desviacion estandar relativa

s = Desviacion estandar

X = Media

5.7.3 Limite de deteccion y limite de cuantificacion.

El limite de deteccion se determind considerando una relacion Senal/Ruido

de 314,

El limite de cuantificacion se determind considerando una relacion Senal/Ruido

de 1014,
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Desarrollo del método cromatografico

Los resultados de la optimizacion de las condiciones de trabajo para los

diferentes modos cromatograficos estudiados se presentan a continuacion.

6.1.1 Cromatografia de fase inversa

6.1.1.1 Columna Atlantis dCig

En las tablas 6.1, 6.2, 6.3 y 6.4 se presentan los resultados obtenidos utilizando

como modificadores organicos ACN y MeOH a distintas proporciones. En la Figura 6.1
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se presenta una grafica que muestra el comportamiento del factor de retencion (k)

cuando se utilizaron diferentes proporciones de modificador orgadnico y agua.

Tabla 6.1. Pardmetros cromatograficos obtenidos en la columna Atlantis dCg

utilizando agua.

Fase movil

t'r

As

Rs

H,O

0.93

0.79

1.38

6.03

H,0:ACN (99:1)

0.69

0.58

1.88

5.43

H,0:ACN (95:5)

0.32

0.25

1.19

3.48

H,0:ACN (90:10)

0.17

0.14

1.13

1.87

H,0:MeOH (99:1)

0.82

0.69

1.49

0.00

H,0:MeOH (95:5)

0.54

0.46

2.07

4.41

H,0:MeOH (90:10)

0.36

0.31

1.75

3.43

Tabla 6.2. Parametros cromatograficos obtenidos en la columna Atlantis dCg
utilizando 4cido férmico (HCOOH, 10 mM, pH 3).

Fase movil

t'r

Ag

Rs

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3)

1.01

0.86

1.94

6.36

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3):ACN (99:1)

0.33

0.22

1.23

6.40

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3):ACN (95:5)

0.17

0.13

0.65

3.30

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3):ACN (90:10)

0.13

0.10

0.88

1.89

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3):MeOH (99:1)

0.78

0.66

1.92

5.89

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3):MeOH (95:5)

0.47

0.40

1.70

5.00

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3):MeOH (90:10)

0.21

0.17

1.92

343
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Tabla 6.3. Pardmetros cromatograficos obtenidos en la columna Atlantis dCg
utilizando acido acético (CH;COOH, 10 mM, pH 5).

Fase movil tr | k | As | Rg
Buffer CH;COOH (10 mM pH 5) 1.06 {0.91|2.80|6.67
Buffer CH;COOH (10 mM pH 5):ACN (99:1) [0.70 |0.61|1.85|5.91
Buffer CH;COOH (10 mM pH 5):ACN (95:5) |0.41]0.37|2.13|3.52
Buffer CH;COOH (10 mM pH 5):ACN (90:10) | 0.350.32 | 1.88 | 1.72
Buffer CH;COOH (10 mM pH 5):MeOH (99:1) | 0.79 | 0.68 | 1.34 | 5.46
Buffer CH;COOH (10 mM pH 5):MeOH (95:5) | 0.51 {0.44 | 1.17 | 5.14

Tabla 6.4. Parametros cromatograficos obtenidos en la columna Atlantis dCg
utilizando hidroxilamina (NH,OH, 10 mM, pH 6.5).

Fase movil tr| k | As | Rg

Buffer NH,OH (10 mM pH 6.5) 0.92]0.78|1.89|6.29
Buffer NH,OH (10 mM pH 6.5):ACN (99:1) [0.72|0.62 | 1.93|5.16
Buffer NH,OH (10 mM pH 6.5):ACN (95:5) [ 0.48|0.46 | 1.20|3.59
Buffer NH,OH (10 mM pH 6.5):ACN (90:10) | 0.40 | 0.39 ] 0.63 | 1.33

0,700 ¢

0600 = \
0,500
0,400

—

0,100

0,000

% Modificador Organico

ACN -®- Metanol

Figura 6.1. Variacion del factor de retencion (k) para la columna Atlantis dCg
en funcion del % de modificador orgénico en la fase movil, con
H,0O como solvente polar.
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En la tabla 6.5 se presentan los resultados de la evaluacion del efecto que tuvo el
pH de la fase movil en la separacion. El estudio se realizd con buffers a 3 diferentes
valores de pH. La figura 6.2 muestra la influencia que tiene el pH sobre el factor de

retencion (k).

Tabla 6.5. Pardmetros cromatograficos obtenidos en la columna Atlantis dCg
para el estudio del efecto del pH en la fase movil.

Fase movil

t'r

Ag

Rs

Buffer HCOOH (10 mM, pH 3)

1.01

0.86

1.94

6.36

Buffer CH;COOH (10 mM pH 5)

1.06

0.91

2.80

6.67

Buffer NH,OH (10 mM pH 6.5)

0.92

0.78

1.89

6.29

pH

Figura 6.2. Variacion del factor de retencion (k) en funcion del pH para la
columna Atlantis dCjs.

Para la columna Atlantis dC,s, se obtuvo la mejor separacion utilizando como
fase movil agua a temperatura ambiente, con un flujo de 0.3 mL/min. En la figura 6.3 se

muestran los cromatogramas que se obtuvieron para estas condiciones.
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Figura 6.3. Cromatogramas para a) acrilamida b) metacrilamida con columna
Atlantis dCg, en las mejores condiciones de separacion.

6.1.1.2 Columna Intersil Ph

En el caso de la columna de fase inversa-fenil Intersil Ph, se estudiaron diferentes
tipo de modificador orgénico (ACN, MeOH, isopropanol) y su proporciéon. Como

solvente polar se utilizo agua. Los resultados se presentan en la tabla 6.6.
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Tabla 6.6. Parametros cromatograficos obtenidos para la columna Intersil Ph .

Fase movil tr | k | Ag
H,O:ACN (95:5) [2.30(1.38(0.77
H,O:ACN (98:2) [2.30|1.490.85
H,O:MeOH (95:5) | 1.72 | 0.64 | 1.16
H,O:MeOH (98:2) | 2.40 | 0.82 | 1.46
isopropanol (100) | N/D | N/D | N/D

Los mejores resultados para la columna Intersil Ph, se consiguieron al utilizar
H,O:ACN (98:2) con un flujo de 1 mL/min a temperatura ambiente. Uno de los

cromatogramas obtenidos, se presenta en la figura 6.4.

acrilamida

Figura 6.4. Cromatograma de un estandar de acrilamida obtenido con la columna
Intersil Ph. Fase movil: H;O:ACN (98:2)
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6.1.1.3 Columna Discovery Cyano

En la columna de fase inversa-ciano Discovery, se estudiaron diferentes tipos de
modificador organico (ACN, MeOH, isopropanol) y su proporcion. Como solvente polar

se utilizd agua. Los resultados se presentan en la tabla 6.7.

Tabla 6.7. Pardmetros cromatograficos obtenidos para la columna
Discovery-Cyano.

Fase movil tr | k | Ag
H,O:ACN (5:95) [1.21|1.08|4.99
H,O:ACN (2:98) 1.20]1.07 [4.73

ACN (100) 1.15]1.03 |4.70
H,0:MeOH (5:95) | N/D | N/D | N/D
H,0:MeOH (2:98) | N/D | N/D | N/D
isopropanol (100) [0.970.71 | 1.57

Los mejores resultados se consiguieron utilizando como fase movil ACN al
100 %, con un flujo de 1 mL/min a temperatura ambiente. En la figura 6.5 se presenta
uno de los cromatogramas que se obtuvo con estas condiciones para la columna

Discovery-Cyano.

6.1.1.4 Columna ISRP-GFFII

Para la columna de fase inversa-exclusion molecular Regis ISRP-GFFII, se

estudio el tipo y proporcion de solvente organico, asi como el pH de la fase movil. Los

resultados se presentan en la tabla 6.8.



50

| acrilamida

0 05 1 15 1 15 3 35 4 43 mi

Figura 6.5. Cromatograma de un estandar de acrilamida obtenido con la columna
Discovery-Cyano. Fase movil: ACN 100%

Tabla 6.8. Parametros cromatograficos obtenidos para la columna ISRP-GFFII.

Fase movil tr | k | Ag

H,0O:ACN (98:2) 1.06 [ 0.95|1.81
H,0:MeOH (98:2) 1.0810.93 | 1.87
HCOOH(0.1%):ACN (98:2) 1.12]1.013.59
HCOOH(0.1%):MeOH (98:2) 1.0910.97 | 4.09
HCOONH4(100 mM):ACN (99:1) [1.18]1.03|1.25
HCOONH4(100 mM):ACN (98:2) [1.16|0.97 | 1.52
HCOONH4(100 mM):MeOH (98:2) | 1.08 | 0.93 | 1.87

Los mejores resultados para la columnas ISRP-GFFII, se obtuvieron con

HCOONH4 (100mM):ACN (99:1) como fase moévil, con un fluyjo de 1 mL/min a

temperatura ambiente. En la figura 6.6 se presenta uno de los cromatogramas que se

obtuvo utilizando estas condiciones.



51

acrilamida

= r_,.ﬂ,f'l N —

A-— — - —_ —_—r — —

0 L] 1 15 1 25 ] 25 4 45 min

Figura 6.6. Cromatograma de un estdndar de acrilamida obtenido con la columna
ISRP-GFFII. Fase movil: HCOONH, (100 mM, pH 5):ACN (99:1).

6.1.2 Cromatografia de par ionico

En la tabla 6.9, se muestran los resultados que se obtuvieron al utilizar como
reactivo de par i6nico acido heptafluorobutirico (HFBA) y 4cido trifluoroacético (TFA)
a distintas concentraciones. En la figura 6.7, se presenta la variacion del factor de

retencion (k) en funcion de la concentracion de HFBA y TFA.

Tabla 6.9. Parametros cromatograficos obtenidos en par i6nico utilizando
diferentes concentraciones de reactivo de par i6nico (35°C).

Fase movil tr | k | As | Rg
HFBA (40 mM):ACN (99:1) [1.56]0.80(2.16|10.47
HFBA (100 mM):ACN (99:1) [ 0.13]0.04 | 2.34 | 8.65
TFA (40 mM):ACN (99:1) |1.11[0.57|2.16| 5.89
TFA (130 mM):ACN (99:1) [ 1.20|0.56|1.52|10.75

TFA (200 mM):ACN (99:1) [0.35]|0.22]1.59| 2.26
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Figura 6.7. Variacion de k en funcion de la concentracion de reactivo de par
i6nico (35°C).

En la tabla 6.10 se presentan los resultados que se obtuvieron al utilizar ACN en
distintas proporciones (35°C). En la figura 6.8, se muestra el comportamiento del factor

de retencion (k), al variar la proporcion de acetonitrilo en la fase movil.

Tabla 6.10. Parametros cromatograficos obtenidos en par idnico utilizando
diferentes proporciones de ACN en la fase movil.

Fase movil tr | kK | As | Rg
TFA (130 mM):ACN (99:1) | 1.20| 0.56 | 1.52 | 10.75
TFA (130 mM):ACN (95:5) [ 0.91 | 0.47 | 1.29 | 5.50

%0 ACN

Figura 6.8. Variacion de k en funcion del % ACN presente en la fase movil.
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Se realizaron pruebas a distinta temperatura de columna. Los resultados se
presentan en la tabla 6.11. En la Figura 6.9 se muestra el efecto que tuvo la temperatura

sobre el factor de retencion (k).

Tabla 6.11. Parametros cromatograficos obtenidos en par i6nico cuando se
trabajo con distintas temperaturas de columna.

Fase movil tr | k | As | Rg

TFA 40 mM:ACN (99:1)a35°C |1.11]0.57|1.59|5.89

TFA 40 mM:ACN (99:1) a37.5°C [ 0.91 | 0.47 | 2.16 | 5.53
TFA 40 mM:ACN (99:1) a40°C |0.23|0.09|2.13|5.48

Temperatura (°C)

Figura 6.9. Variacion del factor de retencion (k) en par i6nico en funcion de la
temperatura de la columna.

La mejor separacion en la cromatografia de par 16nico se obtuvo cuando se
utilizdé como fase mévil HFBA 40 mM:ACN en proporcion 99:1 a 35°C, con un flujo de
0.2 mL/min. En la figura 6.10 se muestran dos de los cromatogramas obtenidos bajo

estas condiciones con la columna Kromasil Cg.
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Figura 6.10. Cromatogramas para a) acrilamida b) metacrilamida con columna
Kromasil Cg, en las mejores condiciones de separacion.

6.1.3 Cromatografia de interacciones hidrofilicas

Los resultados de este estudio se presentan en las tablas 6.12, 6.13, 6.14, 6.15,
6.16 y 6.17. La figura 6.11 muestra el efecto que tuvo la proporcion de agua en la fase

movil sobre el factor de retencion (k).
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Tabla 6.12. Parametros cromatograficos obtenidos en HILIC cuando se
utilizaron distintas proporciones de agua como solvente polar
acuoso.

Fase movil tr | k | As | Rg
ACN:H,0 (95:5) |0.60|0.86|2.00|0.00
ACN: H,0 (90:10) | 0.50 | 0.64 | 2.26 | 0.00
ACN: H,0 (60:40) | 0.56 | 0.78 | 1.02 | 0.00
ACN: H,0 (40:60) | 0.52 | 0.68 | 1.03 | 0.40

———

% Agua

Figura 6.11. Variacion de k en HILIC en funcion del contenido de agua.

Tabla 6.13. Parametros cromatograficos para HILIC cuando se utilizd como
solvente polar acuoso acido formico (HCOOH, 10 mM, pH 3).

Fase movil tr | k | As | Rg
ACN:Buffer HCOOH (10 mM, pH 3) (99:1) |0.09|0.07 | 1.60 | 0.04
ACN:Buffer HCOOH (10 mM, pH 3) (95:5) |{0.00 | 0.00|2.59 | 0.06
ACN:Buffer HCOOH (10 mM, pH 3) (90:10) [ 0.32|0.21 | 1.96 | 0.02
ACN:Buffer HCOOH (10 mM, pH 3) (60:40) | 0.07 | 0.06 | 2.63 | 0.03
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Tabla 6.14. Parametros cromatograficos para HILIC cuando se utilizd como
solvente polar acuoso acido acético (CH;COOH, 10 mM, pH 5).

Fase mavil tr | kK | As | Rg
ACN:Buffer CH;COOH (10 mM, pH 5) (99:1) | 0.00 | 0.00 | 4.00 | 0.02
ACN:Buffer CH;COOH (10 mM, pH 5) (95:5) |0.030.02|5.30|0.03
ACN:Buffer CH;COOH (10 mM, pH 5) (90:10) | 0.02 | 0.01 | 3.19 | 0.00
ACN:Buffer CH;COOH (10 mM, pH 5) (60:40) | 0.00 | 0.00 | 0.58 | 0.01
ACN:Buffer CH;COOH (10 mM, pH 5) (40:60) | 0.11 | 0.88 | 0.88 | 0.10

Tabla 6.15. Parametros cromatograficos para HILIC cuando se utilizd como
solvente polar acido trifluoracético (TFA, 1%, pH 3).

Fase movil tr | kK | As | Rg
ACN:TFA (1%) (95:5) {0.08 [0.06|3.78 | 0.10
ACN:TFA (1%) (90:10) | 0.09 | 0.07 | 4.73 | 0.03

Tabla 6.16. Parametros cromatograficos obtenidos en HILIC cuando se utilizo
como solvente polar metanol.

Fase movil t'r k Ag Rg
ACN:MeOH (99:1) | 0.07 | 0.06 | 5.20 | 0.01
ACN:MeOH (95:5) | 0.16 | 0.13 | 0.64 | 0.15

Se realizaron pruebas utilizando buffers de acido férmico a pH 3 y de 4acido

acético a pH 5. Los resultados de estas pruebas se muestran en las tablas 6.13 y 6.14.
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Tabla 6.17. Parametros cromatograficos para HILIC cuando se utiliz6 como
solvente polar isopropanol.

Fase movil

t'r

As

Rs

ACN:isopropanol (99:1)

0.11

0.09

2.54

0.01

ACN:isopropanol (95:5)

0.10

0.08

1.89

0.07

ACN:isopropanol (90:10)

0.06

0.05

3.21

0.00

En la cromatografia de interacciones hidrofilicas, no se tuvieron buenos
resultados, la figura 6.12 representa dos de los cromatogramas obtenidos cuando se

utilizdo como fase movil ACN:H,O, en proporcidon 95:5 a temperatura ambiente, con un

flujo de 0.3 mL/min.
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Figura 6.12. Cromatogramas a) acrilamida b) metacrilamida con columna
Atlantis HILIC silica. Fase mévil ACN:agua (95:1).
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6.1.4 Cromatografia con columnas acopladas

Se acoplaron las columnas Kromasil Cg y Atlantis dCis, a un flujo de

0.9 mL/min. En la figura 6.13 se presenta uno de los cromatogramas obtenidos bajo

estas condiciones.

acrilamida

Figura 6.13. Cromatograma de un estandar de acrilamida (3.55 pg/mL) para las
columnas Kromasil Cg-Atlantis dC;g acopladas. Fase movil agua.

T° ambiente.
Se acoplaron también las columnas de fase inversa Regis ISRP-GFFII e
Intersil Ph. Se utiliz6 como fase movil HCOONH,4 (100 mM):ACN (99:1), con un flujo
de 0.8 mL/min con 32°C. En la figura 6.14 se presenta uno de los cromatogramas que se

obtuvo para un estdndar de acrilamida bajo estas condiciones.
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Figura 6.14. Cromatograma de un estandar de acrilamida (3.55 pg/mL) obtenido
con las columnas Regis ISRP-Intersil Ph acopladas. Fase movil
HCOONH, (100 mM, pH 5):ACN (99:1). T° 32°C.

6.1.5 Seleccion del modo cromatografico

cromatograficos, tomando en cuenta los mejores resultados para cada uno.

Tabla 6.18. Analisis de resultados de los modos cromatograficos estudiados.

En la tabla 6.18 se presenta una comparacion de los diferentes modos

Fase inversa Par iénico Interacciones hidrofilicas
(Atlantis dCyg) (HILIC)
Retencion Regular Regular Regular
(k: 1-5) (0.79) (0.80) (0.86)
Resolucion Total Total Nula
(Rs>1.5) (6.03) (10.47) (0.01)
FO;;:(? del Buena Regular Mala
1.55 1.59 2.00
Piad) (1.55) (1.59) (2.00)
v FM s6lo agua TEM requiere reactivos v ‘
Ventaias/ costosos FM simple
en aJa,S ‘/Temperatura ) v .
Desventajas ambiente 7Requ1ere control de Temperatura ambiente
temperatura
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De acuerdo a estos criterios, se eligio continuar trabajando con la columna
Atlantis dC;g, sin embargo, al analizarse extractos de las muestras no se consiguio
separar a la acrilamida de las interferencias, por lo que fue necesario evaluar otras
columnas de fase inversa. Debido a que no se consiguid la separacion con ninguna de las
columnas, se optd por utilizar la técnica de columnas acopladas, que se describi6 en la

seccion 5.4 .4.

6.2 Método de extraccion y limpieza

6.2.1 Volumen de ruptura

El volumen de ruptura se establecio en 3 diferentes cartuchos:
e Fase inversa HLB
e Fase mixta WCX

e Copolimero de poliestireno-divinilbenceno hidroxilado ENV+

Este estudio nos indic6 que tanto en los cartuchos HLB como en los WCX, sdlo
es posible pasar 1.5 mL de muestra sin que haya pérdida del analito. La figura 6.15

muestra los resultados de esta prueba.
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En los cartuchos ENV+ cuando la muestra estd disuelta en metanol, es posible
pasar 1.5 mL. Cuando la muestra esta disuelta en agua es posible pasar hasta 12 mL. La

figura 6.16 muestra estos resultados.

—— A ——a— = m I —
| ©
LG
YVolusmen [ml)

Figura 6.15. Grafico para volumen de ruptura. Cartuchos HLB y WCX.
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Solvente de la muestra:Agua = Solvente de la muestra:Metanol

Figura 6.16. Grafico para volumen de ruptura. Cartuchos ENV+.

6.2.2 Perfil de elucion
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La prueba se realizé utilizando como solventes de elucion agua y metanol. La
figura 6.17 (A) muestra los resultados para el cartucho Oasis HLB cuando se realizo la
elucion de acrilamida sélo con agua, la figura 6.17 (B) cuando se eluyé con H,O:MeOH
(80:20). En cuanto al cartucho Oasis WCX, la figura 6.17 (C) muestra los resultados
cuando la elucidn de acrilamida se realizod con agua y la figura 6.17 (D) cuando se utilizo
MeOH. La figura 6.17 (E) presenta los resultados para el cartucho Oasis HLB cuando se
eluyo la metacrilamida con agua:MeOH (80:20). En el cartucho Oasis WCX se realizo la
elucion de metacrilamida con agua como lo muestra la figura 6.17 (F) y con MeOH en la

figura 6.17 (Q).

Se decidi6 eluir las muestras con H,O:MeOH (80:20) en los cartuchos HLB
(figuras 6.17 B y E), determinandose que fue necesario descartar los primeros 1.5 mL y

colectar los siguientes 2 mL.

Cuando los cartuchos WCX se eluyeron con agua fue necesario colectar desde el
principio hasta 2 mL, mientras que cuando se eluyé6 con MeOH también hubo que

colectar desde el principio hasta 3 mL. Se eligi6 eluir con MeOH (figuras 6.17 D y G).

En el caso de los cartuchos ENV+, se pasaron 1.5 mL de estandar de acrilamida
y se eluyd con MeOH. La figura 6.18 muestra un grafico de los resultados. Se determin6

que es necesario descartar los primeros 3 mL y colectar los siguientes 2 mL.
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Figura 6.17. Perfiles de elucion realizados con estindares de acrilamida
(3 pg/mL). A) Cartucho HLB, solvente agua. B) Cartucho HLB,
solvente H,O:MeOH (80:20). C) Cartucho WCX, solvente agua.
D) Cartucho WCX, solvente MeOH. Perfiles de elucion
realizados con estandares de metacrilamida (3 pg/mL). E)
Cartucho HLB, solvente agua:MeOH (80:20). F) Cartucho

WCX, solvente agua. G) Cartucho WCX, solvente MeOH.
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Figura 6.18. Grafico para perfil de elucion. Cartuchos ENV+.

6.2.3 Optimizacion de la relacion muestra solvente.

Se realizé el procedimiento de extraccion y limpieza para 1, 2 y 3 gramos de
muestra utilizando agua como solvente de extraccion. En la figura 6.19 se presentan los
cromatogramas obtenidos para cada caso. El volumen de porcion acuosa resultante para

las diferentes cantidades de muestra se presenta en la tabla 6.19.

Tabla 6.19. Volumen de muestra recuperado en la prueba de optimizacion de la
relaciéon muestra-solvente.

Cantidad de Volumen de | Volumen recuperado
Muestra (g) agua (mL) (mL)
1 10 7.8
2 10 5.5
2.5 10 33
3 10 3
3.5 10 2.5
4 10 0
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Figura 6.19. Cromatogramas obtenidos con diferente cantidad de muestra
utilizando agua como solvente de extraccion. A) 1 g de muestra

B) 2 g de muestra C) 3 g de muestra.
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Se utilizaron 1 y 2 g de muestra adicionada con 3 pg/g, utilizando MeOH como
solvente de extraccion. En la figura 6.20 se muestran los cromatogramas que se

obtuvieron para los extractos correspondientes.
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Figura 6.20. Cromatogramas con diferente cantidad de muestra utilizando
MeOH como solvente de extraccion. A) 1 g de muestra B) 2 g de

muestra.

En la figura 6.21(A) se presenta el cromatograma obtenido para el extracto de
una muestra de 10 g extraida con 300 mL de MeOH sin adicionar; y en la figura 6.21(B)
aparece un cromatograma para el extracto de una muestra de 10 g adicionada con

0.355 pg/g de estandar de acrilamida.
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Figura 6.21. Cromatogramas obtenidos para una prueba de extraccion con 10 g
de muestra. A) Muestra sin adicionar B) Muestra adicionada.

6.2.4 Preconcentracion en linea

Para la preconcentracion en linea, fue necesario establecer un programa de

cambios de la valvula de desvio. Se utilizaron estandares de acrilamida y metacrilamida

con la columna de preconcentracion. Los resultados se muestran en la tabla 6.20.

Tabla 6.20. Programa de cambios de la valvula de desvio.

'R | tinicial | thinal Programa
acrilamida 412 | 370 | 497 | (t-1min)2.7
metacrilamida | 9.25 | 8.75 | 9.97 | (t;+ 1 min) 10.97
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Los resultados de las pruebas para encontrar el volumen 6ptimo de inyeccion de

muestra se presenta en la figura 6.22 (A y B) las cuales son cromatogramas de pruebas
con estandares, mientras que la figura 6.23 (A y B) presenta los cromatogramas de la

inyeccion de un extracto de 10 g de muestra adicionado con 0.355 pg/g de estandar de

acrilamida.
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Figura 6.22. Cromatogramas para la optimizacion del volumen de inyeccion con
un estdndar de 2 pg/mL utilizando la preconcentracion en linea. A)

Volumen de inyeccion de 90 pL B) Volumen de inyeccion de

50 pL.
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Figura 6.23. Cromatogramas para la optimizacioén del volumen de inyeccién con
un extracto de una muestra de 10 g utilizando la preconcentracion
en linea. A) Volumen de inyecciéon de 90 pL B) Volumen de
inyeccion de 50 pL.

6.2.5 Método final

El procedimiento de extraccion y limpieza que se establecio finalmente, en base a
los resultados, fue el siguiente: se pesaron 4 g de muestra previamente triturada y
homogenizada en un mortero de porcelana. A la muestra se le agregaron 40 mL de
MeOH, esta mezcla se agit6 por 2 minutos en el vortex y 20 min en un agitador rotatorio
a 182 rpm, después se centrifugd a 4600 rpm por quince minutos. Se tomo la porcion de
metanol y se filtr6 en un filtro para centrifuga con un poro de 0.45 pm a 4600 rpm por
5 minutos. Esta porcion clarificada se rotaevapord a 37°C con una velocidad de 120 rpm.

Posteriormente, la muestra se reconstituyo en 8 mL de agua, que se pasaron a través de
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un cartucho WCX previamente acondicionado, colectaindose todo el volumen. El total
del eluato se paso por los cartuchos ENV+ previamente acondicionados, se eluyo con
4 mL de metanol, se descartaron los primeros 9.5 mL (8mL del eluato + 1.5 mL de
MeOH) y se colectaron los siguientes 2 mL. Este volumen se evapor6 nuevamente a
presion reducida y se reconstituyo en 0.1 mL de agua. El extracto final se filtr6 con
acrodiscos de 13 mm con tamafo de poro de 0.45 um y se inyectaron 20 puL en el equipo
HP 1100, utilizando las columnas acopladas ISRP-GFFII e Intersil Ph y como fase moévil
HCOONH4 (100 mM):ACN (99:1) con un flujo de 0.8 mL/min a una temperatura de

32°C. Este procedimiento se esquematiza en la figura 6.24.

En la figura 6.25 se presenta el cromatograma obtenido para una muestra de

tortilla tostada sometida al procedimiento propuesto.
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Figura 6.24. Procedimiento de extraccion y limpieza.
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Figura 6.25. Cromatograma para un extracto de tortilla tostada sin adicionar
utilizando el procedimiento de extraccion y limpieza establecido.

6.2.6 Recuperacion

Se encontrd que del total del analito se extrajo el 27 %.

6.3 Cuantificacion

Debido a que no fue posible utilizar a la metacrilamida como estandar surrogado,

se evaluaron dos métodos de cuantificacion.
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6.3.1 Estandarizacion externa

Utilizando el método de estandarizacion externa, se calculd un error relativo de
71.4 %. La concentracion afnadida en este caso fue de 0.175 pg/g, y la concentracion

calculada fue de 0.05 pg/g.

6.3.2 Adicion estandar

Con el método de adicion estandar, se calculd un error relativo de 2.4%. En este

caso, se afiadidé una concentracion de 0.175 pg/g y la concentracion calculada fue de

0.171 pg/g.

6.4 Validacion

Los resultados de la validacion del método propuesto se presentan en la tabla

6.21.

Tabla 6.21. Resultados de validacion.

Linealidad
Intervalo(pg/g) 0.175-0.530
r >0.99
r’ >0.99
Ecuacion y=252.77x +45.53
Exactitud (% Error relativo, n = 4) 2.4
Precision (% DER, n =4) 6.8
LOD (npg/g, S/N =3) 0.017
LOQ (ng/g, S/N=10) 0.058
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CAPITULO 7

DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo de este trabajo, fue determinar los niveles de acrilamida en tortillas de
maiz, que han sido sometidas a un proceso de coccion a temperaturas mayores a 120°C.
Como se menciond en la introduccidn, los estudios donde se detectaron acrilamida en
totopos, fueron desarrollados para otro tipo de alimentos, por lo que no hay un método

especifico para los productos de maiz que se consumen en el pais.

En éste trabajo se optimizaron las condiciones de separacion en los modos
cromatograficos estudiados, asi como las etapas de extraccion y limpieza de la muestra,

para lograr la mejor eficiencia posible y detectar la acrilamida en la matriz de estudio.
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7.1 Método cromatografico

7.1.1 Cromatografia de fase inversa

La cromatografia de fase inversa es la mas popular de las cromatografias de
liquidos, en base a su excepcional rango de aplicaciones, versatilidad y simplicidad de
operacion!®!. Se clasifica como una cromatografia de reparto, en la que se tiene una fase
movil polar y una fase estacionaria no polar. En este caso el mecanismo de separacion se
basa en la particion de los analitos entre las cadenas no polares de la fase estacionaria y

la fase movil polar’”.

La variable que tiene mayor efecto en la cromatografia de fase inversa, es
precisamente la polaridad del solvente utilizado como fase mévil, debido a que en este
modo cromatografico los componentes mas polares se eluyen primero, porque son los
mas solubles en la fase movil y un aumento de la polaridad produce un aumento en el

tiempo de elucion™”!,

Teniendo en cuenta esto, se estudio el efecto del contenido y tipo de modificador
orgdnico en la fase movil con respecto a la retencion de acrilamida. Como puede
observarse en la figura 6.1, en la columna Atlantis dC;s, como era de esperarse para un
sistema de fase inversa, el factor de retencion es bajo. Un aumento en la proporcion de

solvente organico en la fase movil resulto en la disminucion del factor de retencion (k).
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En el caso de las columnas Intersil Ph, ISRP-GFFII y Discovery-Cyano es
importante destacar que se consiguid buena retencion (k: 1-5) cuando se utilizo ACN,
como puede verse en las tablas 6.6, 6.7 y 6.8. En la columna Intersil-Ph, cuando se
utilizé isopropanol no fue posible observar la acrilamida y cuando se utilizo MeOH se
obtuvo una retencién baja. En la columna Discovery-Cyano cuando se utilizo
isopropanol se obtuvo una retencion baja, mientras que cuando se utilizo6 MeOH en la

fase movil, no fue posible observar la acrilamida.

Otros pardmetros que se tomaron en cuenta al evaluar los resultados fueron el
factor de asimetria y la resolucion. Como se menciond en la Introduccion, un pico se
considera totalmente simétrico cuando se obtiene un valor de 1 para el factor de
asimetria, mientras que 2 picos se consideran totalmente resueltos, cuando se presenta

1 En la columna Atlantis dC;gs una mayor

un valor de resolucién mayor a 1.5
proporcion de ACN produjo una ligera mejoria en la forma de los picos pues se tuvieron
valores mas cercanos a uno, como puede verse en las tablas 6.1, 6.2 y 6.4. Estos
resultados se contrapusieron a los obtenidos para el parametro de factor de retencion,
pues como ya se menciono, al aumentar la proporcion de solvente organico, ocurrid una
disminucion en la retencion. Cuando se utilizo MeOH como solvente orgénico, no se
presentd un patron definido para el factor de asimetria. En lo que respecta a la

resolucion, en todos los casos se logr6 una separacion total de los picos pues se

obtuvieron valores mayores a 1.5.

En la columna Intersil Ph, la menor proporcion de ACN mejoro la simetria de los

picos porque se obtuvieron valores mas cercanos a la unidad, mientras que cuando se
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trabajo con MeOH, el factor de asimetria empeord al disminuir la proporcion de este
solvente. Con la columna Discovery-Cyano se presentd una mala simetria de los picos
con ACN como solvente organico (As>>1), condicién que mejord cuando se utilizo
isopropanol. En la columna ISRP-GFFII el uso de MeOH en la fase movil did6 como
resultado picos con mayor asimetria. En ninguna de estas columnas se utilizo
metacrilamida como estdndar surrogado, porque en los extractos que se obtuvieron
siguiendo el procedimiento de extraccion y limpieza establecido no logrd recuperarse,

por lo que no se calculo el parametro de resolucion.

En general, las amidas son un grupo funcional que se suele considerar como
neutro. Por un lado, la presencia del grupo carbonilo tiene el efecto de retirar electrones,
favoreciendo el desplazamiento del equilibrio a la forma desprotonada. Por otro lado, la
estructura de las amidas se estabiliza por resonancia mediante la participacion del par de
electrones no enlazantes del 4&tomo de nitrégeno. Si el nitrogeno esta protonado, dicha

[66-67] " Gin embargo, en las enamidas la presencia del

estabilizacion no puede producirse
enlace vinilico permite la protonacion en presencia de acido de Bronsted, formando
cationes de N-acilimino!®®”. Aunque no se han reportado valores de pKa o pKb para la
acrilamida, en la literatura existen numerosas referencias a las propiedades acido-base de
este compuesto y de hecho numerosos procedimientos analiticos aprovechan estas

propiedades[4]’ 32, 68-69]

En relacion a la influencia del pH, en la columna Atlantis dC;s, la maxima
retencion se observo a un valor de 5, la disminucion o incremento de este valor, produjo

una disminucion en la retencion, como puede verse en la figura 6.2. Aunque, como ya se
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menciono, el mecanismo primario de separacioén en la cromatografia de fase inversa es
la particion, la influencia del pH pudo deberse a interacciones secundarias con los
grupos silanol libres que se encuentran presentes en la fase estacionaria. Cuando la fase
movil tiene un pH de 3, algunos grupos silanol estdn desprotonados, lo que permite la
interaccion con la acrilamida. A medida que el pH aumenta, la proporcién de grupos
silanol desprotonados aumenta, por que se observa una interaccidbn maxima con la
acrilamida a un pH de 5. El incremento de este valor no produce cambios en la
ionizacion de los grupos silanol, pero se sabe que la acrilamida se encuentra en su forma
neutra a valores de pH cercanos a 7""", lo que reduciria la interaccion y por lo tanto el

valor del factor de retencion seria menor.

En lo referente al factor de asimetria, como se presenta en la tabla 6.5, la forma
del pico empeord de manera importante con un pH de 5, lo que volvid esta condicion
inelegible para continuar trabajando. A valores de pH de 3 y 6.5, también se observaron
picos asimétricos. En cuanto a la resolucion, cabe mencionar que en todos los casos se

logrd una separacion total de los picos.

En la columna Regis ISRP-GFFII también se estudid la influencia del pH en la
fase movil (tabla 6.8). Con acido formico 0.1 % (pH alrededor de 2), fue posible retener
a la acrilamida cuando se us6 ACN, sin embargo la simetria del pico fue mala (Ag>>1).
Con MeOH los resultados fueron similares, el factor de retencion fue cercano a la unidad
y la simetria, fue mala. Por ultimo, con formiato de amonio 100 mM se evalué un pH
mayor (alrededor de 5). Cuando se utilizé6 como fase movil HCOONH4:ACN (98:2) se

tuvieron valores para el factor de retencion cercanos a la unidad, y un pico con simetria
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regular. El factor de retencion mejor6 al disminuirse la proporcion de ACN, y de esta
manera se consiguio una k de 1.03, es decir, dentro del rango considerado como O6ptimo;
para este caso el factor de asimetria presentd valores aceptables. Se evalud también
MeOH como modificador organico y se obtuvieron valores de factor de retencion
similares, sin embargo la forma del pico empeord comparada con la que se obtuvo con el

ACN.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos para la columna de fase inversa
Atlantis dC;g y aunque no se obtuvieron valores Optimos para el factor de retencion, se
establecid que los mejores resultados se produjeron cuando se utilizdé como fase movil
agua a temperatura ambiente, con un flujo de 0.2 mL/min. Dos de los cromatogramas
obtenidos para acrilamida y metacrilamida con estas condiciones se presentan en la
figura 6.3. Como puede verse, los picos que se obtuvieron tienen buena forma y el

cromatograma no presenta picos negativos que dificulten la cuantificacion.

Para la columna Intersil Ph, los mejores resultados se obtuvieron cuando se
utiliz6 como fase movil H,O:ACN (98:2) con un flujo de 1 mL/min a temperatura
ambiente. Aqui es importante mencionar, que con esta columna se obtuvo la mayor
retencion. Uno de los cromatogramas que se obtuvo se presenta en la figura 6.4. Como
puede observarse, se obtuvo un pico de buena forma y un cromatograma sin picos

negativos.

La columna Discovery-Cyano di6é los mejores resultados cuando se utilizd6 como

fase mévil ACN 100 % con un flujo de 1 mL/min a temperatura ambiente. Si bien en
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este caso aunque no hubo mucha diferencia en los valores de k y As que se obtuvieron
utilizando menores proporciones de ACN, cabe mencionar que la forma del pico en el
cromatograma fue mejor cuando se trabajd con las condiciones elegidas. El

cromatograma se presenta en la figura 6.5.

Teniendo en cuenta los resultados para la columna ISRP-GFFII, se consider6 que
las mejores condiciones de trabajo se tuvieron al utilizar HCOONH,4 (100 mM):ACN
(99:1) con un flujo de 1 mL/min a temperatura ambiente. Uno de los cromatogramas que
se obtuvo bajo estas condiciones se presenta en la figura 6.6. Como puede verse en este
caso el cromatograma presenta picos negativos, sin embargo esta columna utilizando las
condiciones elegidas, fue de las que mostrd6 mejores resultados cuando se utilizaron

muestras reales.

7.1.2 Cromatografia de par ionico

La cromatografia de pares idnicos es un tipo de cromatografia de reparto en fase

inversa que se utiliza para la separacion y determinacion de especies iOnicas y
o , o [59,65]

compuestos ionizables, asi como para mezclas de compuestos neutros y i6nicos . En

la cromatografia de pares i0nicos la fase movil esta constituida por un solvente organico

como MeOH o ACN, y un compuesto i6nico que aporta un contraién de carga opuesta a

59]

la del analito?®”), que es el responsable de regular la retencion de los compuestos ionicos

y que también tiene un ligero efecto en la retencion de compuestos neutros .
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Existen distintas variables que afectan la retencion y selectividad en la
cromatografia de par idnico. Las mas importantes son el reactivo de par idnico (tipo y
concentracion), el pH, la fuerza idnica, la composicion del buffer, el solvente organico
(tipo y concentracion), las propiedades de sorcion de la fase estacionaria y la
temperatura. La influencia de estas variables, sin embargo, no sigue un comportamiento

lineal e interdependiente, por lo que no es posible formular reglas simples®”.

Aunque se han propuesto diferentes modelos para explicar la retencion en la
cromatografia de pares i6nicos, hasta ahora no hay una posicion
unanime al respecto. Se han propuesto tres modelos fundamentales. El primero postula
que la molécula del soluto forma un par i6nico con el contraion en la fase movil y que
posteriormente, €ste par idnico sin carga interacciona con la fase estacionaria lipofilica.
El segundo modelo propone que el contraion se adsorbe en la superficie no polar de la
fase estacionaria con su grupo idnico orientado hacia la superficie formando asi un
intercambiador i6nico que retendra al analito. El tercer modelo propone que el reactivo
formador de pares idnicos se distribuye sobre la superficie de la fase estacionaria
formando una doble capa eléctrica. La retenciéon de los analitos se produce por
atracciones electrostaticas con el reactivo formador de par idnico de la superficie y por

.y .o . . . . . 1
adsorcion en la porcién lipofilica del analito sobre la fase estacionarial’'’.

En cuanto a los resultados obtenidos en el presente trabajo para la cromatografia
de par i6nico, la figura 6.7 muestra la variacion del factor de retencion (k) con HFBA y
TFA a distintas concentraciones y a una misma temperatura. En éste grafico es posible

observar que la adicion de par i6nico resultdé en un aumento importante de la retencion.
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Asi mismo es posible apreciar que, contrariamente a lo esperado, un aumento en la
concentracion del reactivo formador de pares ionicos produjo una disminucion
importante de la retencion al utilizarse HFBA. Cuando se trabajo con TFA, la retencion
se mantuvo a concentraciones de 50 y 130 mM, mientras que a concentraciones de 200
mM es posible observar una disminucioén considerable. Ya que los resultados mostraron
que un aumento en la concentracion de pares i6nicos disminuye la retencion, se realizéd
una prueba sin utilizar reactivos de par i6nico, lo cual demostré que si estos no son
incluidos, la retencion es nula. Cabe mencionar que aiin a concentraciones bajas no se

logré retener la acrilamida.

La forma de los picos se evalud con ayuda del factor de asimetria (tabla 6.9). En
las pruebas con TFA y HFBA podemos observar que el aumento de la concentracion de
HFBA en la fase movil resultoé en picos asimétricos, mientras que con el TFA en la fase
movil no se observd un comportamiento definido. En la tabla 6.9, también se pueden
observar los valores para la resolucion, los cuales nos indican que en todas las pruebas

se logrd una separacion total de los picos, pues se obtuvieron valores superiores a 1.5.

Se realizaron pruebas para mostrar la influencia que tiene la proporcion de
solvente organico (ACN) en la fase movil, los resultados se presentan graficamente en la
figura 6.8. Se observo que un aumento en la proporcidon de solvente orgéanico, resultd en
una menor retencion de acrilamida. De igual manera puede advertirse que aun a la

menor concentracion de ACN, no se logro retener la acrilamida.
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La tabla 6.10 muestra los valores para el factor de asimetria, y para la resolucioén
obtenidos cuando se varid la proporcion de solvente organico. En esta tabla podemos ver
que aunque la variacion numéricamente no fue muy grande, un aumento en la
proporcion de solvente organico mejord la simetria de los picos, presentandose asi un
efecto contrario a lo que ocurrié con la retencion. En lo referente a la resolucion, es
posible decir que en ambas condiciones de estudio se obtuvo una separacion total de los

picos, pues se consiguieron valores mayores a 1.5.

El efecto que tiene la temperatura de la columna sobre la retencion se muestra en
la figura 6.9. El estudio se realiz6 variando la temperatura entre 35 y 40°C. En la figura
6.9 es posible observar que un aumento de temperatura, disminuye la retencion de la
acrilamida. Como se menciono6 anteriormente, la temperatura es uno de los factores que
mas afectan la retencion en este modo cromatografico, por lo que fue necesario
controlarla para mantener la reproducibilidad de los tiempos de retencion. En la tabla
6.11 de la seccion de resultados, se presentan los valores para factor de asimetria y
resolucion cuando se varid la temperatura de la columna. Los valores que presenta el
factor de asimetria no fueron muy diferentes entre si, y no siguieron un comportamiento
definido, aunque si es posible observar que a temperaturas de 37.5 y 40°C los picos
fueron muy asimétricos, pues los valores son mayores a 1 (As>>1). En lo concerniente a
la resolucion, se aprecia que en todos los casos se produjo una separacion total de los

picos, (Rs>1.5).

Los mejores resultados se obtuvieron utilizando como fase moévil HFBA

40 mM:ACN (99:1), a una temperatura de 35°C. La figura 6.10 corresponde a los
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cromatogramas obtenidos bajo estas condiciones para acrilamida y metacrilamida, como
puede observarse, en este cromatograma se presentan picos negativos que dificultan la

cuantificacion.

7.1.3 Cromatografia de interacciones hidrofilicas (HILIC)

La cromatografia de interacciones hidrofilicas (HILIC) es una variante de la
cromatografia de fase normal y constituye una alternativa para la separacion de
compuestos polares. La fase estacionaria es un material polar que puede ser silice pura o
modificada con grupos —ciano, -amino- o —diol, mientras que la fase mévil es altamente
organica con una pequeia cantidad de solvente polar acuoso. En este tipo de
cromatografia las particulas polares de la columna son cubiertas por una delgada capa de
agua de la fase movil. La separacion se produce por la particion del analito entre la capa
polar acuosa y la capa organica menos polar, por lo que el cardcter hidrofilico de los

analitos, aumenta la retencion!’* 7>,

De acuerdo al mecanismo de separacion para este modo cromatografico, la
condicion a tomar en cuenta, es la proporcion de solvente orgéanico en la fase movil. En
el presente trabajo se evalu6 el efecto del contenido de la fase movil y en la tabla 6.12 se
presentan los resultados utilizando diferentes proporciones de agua en la fase movil. En
este caso se logro retener la acrilamida. Asi mismo, es posible observar que la forma del
pico es sumamente asimétrica (As >>1), y no fue posible conseguir una buena

resolucion pues los valores para este parametro fueron menores a 1.5. En la figura 6.11
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se pueden apreciar graficamente los resultados para el factor de retencion, donde no se

observo un comportamiento definido.

En la tabla 6.13 se muestran los resultados utilizando como solvente polar acuoso
acido formico. En este caso podemos observar que la retencion fue nula. Se obtuvieron

picos asimétricos (As>>1) y no resueltos (Rg<<1.5).

En la tabla 6.14 se presentan los resultados obtenidos cuando se trabajo con acido
acético como solvente polar acuoso. Se observo que la retencion fue practicamente nula.
Los resultados para el factor de simetria mostraron picos asimétricos cuando el
contenido de 4cido férmico fue menor. Tampoco se consiguio la resolucion de los picos,

pues los valores estdn muy por debajo de 1.5.

En la tabla 6.15 se presentan los resultados obtenidos con TFA (200 mM, pH 3).
Al igual que para las condiciones anteriores, los valores del factor de retencion
mostraron que la retencion fue nula. Ademads el factor de asimetria indicd que los picos
que se produjeron fueron asimétricos, pues los valores sobrepasan de manera importante

la unidad. No se logro resolucién de los picos.

Ya que con solventes polares acuosos se obtuvieron malos resultados, se probo
utilizar como solventes polares MeOH e isopropanol. En la tabla 6.16 se presentan los
resultados para la prueba con MeOH. No se logr6 retener la acrilamida como lo muestra
el factor de retencidén y se produjeron picos asimétricos (As>>1). En la tabla 6.17 se

presentan los resultados para la prueba con isopropanol. No se logré retener la
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acrilamida. Los resultados del factor de asimetria (Ag) indican que los picos fueron
asimétricos. No fue posible lograr que los picos de acrilamida y metacrilamida se

separaran (Rg<< 1.5).

Con los resultados que se presentan en las tablas 6.13, 6.14 y 6.15, se observo

que a ningun valor de pH se logro retener la acrilamida.

Teniendo en cuenta los datos anteriores, es posible decir que con la
cromatografia de interacciones hidrofilicas (HILIC) no se obtuvieron buenos resultados,
pues no fue posible tener condiciones Optimas de retencion, los picos fueron asimétricos
y esta condicidon no mejord pese a todas las pruebas realizadas, ademads la resolucion en
todos los casos fue nula. En la figura 6.12 se presenta un ejemplo de los cromatogramas

que se obtuvieron.

7.1.4 Columnas acopladas

La aplicacion de columnas acopladas a la cromatografia de liquidos, ha sido
utilizada desde 1973, y se ha desarrollado desde entonces, siendo su mayor ventaja,
utilizar dos columnas cromatograficas para aumentar la capacidad de separacion y/o
limpieza, que se obtendria con una sola columna'”. En este trabajo se utilizo la forma

homomodal, la cual consiste en utilizar 2 columnas de selectividad analogal”>”®).
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La primera prueba se realizo utilizando la columna Kromasil Cg y la columna
Atlantis dCg, con las cuales fue posible mejorar la selectividad del analisis. Sin embargo
debido a que se presentaron problemas al momento de utilizar muestras, se probd
acoplar otras columnas de fase inversa, teniendo en cuenta que este fue el modo

cromatografico en el que se presentaron mejores resultados.

Se decidié acoplar las columnas ISRP-GFFII e Intersil Ph, que requieren fases
moviles compatibles. Con estas columnas individualmente no fue posible separar la
acrilamida de las interferencias de la matriz, mientras que cuando fueron acopladas, la
selectividad aumentd y se consigui6é la separacion. En la figura 6.14 se muestra el
cromatograma de un estdndar de acrilamida que se obtuvo con este acoplamiento. En la
figura 6.25 se muestra un cromatograma de un extracto blanco, en el cual fue posible

identificar la acrilamida.

Con el fin de desechar la mayor cantidad de interferencia posible y obtener un
cromatograma mas limpio, se evalud la posibilidad de utilizar una vélvula de desvio, sin
embargo, en los cromatogramas obtenidos, el pico correspondiente a acrilamida
presentaba un “hombro” debido al movimiento de la véalvula, por lo que finalmente no se

utilizo.
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7.1.5 Resumen de los modos cromatograficos

Para cumplir con el objetivo 2, fue necesario evaluar los resultados de las
condiciones Optimas logradas para cada modo cromatografico. En la tabla 6.18 se

presenta un analisis de estos resultados.

Si bien con las columnas Atlantis dC;g, Kromasil Cg y HILIC, no fue posible
conseguir las condiciones Optimas para el factor de retencion (k:1-5), la cromatografia
de fase inversa muestra ventajas sobre los otros dos modos evaluados. En lo referente al
factor de asimetria (As) la cromatografia de fase inversa y la cromatografia de par i6nico
presentaron valores similares, sin embargo, es posible notar en el cromatograma de par
16nico (figura 6.10) picos negativos que dificultan la cuantificacion de acrilamida, por lo
tanto, se consider6 que la simetria es mejor para fase inversa. En cudnto a la
cromatografia de interacciones hidrofilicas, no hay punto de discusion, pues en todos los

casos el pico fue amorfo.

Respecto a la resolucion, tanto para fase inversa como para par i6nico se presentd
una separacion total de los picos, lo cual no fue posible conseguir en la cromatografia de

interacciones hidrofilicas.

De acuerdo a la experiencia que se obtuvo con este trabajo es posible mencionar
que otro punto a favor de la cromatografia de fase inversa es que si bien el costo de la
columna es mayor que para par i6nico esto se compensa pues, en fase inversa se utilizd

como fase moévil agua, mientras que en par i6nico se utilizaron reactivos como HFBA y
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TFA que son costosos. Otra desventaja de la cromatografia de par ionico fue la
necesidad de contar con un control de temperatura, mientras que la cromatografia de

fase inversa se desarroll6 a temperatura ambiente.

Teniendo todo esto en consideracion es que se eligidé continuar trabajando con la
cromatografia de fase inversa. Sin embargo, como se indicd con anterioridad, no fue
posible la separacion de la acrilamida con las columnas de forma individual, por lo que
se probo acoplar las columnas para mejorar la selectividad. El primer acoplamiento se
llevd a cabo utilizando las columnas Kromasil Cg y Atlantis dC;g, a pesar de que se
consiguid la separacion, cuando se utilizé la columna Atlantis dC;s con extractos reales
se observo un aumento importante de presion de la columna, que hizo necesarios

lavados exhaustivos de la misma, que no lograron solucionar el problema.

Por lo que se optd probar el acoplamiento con las columnas ISRP-GFFII y la

Intersil Ph, con las cuales se consiguio la separacion.

Teniendo todo esto en consideracion, se eligié como sistema cromatografico las
columnas acopladas de fase inversa ISRP-GFFII e Intersil Ph, con un flujo de 0.8

mL/min a 32°C.
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7.2 Método de extraccion y limpieza

En Ia figura 5.2 se muestra el esquema general propuesto por la FDA para la

[611 "¢] cual fue modificado

determinacion y cuantificacion de acrilamida en alimentos
para mejorar la eficiencia en la extraccion de acrilamida en tortillas de maiz. EI método

se divide en una fase de extraccion y en una fase de limpieza y fue necesario realizar la

optimizacion de ambas etapas.

La primera prueba se llevo a cabo utilizando el método de la FDA, sin ninguna
modificacion, utilizando a la metacrilamida como estdndar surrogado. El método indica
que la limpieza de los extractos debe realizarse con cartuchos de extraccion en fase
solida (HLB y WCX). Las condiciones de trabajo de los cartuchos se optimizaron con el
volumen de ruptura y el perfil de elucion. El volumen de ruptura se establecid con el
objetivo de determinar el maximo volumen de muestra que es posible pasar a través de
un cartucho sin que se produzcan pérdidas importantes del analito, mientras que el perfil
de elucion se establecid con el fin de determinar las fracciones de eluato que deben
colectarse en cada cartucho para recuperar la maxima cantidad de analito con la menor

dilucioén posible.

El método de la FDA marca que la elucion de los extractos debe llevarse a cabo
con agua, sin embargo en el perfil de elucion, no fue posible recuperar a la
metacrilamida utilizando solamente agua. Se eluyd con agua y metanol en una

proporcion 80:20 y asi fue posible extraer ambos compuestos como se observa en las
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figuras 6.17 (B y E). Una vez establecidos estos parametros se procedio a analizar

muestras.

La extraccion se llevo a cabo respetando las proporciones de muestra-solvente y
los tiempos de agitacion marcados por la FDA. La limpieza de los extractos se efectud
utilizando los cartuchos de extraccion en fase sélida HLB y WCX, con las condiciones
que se establecieron. El analisis cromatografico se realizo en el HPLC Alliance 2690,
con la columna de fase inversa Atlantis dC;g, que habia sido seleccionada como la que
habia proporcionado mejores resultados. El cromatograma resultante de esta prueba se
presenta en la figura 6.19 (A), y como puede observarse no se consiguid ver la sefial de

la acrilamida.

Teniendo esto en cuenta, las siguientes modificaciones al método, estuvieron
encaminadas a concentrar la acrilamida. Se optd por incluir una etapa de evaporacion a
presion reducida de la porcidn acuosa resultante de la extraccion por agitacion simple y
otra etapa de evaporacidon para el extracto final, reconstituyéndolos en agua a un
volumen menor. Se evalu6 también, utilizar una mayor cantidad de muestra en el mismo
volumen de extraccion para aumentar la sefial producida por la acrilamida; sin embargo,
al mezclar la muestra triturada con agua se formo una masa altamente higroscopica, que

no dejaba suficiente liquido para continuar con el procedimiento.

Se realizaron pruebas con agua, utilizando 2, 2.5, 3, 3.5 y 4 gramos, el volumen
recuperado en cada caso se presenta en la tabla 6.19. La maxima cantidad de muestra

que pudo utilizarse fueron 3 gramos. Como puede observarse en los cromatogramas de
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las figuras 6.19 (B) y 6.19 (C), se present6 interferencia de la matriz, por lo que se
procedio a realizar pruebas con MeOH como solvente de extraccion, con extracciones
sucesivas. En las figuras 6.20 (A) y 6.20 (B) se muestran los cromatogramas obtenidos
utilizando 1 y 2 gramos de muestra y como puede apreciarse con estas condiciones se
obtuvieron cromatogramas mas limpios, lo que volvio mas sencilla la cuantificacion. Sin
embargo, la sefial que se obtuvo continuaba siendo baja para las concentraciones

esperadas.

Buscando concentrar la acrilamida para observar una mejor sefial, se procedi6 a
escalar la muestra, respetando la proporciéon muestra:solvente (1 g : 30 mL), pero
utilizando 10 g de muestra y realizando 3 extracciones con 100 mL de MeOH cada una.
Se hicieron pruebas utilizando muestras adicionadas y sin adicionar, los resultados se
muestran en las figuras 6.21 (A) y 6.21 (B). Aunque se extrae una mayor cantidad de

muestra, también se extrae una mayor cantidad de las interferencias.

Para la siguiente prueba, se adiciond una etapa de preconcentracion en linea a los
ajustes mencionados anteriormente. El objetivo era inyectar una mayor cantidad de
muestra, sin que se ensancharan los picos. Para esto fue necesario utilizar un equipo
HPLC modificado; el esquema de la figura 5.5 muestra las dos distintas posiciones del
inyector y se explica su funcionamiento en el apartado 5.5.5 de Metodologia. Para
establecer el volumen de inyeccion se hicieron pruebas inyectando 90 y 50 uL de
estandares y de muestras. Los resultados se presentan en las figuras 6.22 (A y B) para
los estandares y en las figuras 6.23 (A y B) para muestras adicionadas con 0.355 pg/g de

acrilamida. Como puede observarse en los cromatogramas correspondientes a los
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estandares, se obtuvo una buena sefial cuando se inyectd un volumen de 90 pL, pero el
pico fue ancho y asimétrico, mientras que al inyectar 50 uL se obtuvo un pico delgado y
con buena forma. Cabe mencionar que si bien la sefial no es tan intensa como con 90 uL,
la respuesta no disminuye en proporcion al volumen inyectado, esto se explica porque el
alto volumen de inyeccion produce un ensanchamiento de banda extracolumnar. En
cuanto a las muestras adicionadas con un volumen de inyeccién de 90 pL (figuras 6.23
A y B) hubo gran interferencia de la matriz que no permitié la cuantificacion de
acrilamida, mientras que con un volumen de inyeccioén de 50 puL fue posible obtener un
pico resuelto. Pese a los buenos resultados que se obtuvieron con esta prueba, no se
realizd la validacion, pues el método no fue reproducible. Ademas presentaba otras
desventajas, como ser un método muy largo que consumia mucho solvente y generaba

por tanto una gran cantidad de residuos.

A continuacion, se realizaron nuevamente modificaciones al método de la FDA,
procurando superar las desventajas de las pruebas anteriores. Se decidido cambiar los
cartuchos de extraccion en fase solida, que presentaban baja retencion para acrilamida.
Se decidié mantener los cartuchos WCX para eliminar interferencias de los extractos y
probar los cartuchos ENV+, por lo que fue necesario optimizar las condiciones de
trabajo de estos cartuchos con el volumen de ruptura y el perfil de elucion. Con los
resultados de estas pruebas, fue posible determinar que los cartuchos ENV+ presentaban
una mayor retencion y era posible pasar a través de ellos hasta 12 mL de muestra, que
posteriormente fue eluida con MeOH, esto fue importante para concentrar la acrilamida.
Con base en esto, pudo disminuirse la cantidad de muestra, y el nimero de extracciones

realizadas.
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Se utilizaron entonces 4 g de muestra que fueron extraidos con 40 mL de MeOH
por agitacion simple, respetando las proporciones de muestra-solvente establecidas. Se
optd por extraer nuevamente con MeOH, debido que los extractos que se tuvieron fueron
mas limpios que con agua. La extraccion en fase so6lida se llevd a cabo pasando el
extracto primero por los cartuchos WCX y posteriormente por los cartuchos ENV+. El
analisis cromatografico se llevd a cabo con las columnas acopladas ISRP-GFFII e
Intersil Ph. El esquema del procedimiento establecido se presenta en la figura 6.24. Otro
punto importante a destacar en este método, es que no se continu6 utilizando a la
metacrilamida como estandar surrogado, pues en las pruebas realizadas con extractos de
la muestra, no se consiguid recuperarla. Finalmente se obtuvieron cromatogramas que
nos permitieron observar la sefial de la acrilamida y cuantificarla, como se muestra en la

figura 6.25.

7.2.1 Recuperacion

Se calculd la recuperacion de acrilamida para evaluar la eficiencia del método de
extraccion. Se encontrd que del total del analito, se extrajo s6lo el 27 %. Si bien el valor
de recuperacion es bajo, es importante destacar que fue posible obtener una buena sefial
cromatografica. Ademads, es importante mencionar que en general, los métodos de
analisis de acrilamida, presentan valores de recuperacion bajos (5 —40.1 %), por lo que
los wvalores calculados en este trabajo son similares a los reportado en la

bibliografial®®>>,
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7.3 Cuantificacion

Debido a que no fue posible continuar utilizando a la metacrilamida como

estandar surrogado, se evaluaron dos métodos de cuantificacion.

7.3.1 Estandarizacion externa.

El método de cuantificacion mas utilizado es el de estandarizacion externa, el
cual utiliza uno o varios estandares externos que contienen concentraciones conocidas de
analitos que se preparan separadamente de las muestras que contienen analito. La
estandarizacion se logra construyendo una curva de calibracion, y cuando la relacion es
lineal, puede obtenerse la ecuacion de la recta y con ella calcular la concentracion del
analito. Sin embargo, la estandarizacion externa, tiene una grave limitacion, pues cuando
dos matrices son diferentes, se introduce un error sistemdtico proporcional que no es
posible ignorar. Cuando se preveen problemas relacionados con la matriz, se debe
demostrar que el efecto de la matriz es despreciable o bien, utilizarse otro método de

cuantificacion'®?,

En la estandarizacion externa, el error obtenido ( 71.4 %) fue muy grande, lo cual
nos indica, que existe interferencia de la matriz y debe considerarse otro método de

estandarizacion.
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7.3.2 Adicion estandar

En el método de adicion estandar se afiaden a la muestra alicuotas de una
solucién estandar'®. Utilizando las muestras adicionadas, se construye una curva de
calibracion, con la cual se realiza la cuantificacion, pero en este caso, se eliminan los

efectos de matriz, porque la curva se construye en la muestral®?.

El error relativo obtenido fue de 2.4 %, por lo que se decidid realizar las

cuantificaciones de acrilamida utilizando el método de adicion estandar.

7.4 Validacion

La validacion puede definirse como el acto de demostrar y documentar que un
procedimiento opera eficientemente. El proceso de validacion significa asegurar y
proporcionar evidencia de que un proceso (dentro de parametros especificos) es capaz de
producir resultados consistentemente!’”). Para lograr éste objetivo se determinaron la

linealidad, la exactitud, la precision y los limites de deteccion y cuantificacion.

7.4.1 Linealidad

La linealidad en un procedimiento analitico es la habilidad (dentro de un rango

dado) de obtener resultados que son directamente proporcionales a la concentracion de

analito en la muestral’®).
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El método fue lineal en un rango de 0.175 a 0.530 pg/g. Se obtuvieron
coeficientes de correlacion y determinacion mayores a 0.99. Estos resultados son
similares a los obtenidos en trabajos previos de deteccion de acrilamida por HPLC con

detector UV-Vis23,

7.4.2 Exactitud y precision.

La Exactitud de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia que
hay entre un valor que es aceptado como verdadero o bien aceptado como referencia y el
encontrado!”. La exactitud se expresé como error relativo, y en este trabajo se obtuvo
un valor de 2.4 %, calculado por el método de adicidon estandar, para eliminar el efecto

de la matriz. Este resultado coincide con los reportados en la bibliografia (0.7-6.3 %)%,

La precision de un procedimiento analitico expresa la cercania (grado de

dispersion) entre una serie de medidas obtenidas de multiples muestras de la misma

]

, . .. . 78 ., ,
muestra homogénea bajo condiciones prescritas’®. La precision se expresé como

desviacion estandar relativa, y se calculd un valor de 6.8 %, el cual es menor al sefialado

)[79

por la AOAC en funcidn de la concentracién del analito (15 %) y también esta dentro

de los valores citados en la bibliografia (3-21 %)©'=**1,
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7.4.3 Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccidon para un procedimiento analitico es la menor cantidad de
analito en una muestra que es posible detectar pero no necesariamente cuantificable
como un valor exacto!’®. El limite de cuantificacion para un procedimiento analiticos es
la minima cantidad de analito en una muestra que puede ser cuantitativamente
determinado con apropiada precision y exactitud. El limite de cuantificacion es un
parametro para pruebas cuantitativas con bajos niveles de componentes en las matrices

de muestral”®.

El limite de deteccion para este trabajo fue de 0.017 pg/g y el limite de
cuantificacion de 0.058 pg/g, valores que son similares a los limites encontrados en las
referencias para trabajos realizados utilizando HPLC con detector de UV-Vis
(LOD: 0.015 pg/g, LOQ: 0.045 pg/g)[32’39]. Ademéds, es importante mencionar que con
los limites de deteccidon y cuantificacion que se obtuvieron en este trabajo, es posible
determinar los niveles de acrilamida presentes en los alimentos mencionados en la

Tabla 1.1.



98

CAPITULO 8

CONCLUSIONES

Se desarrollé un método preciso y exacto capaz de cuantificar acrilamida en

tortillas tostadas de maiz.

Debido a que no fue posible utilizar a la metacrilamida como estdndar surrogado,
y que el uso de la calibracion externa da un error muy grande, fue necesario realizar la

cuantificacion por el método de adicion estandar.

Si bien el uso de la cromatografia de liquidos con columnas acopladas permitio la
separacion de la acrilamida de algunas de las interferencias de la matriz, fue

indispensable incluir una etapa exhaustiva de tratamiento de la muestra.
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CAPITULO 9
PERSPECTIVAS
o Buscar alternativas del método de extraccion y limpieza para mejorar la
recuperacion.
J Aplicar el método establecido para determinar acrilamida en muestras

comerciales.
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