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RESUMEN

La acrilamida es un contaminante quimico que se genera como un subproducto del proceso
de coccidn de ciertos alimentos cuando la temperatura supera los 120 °C, como por ejemplo
en las papas procesadas. Es altamente toxica para el ser humano debido a sus caracteristicas

carcinogénicas, mutagénicas y neurotdxicas.

Para su identificacion, se desarroll6 un método utilizando un equipo de cromatografia liquida
de alta resolucién Merck Hitachi con las siguientes caracteristicas: una columna R18 Merck
Lichrocart, a una longitud de onda 200 nm, con una fase movil de acetonitrilo: agua
acidificada a pH 2,5 (2:98). Bajo estas condiciones se encontrd que la acrilamida tiene un

tiempo de retencion de 2,8 minutos.

Para la validacion del método se trabajé con un grafico de calibracién en un rango de
0,05 a 2,0 ppm con soluciones de acrilamida, esta presenta un factor de correlacion r de
0,99996, un porcentaje de linealidad de 99,46%, ademas de un limite de deteccion (LD) de
0,013 ppm y un limite de cuantificacién (LQ) de 0,045 ppm., un C.V% de 0,6 para la
precision intermedia y repetibilidad, y un porcentaje de recuperacion de 90,8%.

Las muestras analizadas fueron papas fritas caseras, papas fritas provenientes de cinco
restaurantes de comida rapida de distintos centros comerciales de Arequipa y papas “chips”
procedentes de dos mercados de Arequipa y dos marcas reconocidas. La extraccion de
acrilamida se evalud en dos tipos de solventes (agua y metanol), encontrdndose 6ptima en
solvente metanol (Met2), para las papas fritas. Sin embargo, la extraccion de papas “chips”

Unicamente pudo ser extraida con agua (Met1).
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En los resultados se obtuvo una mayor concentracion de acrilamida en las papas fritas del
Restaurante A (~1653 pg.kg™) y una menor concentracion para las del Restaurante B (~394
ug.kg?) , lo que demuestra que existen valores por encima de los niveles recomendados
para papas fritas procesadas en el Reglamento 2158/2017 de la Comision Europea (500
ug.kg?) .En cuanto a las muestras de papas “chips” inicamente la Marca 2 reporto una
concentracion de ~ 156 pg.kg™t la cual esta por debajo del nivel recomendado para papas
fritas “chips” ( 750 pg.kg™ ). Finalmente, en las papas fritas caseras segin las condiciones
de extraccion y medidas cromatograficas no se logré demostrar la presencia de acrilamida

en estas.

La importancia de este trabajo ademas de aportar un método rapido y sencillo para la
cuantificacion de acrilamida en muestras de papas fritas, es también advertir a la poblacién
de nuestro pais sobre la presencia de esta sustancia que podria ser perjudicial para la salud,
ya que como se observa en este estudio se logré demostrar que en la mayoria de papas fritas
de restaurantes de comida rapida existe un contenido considerable de acrilamida ; por ello
se sugiere la determinacion de acrilamida como control de calidad a papas fritas

comercializadas en nuestro pais.

Palabras Clave: Acrilamida, validacion, Cromatografia Liquida de Alta Resolucién, papas
fritas
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ABSTRACT

Acrylamide is a chemical pollutant that is generated as a byproduct of the cooking process
of certain foods when the temperature exceeds 120 ° C, as for example in processed potatoes.

It is highly toxic to humans due to its carcinogenic, mutagenic and neurotoxic characteristics.

For identification, a method was developed using a Merck Hitachi high resolution liquid
chromatography equipment with the following characteristics: a Merck Lichrocart R18
column, at a wavelength of 200 nm, with a mobile phase of acetonitrile: acidified water at
pH 2,5 (2:98). Under these conditions it was found that the acrylamide has a retention time
of 2.8 minutes.

For validation of the method we worked with a calibration graph in a range of 0.05 to 2.0
ppm with acrylamide solutions, this presents a correlation factor r of 0.99996, a linearity
percentage of 99.46%, in addition to a detection limit (LD) of 0.013 ppm and a limit of
quantification (LQ) of 0.045 ppm., a CV% of 0.6 for intermediate accuracy and repeatability,
and a recovery percentage of 90.8%.

The samples analyzed were homemade potato chips, potato chips from five fast food
restaurants in different shopping malls in Arequipa and potatoes "chips" from two Arequipa
markets and two recognized brands. The extraction of acrylamide was evaluated in two types
of solvents (water and methanol), being optimal in methanol solvent (Met2), for French fries.

However, the extraction of potatoes "chips" could only be extracted with water (Met1).

In the results a higher concentration of acrylamide was obtained in the fries of Restaurant A
(~ 1653 pg.kg-1) and a lower concentration for those in Restaurant B (~ 394 pg.kg-1), which
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demonstrates that there are values above the recommended levels for French fries processed
in Regulation 2158/2017 of the European Commission (500 pg.kg-1). As for samples of
chips "chips™ only Brand 2 reported a concentration of ~ 156 ug.kg-1 which is below the
recommended level for chips (750 ug.kg-1). Finally, in the homemade potato chips
according to the conditions of extraction and chromatographic measurements it was not

possible to demonstrate the presence of acrylamide in these.

The importance of this work in addition to providing a quick and simple method for the
quantification of acrylamide in samples of potato chips, is also to warn the population of our
country about the presence of this substance that could be harmful to health, since as it is
observed in this study it was demonstrated that in the majority of French fries of fast food
restaurants there is a considerable content of acrylamide; Therefore, the determination of

acrylamide as a quality control for French fries marketed in our country is suggested.

Keywords: Acrylamide, validation, High Resolution Liquid Chromatography, potato chips

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

Actualmente existen numerosos métodos de preservacion de los alimentos y de
mejoramiento de su sabor que han permitido prolongar su vida util y aumentar la variedad
de productos disponibles; sin embargo, estos habitos alimenticios han dejado de cubrir la
calidad y seguridad alimentaria y pasar a cubrir solamente necesidades de supervivencia, sin
importar la salud y bienestar de la comunidad (1).

El tratamiento térmico en alimentos es usado para su procesamiento, coccion y conservacion,
este tratamiento conduce a una serie de transformaciones en el alimento formando nuevos
compuestos que inciden, en la aceptabilidad del producto por el consumidor. Sin embargo,
en algunos casos, el tratamiento a altas temperaturas, en combinacién con otros factores,
puede dar lugar a la formacion de ciertos compuestos toxicos que afectan a la seguridad de
los alimentos. Estas sustancias quimicas se denominan “contaminantes quimicos de
procesado”, que son compuestos que no estaban presentes en el alimento fresco y que su
origen esta relacionado con el proceso tecnoldgico y/o culinario aplicado (2). Uno de los
primeros contaminantes de procesado encontrados fue la acrilamida, producido por la
aplicacion de métodos tradicionales de coccion (2).

La acrilamida es un contaminante del proceso quimico que se encuentra en los alimentos
como un subproducto del proceso de coccion, cuando la temperatura supera los 120 °C,
como al hornear, asar, freir y tostar (3). EI aminoacido asparagina (que se encuentra en
ciertos alimentos) reacciona con los azucares reductores a través de la reaccion de Maillard
produciendo acrilamida (3).

La acrilamida (AA) es altamente toxica para el cuerpo humano debido a sus caracteristicas
carcinogénicas, mutagénicas y neurotoxicas (4). Puede dafiar el ADN y puede metabolizarse
a formas mas genotoxicas y mutagénicas (como la glicidamida), (5). In vivo, tanto la
acrilamida como su metabolito pueden unirse a la hemoglobina, las albuminas séricas, el
ADN vy las enzimas (6). Debido a la presencia de AA en los alimentos, se han desarrollado
numerosas investigaciones relacionadas con su determinacion.

Segun la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (7) (IARC 1994), la
Agencia de Proteccién Ambiental (8), (US, EPA 2001) y el Sistema nacional de notificacién
y evaluacion de sustancias quimicas industriales (9) (NICNAS 2002), la acrilamida esta
clasificada como un compuesto que probablemente sea cancerigeno para los seres humanos.
La base de datos de carcinogenicidad incluye un aumento en la incidencia de tumores

benignos y/o malignos en multiples sitios en ambos sexos de ratas y efectos carcinogénicos
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en bioensayos en ratones durante un afio por varias rutas de exposicion (US EPA 2001), (8).
La acrilamida es genotoxica in vivo, evidenciando un valor positivo en células somaticas en
una amplia gama de ensayos en roedores e induce dafio genético transmisible en células
germinales masculinas de ratones (10,11), informaron que la administracion sistémica de
acrilamida a ratas Wistar causa efectos perjudiciales sobre la funcion renal y hepética. De
acuerdo a una clasificacion en la Union Europea (Reglamento CE 1272/2008 del Parlamento
Europeo y del Consejo, 2013), la acrilamida es considerada como carcindgena (categoria
1A), mutagénica (categoria 1B) y tdxica para la reproduccion (categoria 2, fertilidad), (12).
El Panel CONTAM evalué 43 419 resultados analiticos de productos alimenticios y
encontraron AA, en los niveles mas altos, en sustitutos de café, y en papas fritas (13). La
exposicion media de AA en la dieta en todas las encuestas y grupos de edad se estimaron en
0,4 a 1,9 ng.kg* de peso corporal, por dia. Las preferencias en la cocina casera pueden tener
un impacto sustancial en la exposicion a AA en la dieta humana (13). Tras la ingesta oral, la
AA se absorbe desde el tracto gastrointestinal y se distribuye a todos los 6rganos. La AA se
metaboliza ampliamente, principalmente por conjugacion con glutation, pero también por
epoxidacién a glicidamida (GA) (13). Se considera que la formacion de GA representa la
ruta subyacente a la genotoxicidad y carcinogenicidad de AA (13).

Por lo tanto, la acrilamida se trata de acuerdo con el principio "ALARA" (tan bajo, como sea
razonablemente alcanzable, por sus siglas en inglés: As Low As Reasonably Achievable).
Debido a esto, las investigaciones en tecnologias de procesamiento buscan obtener alimentos
de alta calidad con la menor cantidad de acrilamida (14).

En los Gltimos afios los restaurantes de comida rapida en Arequipa se han multiplicado y por
lo tanto el consumo de papas fritas de estos, ademas de ello siempre ha existido una gran
demanda de papas fritas de snacks también conocidas como ‘“chips”, que son
comercializados en la mayoria de tiendas. Conociendo esta realidad y sabiendo que estos
productos alimenticios tienen alta tendencia a la formacion de acrilamida en su proceso lo
cual podria llegar a ser perjudicial para la salud publica al tener caracteristicas
carcinogénicas, mutagénicas y neurotdxicas; es que se opto por realizar el presente estudio
ya que ademas actualmente no existe alguna norma técnica en nuestro pais que asegure la
calidad de estos productos.

Como se sabe la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) junto con la
espectrometria de masas (MS) son los métodos preferidos en la separacion y cuantificacion

de residuos de acrilamida en los alimentos, debido a su sensibilidad, selectividad y
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versatilidad (5) ; de tal forma que para la cuantificacion de dicha sustancia en este estudio
se decidio utilizar un cromatégrafo liquido de alta resolucion, buscando obtener un método
rapido y sencillo que permita alcanzar resultados confiables y fidedignos de la
concentracion de acrilamida en diversos tipos de papas fritas ,como se realizaron en otros
piases , y a su vez dejar un precedente para el analisis de esta sustancia en otros alimentos

procesados ,y por qué no también poder realizar futuros estudios de mitigacion .
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HIPOTESIS

Dado que ciertos carbohidratos procesados a elevadas temperaturas pueden generar una
sustancia toxica llamada acrilamida; es probable que las papas fritas consumidas por la
poblacion de Arequipa contengan dicha sustancia que puede ser identificada y por
consiguiente cuantificada mediante una técnica analitica de cromatografia liquida de alta

resolucion.
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OBJETIVOS

Objetivo general
e Desarrollar y validar una técnica analitica mediante cromatografia liquida de alta
resolucién aplicable a matrices de papas fritas, para la determinar y cuantificar

acrilamida.

Obijetivos especificos

1. Desarrollar un método analitico para obtener las condiciones cromatograficas
adecuadas de la cuantificacion de acrilamida.

2. Determinar los parametros de linealidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, precision y exactitud para la validacion del método.

3. Cuantificar acrilamida en papas fritas de restaurantes de comida rapida, “chips”, y
caseras, para contrastar los valores hallados con los limites permisibles.

4. Demostrar la importancia de cubrir la calidad y seguridad alimentaria en productos

de papas fritas.
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1. Marco Tedrico
1.1. Acrilamida
1.1.1. Generalidades

La acrilamida (CH> = CHCONH_, 2-propenamida, Chemical Abstracts Service
No. 79-06-01) es un mondmero de vinilo soluble en agua acetona y etanol que se
forma en muchos alimentos comunes durante la coccion. Es un solido blanco
inodoro con peso molecular de 71,08 g /mol. Sus sindnimos son amida acrilica y
etilencarboxamida (13). La acrilamida es también un componente del humo del
tabaco y es facilmente polimerizable (15).

Asimismo, (Figura 1.1) es un compuesto carbonilo a, f-insaturado con reactividad
electrofilica. Por lo tanto, puede reaccionar con grupos nucleofilicos en moléculas

bioldgicas, contribuyendo a la generacion de sus efectos toxicos (13).

O

\)J\NHZ

Figura 1.1: Estructura quimica de la acrilamida (AA) (13).
1.1.2. Propiedades fisicas

La acrilamida es un polvo cristalino incoloro e inodoro con un punto de fusion de
84,5 °C y un alto punto de ebullicién de 136 °C (a 3,3 kPa), (15). El producto
quimico esta disponible comercialmente como un sélido, una solucién acuosa al
30% o al 50%; esta uUltima requiere la adicion de estabilizadores para evitar su

polimerizacion (9).

El 90% de acrilamida se utiliza en la fabricacion de diversos polimeros, como la
poliacrilamida. Estos polimeros se utilizan como agentes aglutinantes, espesantes
o floculantes en aplicaciones como el tratamiento de aguas residuales, el
procesamiento de pulpa de papel y el procesamiento de minerales (10). Los
polimeros de acrilamida también se utilizan en cosmeéticos, agentes de
acondicionamiento del suelo, plasticos y materiales de envasado de alimentos
(10).
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1.1.3. Propiedades quimicas

La acrilamida experimenta reacciones tipicas de productos quimicos que
contienen un doble enlace vinilico reactivo y un grupo amida. La conjugacion
limitada que involucra electrones & significa que la AA tiene un fuerte croméforo
para la deteccion UV y no tiene fluorescencia (16). EI grupo carboxamida que
retira electrones activa el doble enlace, que reacciona con los nucleéfilos mediante
mecanismos de reaccion de adicion de Michael o Diel-Alder. Muchas de estas
reacciones son reversibles, y la velocidad de reaccién depende de la fuerza del
nucleodfilo. Estas reacciones son de importancia en los sistemas biol6gicos (16).

A temperaturas superiores a su punto de fusion, la acrilamida se polimeriza en una
reaccion rapida y altamente exotérmica. La exposicion a la luz ultravioleta

también resulta en una polimerizacion facil (9).

Los polimeros son hidrofilos con pesos moleculares de entre 1 a 30 millones y
cadenas de entre 14000 y 420000 unidades de mondmero. Cuando reaccionan con
compuestos de amonio cuaternario insaturados, se producen copolimeros
catidnicos, mientras que la reaccion con acidos carboxilicos o sulfénicos produce
copolimeros anidnicos (9).

1.1.4. Propiedades analiticas

e Muy buena solubilidad, alcoholes, acetona y acetonitrilo.

e Ligeramente soluble en acetato de etilo, diclorometano y dietileter.
e Insoluble en hexano y otros alcanos y alquenos.

e Baja, pero significativa volatilidad.

e No hay absorcion UV significativa por encima de 220 nm.

e El grupo amida es protonado por &cidos medios y fuertes (17).
1.1.5. Toxicologia

Se han realizado estudios toxicoldgicos con AA en ratas, ratones, monos, gatos,
conejos, cerdos y perros, utilizando varios protocolos de dosificacion y rutas de
exposicion. Se informo que los valores orales de LD50 para AA eran150 mg.kg!
para ratas, 107 mg.kg b.w. para ratones, y 150-180 mg.kg™ b.w. para conejos y
cerdos. Los efectos adversos informados en estudios de toxicidad con dosis

repetidas de AA en ratas, ratones, monos, gatos y perros consistieron en la pérdida
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de peso corporal y los efectos sobre el sistema nervioso reflejados por la paralisis
de las extremidades posteriores. En ratones, los efectos informados ademas de la
neurotoxicidad consistieron en efectos en los testiculos, incluida la degeneracién
de los epitelios en espermatidos y espermatocitos, la reduccién de los
espermatozoides y la presencia de células gigantes multinucleadas, asi como
hiperplasia forestal, proliferacion de células hematopoyéticas de inflamacion del
bazo y glandula prepucial, hiperplasia y catarata del epitelio alveolar pulmonar y

para ratones hembras quistes ovaricos.

En ratas, los efectos informados ademés de la neurotoxicidad, incluyeron atrofia
del musculo esquelético, atrofia testicular, vejigas urinarias distendidas, aumento
de la prevalencia de ectasia del conducto en glandulas prepuciales, proliferacion
de células hematopoyéticas en el bazo, hiperplasia de la médula dsea, atrofia
ovarica, degeneracion de la retina, células germinales exfoliadas, epididimo,
degeneracion de hepatocitos y necrosis hepatica, hiperplasia de la médula dsea,
infiltracion celular del ganglio linfatico mesentérico e hiperplasia de la glandula

pituitaria.
1.1.5.1. Genotoxicidad y carcinogenicidad

La ingestion oral de acrilamida en humanos, ocasiona que se absorba y se
elimine rapidamente en la orina, con una vida media de 3,1 a 3,5 h (18). Las
vias de conjugacion con glutation desempefian un papel importante para ayudar
al cuerpo a excretar acrilamida como metabolitos urinarios (Figural.2), (18).
La acrilamida también se metaboliza in vivo en glicidamida, un epoxido
qguimicamente reactivo que podria explicar la mayor parte de los efectos

genotoxicos y carcindgenos observados de la acrilamida (19).

Algunos ejemplos de resultados genotoxicos de la acrilamida son la induccion
de mutaciones genéticas y anormalidades cromosomicas en células cultivadas
in vitro, y la mutagenicidad in vivo en el estudio Big Blue Mouse con
glicidamida y acrilamida. Tanto la acrilamida como la glicidamida reaccionan
con compuestos nucleofilos a través de la adicién de Michael para formar

aductos en el ADN (glicidamida) y proteinas (acrilamida y glicidamida).
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Figura 1.2: Metabolismo de la acrilamida (18).

Los aductos de la acrilamida y la glicidamida en la valina N-terminal de la
hemoglobina no son toxicos, pero son Gtiles como marcadores de la exposicion
in vivo a la acrilamida. Se ha demostrado que se producen tres aductos en el
ADN a partir de la exposicion in vivo a la glicidamida, y se han encontrado

otras bases aductadas en reacciones in vitro (19).
1.1.5.2. Neurotoxicidad

La neurotoxicidad (debida a la exposicidn laboral y a otros tipos de exposicion
no alimentaria y de alto nivel) es el Unico efecto negativo reconocido de la

exposicion humana a la acrilamida. Tanto la Organizacion Mundial de la Salud
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(OMS) como el Comité Cientifico de Alimentacidn de la Union Europea (SCF)
concluyeron que no cabia esperar efectos neurotéxicos de los niveles de
acrilamida encontrados en los alimentos en el caso de la neurotoxicidad y se
cree que los efectos reproductivos ocurren con dosis mucho mas elevadas de
las que aparecen en los alimentos (19).

1.2. Formacion de acrilamida en alimentos

La observacion de niveles relativamente altos en ciertos alimentos ricos en
carbohidratos, y niveles mas bajos en alimentos ricos en proteinas, puede reflejar la
relativa facilidad de formacion en los primeros, o puede deberse a la volatilizacién o
reacciones adicionales entre la acrilamida y los componentes de los alimentos en el
ultimo caso. Se espera que la acrilamida pueda reaccionar con cualquier componente
alimenticio mayor o menor que contenga grupos tiol, amino y, en un grado mucho

menor, hidroxilo (20).

Se ha determinado una serie de mecanismos tedricos de formacion de acrilamida,
comprendida la via exclusiva de los aminoacidos, de intermedios de acroleina,
intermedios de &cido acrilico y precursores de la reaccion de Maillard. La reaccion
de Maillard es la ruta méas probable de formacion de la acrilamida en productos
procesados a altas temperaturas, generalmente por encima de 120 °C ,como lo
demostraron en otros estudios ( 14,16 ), poco despues de los primeros informes de
la aparicion de AA en ciertos productos alimenticios (13). La baja humedad, la alta
temperatura y el pH alcalino tienen una influencia positiva en esta reaccién (15).

Por tanto, la acrilamida es un intermedio de una secuencia de reacciones quimicas de
pardeamiento no enzimatico entre el aminoacido asparagina y los azlcares
reductores, principalmente glucosa y fructosa (6) (Figural.3). En el primer paso, la
asparagina reacciona con un azucar reductor, formando una base de Schiff. A partir
de este compuesto en una reaccion compleja, incluida la descarboxilacion y una

reaccion de eliminacion en varias etapas, se forma la acrilamida (17).

En sistemas modelo se demostro que, dependiendo del pH, la temperatura y el nivel
de humedad, la base de Schiff es el primer producto de interaccidn entre los azlcares
reductores y los aminoécidos, los cuales pueden sufrir una reorganizacion de
Amadori, reaccion de Strecker o ciclizaciones para generar compuestos

heterociclicos que contienen nitrogeno (15) (Figura 1.4). Sin embargo, antes de estas
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transformaciones, la base de Schiff puede sufrir reacciones de isomerizacion, lo que

aumenta aun mas los productos de reacciéon de Maillard (15).

0]
OH HoN
7 . OH
o R O NH,
azucar reductor asparagina
lHZ
0]
-co2 /Y < + 2
H,N N= — L °
2 > _>—R Acrilamida

HO
base Schiff

Figural.3: Mecanismo simplificado de formacién de acrilamida (17).

Se han hipotizado también, otras trayectorias de formacion de acrilamida en los
alimentos (13,19): a) al calentar la asparagina o la glutamina a 180 °C se forma
acrilamida por degradacién térmica, aungue sea en niveles minimos, b) el amoniaco
producido por aminoacidos alfa mediante la degradacion de Strecker reacciona con
acido acrilico, formado a partir de acroleina en la degradacion de lipidos o de &cido
aspartico por una via analoga, c) un radical de acido acrilico por aplicacién de calor
a alta temperatura de la acroleina reacciona con un radical amino formado por
calentamiento de un aminoacido a elevada temperatura, y d) la 3-aminopropionamida
formada por decarboxilacion enzimatica de la asparagina (por ejemplo en las papas),
se degrada y convierte en acrilamida durante la aplicacion de calor.

Respecto al efecto de los azlcares reductores, se han reportado mayores niveles de
formacion de AA en aquellos alimentos que contienen altas concentraciones de
fructosa comparados con los que presentan mayor concentracion de glucosa; y mayor

formacion de AA si hay presencia de aldosas que de cetosas (22).

Los alimentos ricos en estos dos precursores se derivan en gran parte de fuentes
vegetales, como las papas y los granos (10). La formacion de acrilamida es
particularmente probable en alimentos ricos en carbohidratos, horneados o fritos.
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Figural.4: Formacion de acrilamida a partir de asparagina en presencia de o~
hidroxicarbonilo (21).

Entre estos alimentos se encuentran las galletas, pan, tostadas, café v,

particularmente, en papas fritas (14).

En un estudio (23), se demostré que cocinar papas hiumedas a 120 °C bajo presion
formo < 20 pg.kg! de AA, mientras que se form¢é aproximadamente 10 000 pg.kg™
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cuando se calento6 polvo de papa seco, lo que indica la importancia de la evaporacion

del agua antes de la formacion de AA.
1.3. Variables que influencian la presencia de acrilamida en papas fritas

Las papas fritas son propensas a formar acrilamida debido al alto contenido de
precursores en el tubérculo y la intensidad del tratamiento térmico aplicado. Se
realizaron varios estudios, investigando los factores que afectan la formacion de
acrilamida durante la fritura y revelaron que debe evitarse un almacenamiento a baja

temperatura de las papas (24).

La cantidad final de acrilamida que se puede formar al freir papas puede estar
influenciada por distintas otras variables, entre ellas la composicién de la papa. La
papa proporciona precursores de la reaccién de Maillard (azucares reductores y
asparagina) cuya cantidad depende de la variedad de papa, el periodo de cosecha, las
caracteristicas del suelo y las condiciones de almacenamiento posteriores a la
cosecha como la temperatura y el tiempo. Ademas, el bajo contenido de humedad de
la papa también favorece la generacion de acrilamida. Las variables del proceso de
fritura que interfieren en la formacion de acrilamida dependen de la temperatura y el
tiempo de coccion, el tamafio de la superficie de contacto con el fluido de

calentamiento y la relacion entre la papa y el aceite (14).

La fritura genera una estructura compleja formada por una capa externa deshidratada,
porosa y crujiente donde se encuentra el aceite y una region humeda libre de aceite
(25). La acrilamida se forma en la capa superficial de las papas: por lo tanto, su
tamafio y forma pueden ejercer una influencia sobre la cantidad final de acrilamida.
Por lo tanto, cuanto mas delgadas y mas pequefias sean las porciones cortadas, mayor
sera la concentracion de acrilamida que se forma en ellas (26). La formacion de
acrilamida aumenta con la temperatura de coccién y muy marcadamente con el
tiempo de coccion. La temperatura dptima para la formacion es de alrededor de 180
° C, aunque a partir de 120 °C, la formacion de acrilamida ya esta claramente
favorecida (14). A temperaturas superiores a 180-200 °C, un aumento dréastico de los
niveles de acrilamida es seguido por un rapido descenso en esas reacciones debido a

la degradacion de las mismas.

Otros aspectos a considerar son la superficie de contacto y el volumen de muestras

de papa durante la fritura: una amplia superficie de contacto conduce a niveles
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significativamente mas altos de acrilamida, ya que méas precursores estan expuestos
a temperaturas elevadas. Por otro lado, cuanto mayor sea la cantidad de muestra
introducida en el aceite, mayor sera la disminucion de la temperatura y mayor sera el
tiempo de fritura requerido para recuperar la temperatura inicial. Por lo tanto, la
formacion de acrilamida disminuye, pero la calidad de la fritura se degrada. En
general, la relacion entre la muestra y la cantidad de aceite debe ajustarse para evitar
valores inferiores a 140 ° C, obteniendo asi un producto de textura y sabor mejorados,
pero con una baja concentracion de acrilamida (27).

1.4. Métodos de analisis
1.4.1. Requerimientos legales

Segun las recomendaciones de la UE, los métodos de analisis deben caracterizarse
al menos por los siguientes criterios: precision, aplicabilidad (matriz y rango de
concentracion), limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ),
precision, repetibilidad, reproducibilidad, recuperacion, sensibilidad, linealidad e
incertidumbre de la medida (13). Los valores de repetibilidad y reproducibilidad
se expresan en una forma reconocida internacionalmente (por ejemplo, los
intervalos de confianza al 95% definido por la ISO 5725: 1994 o IUPAC). Para
asegurar la comparabilidad de los resultados analiticos, se deben elegir métodos
que puedan alcanzar un LOQ de hasta 100 pg.kg™? (0,05 ppm ) para productos de

papa (13).
1.4.2. Técnicas de analisis

Las técnicas de cromatografia liquida acoplada con masas (LC/MS) y
cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas en tdndem (GC-
MS/MS) son las més utilizadas para la cuantificacion de acrilamida en alimentos
tratados térmicamente. Los métodos basados en cromatografia liquida (LC)
permiten la determinacion de la acrilamida como tal, mientras que los métodos
basados en GC generalmente incluyen la derivatizacion de la acrilamida antes de
su analisis (15) para disminuir la polaridad de la AA y obtener iones

caracteristicos con mayor masa molecular (4).
1.4.3. Validacion de métodos

En Europa, se llevd a cabo un estudio interlaboratorio para validar un

procedimiento analitico con GC-MS y un LC-MS/MS para determinar acrilamida
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en productos de panaderia (panes crujientes, galletas) y productos de papa (chips),
en un rango de concentracion de aproximadamente 20 pg.kg hasta 9000 pg.kg. El
método LC-MS/ MS mostré un rendimiento superior en comparacién con el
método GC-MS (28).

En China, en el 2005, se publico la Norma Nacional GB/T 5009.204-2005, un
método GC-MS para la determinacion de acrilamida en alimentos (29). En el 2010
se publico la Norma GB 5009.204-2010 que incluye un procedimiento analitico
con LC-MS/MS (15).

1.4.4. Tratamiento de la muestra

El bajo peso molecular, la alta reactividad y la falta de cromoforo son desafios en
el anélisis de AA a bajas concentraciones en productos alimenticios. La eleccion
de las condiciones 6ptimas de extraccion y los pasos de limpieza posteriores
dependen de la matriz de alimentos de interés (13). Los disolventes mas usados
son el agua y las mezclas de agua y disolventes organicos, como el n-propanol o
la 2-butanona. Para mejorar la extraccion, también se propuso aumentar la
temperatura del solvente de extraccion o tratar la muestra en un bafio de
ultrasonidos durante varios minutos. Por ejemplo, la extraccion asistida por
ultrasonidos basada en liquidos i6nicos (ILUAE) se desarroll6 para determinar el
contenido de AA en muestras de alimentos (30) . Para la limpieza de los extractos,
se informaron varias combinaciones de materiales de extraccion en fase sélida
(SPE). Estos incluyen, entre otros, materiales de fase inversa, intercambio
anionico, anion de modo mixto e intercambio catibnico de modo mixto, y

materiales de carbono grafitizado (13).
1.4.4.1. Extraccion

Las condiciones de extraccion parecen ser el parametro mas critico en la
preparacion de muestras para la deteccion de AA en una variedad de alimentos.
Muchos factores pueden afectar el rendimiento de extraccion de AA de las
matrices de alimentos, como el tamafio de particula de la muestra, el
desengrasado, el disolvente de extraccion, la relacién la muestra- solvente,
aplicacion de fuerzas mecénicas, temperatura de extraccion y tiempo de

extraccion (16).
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El agua se usa mas comunmente para extraer acrilamida de los alimentos (15),
debido a que la AA es muy hidrofilica y altamente soluble en agua (16), sin
embargo es posible el uso de otros solventes polares (15). Se utiliza el agua a
temperatura ambiente para extraer AA, esto minimiza la disolucion de compuestos
hidréfobos en los productos alimenticios, y también la coextraccion de otros
compuestos no deseados en la matriz (sales, proteinas, carbohidratos), que podrian
interferir con la deteccion y degenerar el sistema cromatografico, si no se eliminan

por limpieza (31,32).

La extraccion incompleta es una posible causa de resultaos erroneos en el analisis
de acrilamida. Esto puede ocurrir cuando el alimento no esta suficientemente
macerado o cuando se usa un tiempo de extraccion corto o una temperatura de
extraccion baja (15, 16) La formacion de acrilamida durante el procedimiento de
extraccion es otra posible fuente de error, como por ejemplo un valor alto de pH
liberaria acrilamida "oculta” de la matriz alimentaria debido probablemente a la
formacion de acrilamida a partir de los intermedios de reaccion de Maillard (33).
Otras interferencias incluyen la contaminacion de la acrilamida del material de
laboratorio, como los filtros de jeringa (15).

Existen diferentes soportes mecanicos para la extraccion de AA de muestras de
alimentos reportados por los investigadores. Por ejemplo, un bafio de ultrasonidos
o0 un agitador, un shaker horizontal, un shaker rotatorio, un homogeneizador Ultra
Turrax, un oscilador o vibrador de vértice y un bafio de agua con termostato (16).

Se investigd el uso de metanol como medio de extraccion en lugar de agua. La
adicion de agua a una muestra de papa homogeneizada result6é en una suspension
espesa, lo que dificulta la extraccion (34). EI metanol es muy compatible con las
matrices de alimentos que contienen altas cantidades de grasa como las papas
fritas. Dado que el metanol no extrae almidon y algunos otros polisacéridos,
produce un extracto mucho mas claro que el que contiene agua incluso sin
centrifugacion. Ademas, puede evaporarse facilmente bajo una suave corriente de

nitrégeno para mejorar el limite de cuantificacion (LOQ) por concentracién(16).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

Existen informes acerca del uso de acetona en la extraccion de AA, se debe usar
una cantidad suficiente de agua para extraer AA completamente de las muestras
(35). Algunos autores informaron que se puede lograr una alta recuperacién de la
extraccion de AA utilizando soluciones acuosas de cloruro de sodio concentradas
como solvente de extraccion para inhibir la emulsificacion durante el

pretratamiento de la muestra y desnaturalizacion parcial de proteinas (16).

Las muestras de alimentos a base de papa y cereales procesados suelen estar
compuestas de altas cantidades de coloides (almidon y proteinas) y grasa, que se
deben separar después de la extraccion con agua. El contenido de grasa puede
ocasionar picos que se superponen con el analito o bloquear la columna analitica
(16). Se utilizan disolventes como hexano, diclorometano, éter de petréleo y
ciclohexano para la extraccion de grasa. En dos estudios realizados en China
(31,36), encontraron que cuando la temperatura erade 0 °C 0 5 °C y la velocidad
de centrifugacion era de 1300 x g, la capa de aceite se solidificaba y podia
eliminarse simplemente por filtracion, lo que reducia la interferencia. (37, 38),
concluyeron que la eliminacion de las grasas con n-hexano de papas fritas fue de
aproximadamente 40% en peso total, mejorando el rendimiento de extraccion de
AA.

1.4.5. Desarrollos en el analisis instrumental.
1.4.5.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se han desarrollado técnicas cromatograficos con técnicas de deteccion
convencionales, generalmente mas baratas y mas faciles de operar, para la
determinacion de acrilamida en algunos alimentos. El analisis de extractos
purificados de AA se puede hacer directamente utilizando metodos de
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), (16). Para el analisis de
cromatografia liquida (LC), se aplica un detector ultravioleta (UV), (31) o de
matriz de diodos (39) a longitudes de onda baja de 210 y 225 nm (rango de
moléculas insaturadas), (16), dado que son adecuados para productos
alimenticios que contienen altos niveles de AA, debido a que la sensibilidad
no es un problema importante (40). La cromatografia idénica con deteccion
UV a 202 nm se utilizd con éxito para la determinacion de acrilamida, con

una etapa previa de limpieza completa. Los resultados obtenidos fueron
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similares a los obtenidos con la deteccion de MS incluso a un nivel de 0,1
mg.kg™t (41). Por lo tanto, la deteccion de UV se puede usar para la
determinacion de acrilamida en productos alimenticios como café o pasteles
en el rango de 4,0 x10%2 a 5,0x10"2 mg.kg™ para café y pasteleria y para papas
fritas hasta 2 y 3 mg.kg. Estos limites de deteccion pueden reducirse adn

mas mediante una limpieza adecuada (41).

1.4.5.2. Cromatografia de gases acoplada con espectrémetro de masas (GC-MS)

Las técnicas basados en GC generalmente incluyen la derivacion de
acrilamida, que se realiza con acido bromhidrico, solucion saturada de bromo
(Br2) (15) o un método utilizando bromato de potasio en medio acido (42).
El uso de estos reactivos es mas conveniente y seguro, y la reaccion se realiza
en aproximadamente 30 minutos a temperatura de almacenamiento en frio y
resultados con buena reproducibilidad. El bromo se agrega a la acrilamida en
una reaccion rapida y cuantitativa como se muestra en la Figura 1.5. La
dibromopropionilamida resultante es mas volatil y menos polar que la

acrilamida (17).

Br

NH2 i
/\H/ - Br2 H NH2

O Br O

Figural.5: Adicion de bromo a acrilamida (17).
La GC-MS con bromacién se usa en muchos laboratorios, porque el equipo
GC-MS es mas barato y esta disponible en mas laboratorios que la LC-MS-
MS (17).

La GC-MS/MS también puede realizar un analisis confiable de la acrilamida
no derivada, pero se debe tener mucho cuidado de eliminar la asparagina y
los azUcares del extracto para evitar la formacion de acrilamida en el puerto

de inyeccion caliente del GC (43).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

1.4.5.3. Cromatografia liquida acoplada con espectrémetro de masas en tAndem
(LC-MS/MS)

La LC-MS simple no tiene éxito, porque los iones de los fragmentos de
acrilamida son de baja masa y el poder de separacion de LC no es muy alto,
debido a la pobre retencion de acrilamida en fases de separacién comunes.
Las interferencias pueden ocurrir muy a menudo incluso en matrices simples;
por lo tanto, LC-MS/MS es obligatorio para detectar acrilamida no derivada
(17).

Los métodos de LC-MS/MS son los métodos més publicados. Se ha
investigado comparativamente el efecto de diferentes fases solidas sobre la
retencion cromatografica de acrilamida. La mejor retencion se logré con una
fase que comprendia carbono grafitico poroso (Hypercarb) utilizando agua

como fase movil (15).

La mayoria de los métodos establecidos emplean ionizacion por electrospray
(ESI). Otro método recomienda la ionizacion quimica a presién atmosférica
como interfaz reportandose una sensibilidad mejorada para la acrilamida
(LOD 0,03 pg.L-1) y menos efectos de matriz en comparacion con ESI (44).

Para mejorar la etapa cromatogréfica, se investigo la cromatografia liquida de
rendimiento 6ptimo (UPLC) acoplada a MS/MS. Este método proporciona un
procedimiento rapido con un tiempo de ejecucion de solo 3 min (45). Ademas,
las particulas hibridas utilizadas en las columnas de UPLC a menudo
mostraron una selectividad Unica en comparacién con los empaques de HPLC

convencionales (46).

La ventaja del método de UPLC también se relaciona con un aumento en la
eficiencia y la resolucion de ejecucion, porque las particulas con un tamafio
de 1,7 um en las columnas de UPLC permiten el andlisis cromatografico a

una presion mucho més alta y una tasa de flujo mas rapida (15).

1.4.5.4. Otras técnicas

La cromatografia electrocinética en micro emulsion, una técnica de

electroforesis capilar (EC), se ha aplicado para la determinacién de acrilamida
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sin derivatizacion (15). Se obtuvo un LOD inferior para EC después de la
derivacion de acrilamida con acido 2-mercaptobenzoico para obtener un
compuesto i6nico (LOD 0.07 pg.mL™?), (47). La aplicabilidad de EC acoplada
a MS/MS para el andlisis de acrilamida en productos alimenticios obtuvo
buena linealidad y precision y se informaron como opciones simples, rapidas
y economicas (15). También se utilizé la deteccion por electroquimica
pulsada (48).

Existen otros métodos incluidos los sensores de inmuno ensayo, biosensores
electroquimicos y microbalanza de cuarzo (49). Preston et al. (50), produjo
un anticuerpo policlonal mediante el uso de acido 3-mercaptobenzoico (3-
MBA)- acrilamida derivada como hapteno y us6 de antisueros en un ensayo
inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccién de acrilamida.
La desventaja de este método es que la acrilamida necesita de una

derivatizacion.

1.5. Antecedentes de analisis por HPLC de acrilamida en papas fritas

En un estudio se propuso el uso de cromatografia liquida en fase normal (NP-
HPLC) como un método eficaz para la deteccién y cuantificacion de
acrilamida (41). El método se basa en la separacion de este analito en una
columna polar utilizando &acido sulfdrico 0,01 M como eluyente. En estas
condiciones, la acrilamida se convierte en un producto catiénico protonado
de amonio. La mejora en el rendimiento y la reduccion en los tiempos de
analisis se lograron ain méas mediante la introduccion de un gradiente de
acetonitrilo al 20% en la fase movil. En la Tabla 1.1 se muestra las ultimas

referencias de analisis de acrilamida por HPLC.
1.6. Antecedentes de acrilamida en alimentos

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. informé que ocho
categorias de alimentos (papas crujientes, papas fritas comunes, papas fritas al horno,
cereales para el desayuno, pan tostado, galletas, pan suave, café) aportan mas del 80
por ciento del consumo de acrilamida de la poblacién media. Las estimaciones de la
exposicion alimentaria realizadas en el Reino Unido revelan que los productos
elaborados con cereales y papas son las principales fuentes de acrilamida en la

alimentacién en el Reino Unido (19), (Anexol).
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Tabla 1.1: Referencias de analisis de acrilamida por HPLC.

Autores Paleologos y col.(41) Wang y col.(31) Khosman y col.(51) Xuy col.(52)
muestras de alimentos alimentos fritos
Muestras enriquecidos sin AA chinos nativos a papas chips papas chips
nativo base de harina
Técnica HPLC- fase normal HPLC- fase HPLC-UV HPLC- fase inversa
inversa
Deteccion UV-200 nm UV-210y 225 nm UV-202 nm UV-210 nm
Elucion Isocrética gradiente gradiente -
L 8 - 4,0% v /v de ACN ! , metanol /agua
Fase mévil acido sulfarico 0,01 M en agua agua: ACN: metanol (15: 85, v / V)
Valores de AA en o . . i
papas fritas (ug.kg) 843,3 crips: 138 chips: 239,6
LOD (ng.kg?) 10 6 2,46 0,066
LOQ (pg.kg-1) - 2,3 3,14 -
RSD <1% 2,1-10,9 % 4,01 % 4,1%
Recuperacion 95y 103 % > 78.0% = 88.9y 89.5%

En Canada, las concentraciones mas altas de acrilamida se han detectado en papas
fritas y papas chips; las papas contienen asparagina y azlcares naturales, y estos
productos generalmente se cocinan a altas temperaturas (10). No se ha detectado
acrilamida en las papas hervidas, ya que la temperatura de coccién no es lo
suficientemente alta como para causar su formacién. La acrilamida también se
detectd en cereales para el desayuno, pasteles, galletas, panes, tostadas, productos de
cacao y café, aunque en concentraciones mas bajas que en las papas fritas y las papas
chips. La acrilamida no estd presente en ninguno de los ingredientes de estos
productos alimenticios antes de la coccion. Segun estadisticas en Canada, las ingestas
de acrilamida varian de 0,30 a 1,58 pg kg*-p.c por dia cuando se usan niveles de
consumo promedio (10).

En otros estudios (53), se calcularon estimaciones de ingesta de acrilamida para 110
nifios alemanes, basandose en los analisis de acidos mercapturicos de acrilamida y
glicidamida en la orina. Se observd una asociacion significativa entre el consumo de

papas fritas y el nivel de metabolitos de acrilamida (es decir, concentraciones 2—3
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veces mayores de metabolitos en nifios que consumen papas fritas méas de 3 veces
por semana en comparacion con aquellos que las consumen menos de una vez al
mes), (53).

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA),
presento resultados de la exposicion dietética a la acrilamida para ocho paises (Brasil,
China, Francia, Irlanda, Nueva Zelanda, Noruega, Espafia, Reino Unido),
representados en la Tabla 1.2 ElI modelo combiné los datos de consumo individual
con los datos de ocurrencia media obtenidos de las encuestas de monitoreo y con los
pesos corporales de los consumidores informados en las encuestas de consumo (15).

Las estimaciones de las exposiciones dietéticas promedio oscilaron entre 0.2 y 1.0
ng.kg® de peso corporal por dia para la poblacion adulta en general. Para los
consumidores adultos en el percentil alto (95th-97.5th), las estimaciones de la
exposicion dietética oscilaron entre 0,6 y 1,8 pg.kg™ de peso corporal por dia (15).

Sobre la base de los pocos datos disponibles para los nifios, se observo que los nifios
tenian exposiciones dietéticas a la acrilamida que eran aproximadamente el doble que
las de los consumidores adultos cuando se expresaban sobre la base del peso corporal.
El Comité tomo una exposicion alimentaria a acrilamida de 1 pg.kg™ de peso corporal
por dia para representar la media para la poblacion general y una exposicion de 4 pg.
kg™ de peso corporal por dia para representar a los consumidores con alta exposicion.
Las papas chips (USA=papas fritas a la francesa) contribuyen entre 10-60 % y las
papas crips (USA= chips) (10-22%) a la exposicion dietética media total de
acrilamida (15).

Segun el Programa conjunto FAO/OMS sobre normas alimentarias, se muestra una
tabla resumen (Tabal 1.3) de los datos producidos en el 2002 sobre la presencia de
acrilamida, por lo tanto, no necesariamente refleja los niveles actuales de acrilamida

en estos productos.

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) (15),
present6 datos de acrilamida reportados por varios paises (Tabla 4). La mayoria de
las muestras se analizaron mediante métodos GC-MS/MS o LC-MS/MS, donde el
LOD y el LOQ variaron de 1 a 60 pug.kg™t y de 2 a 100 pg.kg?, respectivamente, para
diferentes productos alimenticios.
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Tabla 1.2: Estimacion de la exposicion dietética de acrilamida en algunos paises (15).

Pais Poblacién Afo Estimacién Principal contribucion
-1 i : 1
Brasil 5?8 adolescentes de 11 a 17 2004-2006 0,12 ug.lfg p.c por dia en promedio y 0,8 pg.kg Papas (60 %)
afios p.c por dia para el percentil 97,5.
. 4320 personas mayores de 15 0.19 pg.kg*—p.c por dia en 2000 y 0.29 ug.kg* —p.c Papas fritas y asadas
China afios de edad R or dia en 2007 (53,7%) (2000),
p : (48,7 %) (2007)
0,4 pg.kg* —p.c por dia en promedio y 1,0 pg kg™ —
. 4079 participantes de 3 a 79 i p.c por dia para el percentil 95 (Poblacién de 17 afios). . A0 0
Francia afios F0F-2009 0,7 y 1.8 pug.kg* —p.c por dia (nifios de 3 a 17 Papas chips (45-60 %)
afnos).
S ’ . 1
Irlanda 954 adultos de 18 a 64 afios 2006 43 “g‘kg PERr dla.en promedio y 1.8 pg kg™ —p.c Papas (48 %)
por dia para el percentil 97,5.
i . 0,7 y 0,9 ug.kg*—p.c por dia (19 afios de edad), de 1,4 Papas chips (9-23%)
Nueva Zelanda | adultos, nifios y bebés 2003 y 2005 a 1,6 pg.kg’p.cpor dia (adolescentes de 11a 14 | panas crips (10-22 %)
anos), de 1,7 a 2,3 pg.kg* —p.c por dia (bebésd.e 6 a
12 meses)
_l_ r 7 -1 . ’
Noruega 119 mujeres embarazadas de 2003-2004 0,5 “g'kg. p-c por dia'y 0,9 pg.kg™ —p.c por dia para Papas crips (16 %)
- el percentil 95.
22 a 44 anos
Espafia Adultos 2005 0,2 pg.kg*-p.c por dia en promedio Papas chips (23%)
-1 1 i -1 i 0,
Reino Unido Adultos 2006 0,6 pg.kg p.c por diaen pr_omedlo y 1,3 ng.kg?t —p.c | Papas ch_lps (21%)
por dia para el 97,5 percentil. papas crips 9 %)
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Tabla 1.3: Niveles documentados de acrilamida en alimentos (19).

Niveles de acrilamida
Grupo de ) _
_ Grupo de productos alimentarios (ng.kg?)
alimentos
minimo Maximo
papas crujientes? 117 3770
papas fritas o a la francesa® 59 5200
papas | papas (crudas) <10 <50
bufiuelos de papa y papas desmenuzadas
(fritos) 42 2779

2 Refrigerio de patatas (papas) fritas en cortes finos (en algunas regiones, comprendida América del Norte, se
Ilaman "papas fritas").
b Productos de papa en cortes mas gruesos (llamados papas a la francesa en algunas regiones, comprendida

América del Norte, o papas fritas en el Reino Unido).

Las concentraciones medias de acrilamida en las papas oscilaron entre 399 y 1202

ng.kg™ para las papas crips y de 159 a 963 pg.kg™ para papas chips.

En un estudio en Colombia, se determiné la presencia de acrilamida en papas a la
francesa de marca en 12 625 pg.kg?, papas a la francesa de restaurant (661 pg.kg?)
y papas criollas fritas (142 pg.kg?), analizado por cromatografia de gases acoplado

con espectrometria de masas (55).
1.7. Legislacién

Sobre la base de los resultados del seguimiento en los Estados miembros de 2007 a
2011, la Comision de la UE establecié "valores indicativos™ para AA en diversos
productos alimenticios. Los valores indicativos para las papas fritas se mencionan en
la Tabla 1.5, segin la Comision de Recomendacion 2013/647/UE. Estos "valores
indicativos™ no son umbrales de seguridad, sino que solo pretenden indicar la
necesidad de una investigacion. La recomendacion dice: “Las investigaciones deben
continuar incluyendo el Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico (HACCP)
del operador de la industria alimentaria o un sistema similar con el fin de explorar
con el operador de la empresa alimentaria si se han identificado los pasos de
procesamiento relevantes susceptibles de la formacion de acrilamida y si se han

tomado las medidas apropiadas para controlarlos” (13).
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Tabla 1.5: Valores indicativos de AA en alimentos segun la Comision de Recomendacion
2013/647/UE (13).

Producto alimenticios Valor indicativo (ng.kg?)

Papas fritas listas para comer 600

Papas crips de papas frescas y de masa de papa

1000
Galletas a base de papa

El Reglamento 2158/2017 (Comision Europea 2017) (Anexo2) obliga a los procesadores de
alimentos y operadores de negocios alimentarios en Europa a reducir la presencia de
acrilamida en sus productos de acuerdo con el principio ALARA, estableciendo medidas

proporcionales al tamafio y la naturaleza de los establecimientos (56).

Los productos a base de papa son uno de los principales contribuyentes a la exposicién a la
acrilamida, y se ha establecido un nivel de referencia de 500 pg.kg? para las papas fritas
listas para comer (Tabla 1.6). Este valor esta en linea con el resultado de la opinion cientifica
de la EFSA sobre la acrilamida en esta categoria de alimentos que determina un contenido
promedio de 308 ng.kg™ y 971 nug.kg™ en el percentil 95 (13). También se compara que entre
el 2013 y el 2017, la Comision Europea disminuyd el valor indicativo de acrilamida en papas

fritas, indicando que en este Ultimo Reglamento el valor es mas estricto.

Tabla 1.6: Valores indicativos de AA en alimentos segun la Comision de Recomendacion
2158/2017 (56).

Producto alimenticios Valor indicativo (ug.kg™)

Papas fritas listas para comer 500

Papas crips de papas frescas y de masa de papa

750
Galletas saladas a base de papa

En los Gltimos afios, algunas iniciativas educativas vinculan el color dorado de la
papa frita con niveles méas bajos de acrilamida y, por lo tanto, con buenas practicas
de fritura (54). En este sentido, la Asociacion Europea de Procesadores de papa lanz6

la iniciativa GoodFries (www.goodfries.eu) para servicios de alimentos y
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consumidores. La Agencia de Normas Alimentarias en el Reino Unido y la Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria, lanzaron las iniciativas '‘Go for Gold' (FSA,
2017) y 'golden and not toasted' (AECOSAN, 2015) respectivamente, ayudando a los
consumidores a comprender como minimizar la exposicion a la acrilamida en casa
(57).

1.8. Meétodos de mitigacion

Se han reportado un namero limitado de medidas de mitigacion de la acrilamida en

papas a nivel industrial. Entre ellas se encuentran:

* Elegir variedades de papa con bajos niveles de azicares reductores, almacenando
las papas por encima de 6 °C y controlando los niveles de azicar mediante analisis
0 una prueba de fritura.

« Cortar tiras mas gruesas y blanquearlas con agua caliente (papas fritas);

» Controlar la entrada térmica;

* Controlar el contenido final de humedad y color (15).

El Reglamento de la UE establecidé que los niveles de acrilamida pueden reducirse
mediante enfoques de mitigacion, como la implementacion de buenas practicas de
manipulacion y la aplicacion de procedimientos basados en el analisis de peligros y

principios de puntos de control criticos (Comision Europea, 2017), (56).

Debido al alto contenido de asparagina en las papas, los azucares reductores son
normalmente el precursor de acrilamida que limita la velocidad de formacién. Las
papas fritas y las papas chips de una nueva papa intragénica con niveles muy bajos
de asparagina, desarrolladas al silenciar los genes de asparagina sintetasa a través de
la transformacion del ADN, acumularon tan poco como el 5% de la acrilamida
presente en los controles (58).

1.9. Fundamentos de Cromatografia
1.9.1. Nomenclatura
1.9.1.1. Cromatograma

Segun IUPAC: “Es un grafico u otra representacion de la respuesta del detector,
concentracion del eluente, versus el tiempo” (Figura 1.6). Un cromatograma

nos da dos tipos de informacion (59) :
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Tabla 1.4: Acrilamida presente en papas fritas en diversos paises analizados por técnicas cromatograficas (15).

Técnica de

LOD

LOQ

Muestras evaluadas Procedencia de alimentos Temporada s Resultados
andlisis (ug.kg-1) | (ug.kg-1)
114 (papas, galletas, tostadas, pan, cereales, galletas de supermercados, restaurantes de paplz:s _flgltasaa :Z ir];s\incse(sgl(g 31
Brasil almidon de yuca y harina de yuca y café instantaneo o polvo | comida rapida y restaurantes en | 2004-2006 LC-MS / MS 10 20 “gk' 19) ’apal.). alha‘l‘)(al h“OF)Lg
tostado. la region de Campinas K7, Papa p 1
(549 pg -kg™),
644 (café instantaneo, galletas crujientes, chocolate negro,
papas fritas, cacao en polvo,_ nueces mixtas, chips de maiz, tiendas de comestibles Iocal.es LC-ESI-MS/ papas _chips (537 ng.kg™),
Canada zumos de frutas, galletas, ciruelas pasas, galletas saladas, de Ottawa y locales de comida 2009 MS 3 10 papas fritas a la francesa (426
cereales de trigo, avena, maiz o arroz, mantequilla de mani, rapida ug. kgt)
pan, chocolate con leche, pizzay café listo para beber.
China 1316 (papas chips, pasteles, galletas, palomitas de maiz. FUNEe de vegtﬁigz B 2005-2007 LC-MS/MS 0608‘11_ 3-133 papas chips (740 pg.kg™?),
ngal?:;?a 149 (Papas chips, galletas, galletas, bocadillos de papa, T e apas chips (963 g kgl)
pular palomitas de maiz, té, confiteria, productos de carne y . y 2009 - - - pap P H9-KQ i
Democrética - nacionales snacks de papa (74 ug.kg™?)
de Corea pescado (fritos) y chocolates).
Union
Europea 6622 (productos de panaderia, alimentos dietéticos, dulce, alimentos especificos para - 1
. . . - ; . 2004-2006, | LC-MS/MSy | 0,005y papas crips (524 ug.kg?),
(incluyendo sustitutos del café, extrgctos_,, papas crips, chips y pan de personas con diabetes y 2007-2008 | GC-MS (/ MS). 0,06 1,7y 100 papas chips (361 ug.kg)
Noruega y jengibre). alimentos
Suiza)
197 (papa crips, chips, galletas saladas, galletas, café listo alimentos compradas en una ol . 1
Francia para beber, chocolate, pan / pasteles / rollos, cereales para el | variedad de tiendas comerciales | 2008-2009 LC-ESI-MS/ 0,004 10 papas Crips (954 pg. kg_l),
MS papas chips (724 pg.kg™),

desayuno, y productos de carne y pescado.

en ocho regiones y 33 ciudades
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1631 (papas crips, chips, azlcar negro, verduras fritas

siete supermercados

papas crips (1202 pg. kg?),

Japon (gu!sante_s), b rotes y esparragos, brocoli, col, calabaza, seleccionados al azar en seis 2005-2008 GC-MS/MS 0,005 20 - "1
berenjena, judias, cebolla, galletas, curry, galletas de arroz, : - . papas chips (410 pg.kg™),
. ? s ciudades importantes de Japon
bocadillos de papa frita y café listo para beber.
359 las galletas saladas, galletas, tostadas, café tostado, pan
. . (blanco, marrén e integral), cacahuates, papas chips, ; = i i i . 1
Paises Bajos aceitunas, alimentos para bebé, productos de cacao, bizcochos alimentos individuales 2005-2007 papas chips (150 pg.kg™)
y pan de centeno.
233 (papas crips, galletas,pan crujiente, papas chips, cereales . S i ) ) papas crips (780 pg. kg)
Noruega para el desayuno, pan, y café listo para beber. AlimERgRAyfdualcl 0% papas chips(279 ug .kg?)
. . . . . alimentos tradicionales y
_ 119 (papas crips, chips, café molido, galletas, gachas de trigo B8 ionales TEMlectanaer GC-M,S /' MS papas chips (792 ug. kgd),
Polonia y arroz, cereales para el desayuno, platos caseros con carne y . después de la 0,02 40 . 1
restaurantes y tiendas y hechas R papas crips (399 pg.kg?),
verduras y pan blanco. derivatizacion
en casa
Suecia 168 (papa crisps, chips, galletas, cereales y café) de alimentos y restaurantes 2005-2009 LC-MS/MS - - papas cri_ps (773 ng. kg,
' ' ' papas chips (326 pg.kg?),
e i ot P | slimatos s
Turquia ' y i neoy alimentos tradicionales turcos, 2005-2008 | de la derivacion 0,01 30 papas crips (622 pg. kgl),
pasteles , galletas , verduras a la parrilla y tradicionales oo cialmente poores de bromo
Alimentos turcos P P
En 2005 muestras recolectadas
. ) . de cuatro regiones (Oeste,
o s s Okl 5L e ML, | Nortonal, ury Norste ps chiv (98 s k')
USA v P g ' cestas de mercado), y el estudio | 2005-2006 LC-MS 0,01 papas fritas a la francesa (425

cereales para el desayuno, papas chips, papas fritas a la
francesa, guisos y productos lacteos.

de 2006 involucr6 una region
(Norte-central, cesta de
mercado)

ngkg?)
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Informacién Cualitativa:
El tiempo de retencion casi siempre es constante bajo las mismas condiciones
cromatograficas. Esto nos sirve como un parametro de identificacion de

sustancias.

Informacion Cuantitativa:
El area del pico de cada componente es proporcional a la concentracion del
componente en la mezcla, y este valor es utilizado para realizar calculos de

concentracion.

Un cromatograma también puede utilizarse para evaluar la eficiencia de
separacion y la performance de la columna. Los principales pardmetros de

evaluacion son:

Factor de capacidad: k’.

Selectividad: a.

* Numero de platos tedricos: N.
» Resolucion: Rs.
1.9.1.2. Tiempo de retencion tr

Es el tiempo que transcurre después de la inyeccion de la muestra hasta que el
pico de concentracion del analito alcanza el detector; es el tiempo que tarda un
compuesto en salir de la columna; es el tiempo que tarda en aparecer el maximo
de un pico. La velocidad lineal promedio de migracion del soluto v es:

v= = (1.1)

tp

Donde, L es la longitud de la columna que esta rellena.

1.9.1.3. Tiempo muerto tm

Es el tiempo necesario para que la especie no retenida alcance el detector; es el

tiempo de migracion de la especie no retenida.
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F 3
-
~

1ty

Senal del detector

Tiempo

Figura 1.6: Cromatograma caracteristico de una mezcla de dos componentes. El pico

pequerio de la izquierda representa una especie que no se retiene en la columna.

1.9.1.4. Constante de distribucion

En general, los equilibrios de distribucion implicados en cromatografia se
describen por ecuaciones sencillas que suponen la transferencia de una analito

entre las fases estacionaria y la movil. Asi, para el soluto A, se puede escribir:

(1.2)

Amévil o Aestacionaria
La constante de equilibrio K para este proceso se denomina constante de

distribucién o coeficiente de distribucion, y mide la distribucion del analito

entre la fase estacionaria y la fase mavil. Se define como:

K=% (1.3)

Cym
Donde Cs es la concentracion molar del soluto en la fase estacionaria y Cv es
la concentracion molar en la fase movil.
1.9.1.5. Factor de retencion o factor de capacidad
Es un parametro que describe la velocidad de migracion de los solutos
(analitos) en la columna. Para una especie A, el factor de capacidad k’a se
define como:

Kals gy =fxtm (1.4)

K, =
4 Vm ty

Donde Ka es el coeficiente de distribucion de la especie A, Vs es el volumen

de la fase estacionariay Vs es el volumen de la fase movil. Cuando el factor de
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capacidad para una especie es mucho menor que la unidad, la elucién tiene
lugar tan rapidamente que es dificil determinar con exactitud los tiempos de
retencion, estos son demasiado cortos. En cambio, cuando el factor de
retencion es del orden de 20 o 30 o tal vez mayor, los tiempos de retencion son

excesivamente largos.

1.9.1.6. Factor de selectividad

El factor de selectividad o de una columna para dos especies A y B se define

como:

o, & I K_,B a= (tR)B_tM (15)

a = =
Ky K (tR) a—tm

Donde Kg es el coeficiente de distribucion para la especie mas fuertemente
retenida B, y Ka es el coeficiente de distribucion para la menos retenida, o que
eluye con mas rapidez, la especie A. Segun esta definicion a siempre es mayor
que la unidad, porque B es el compuesto mas retenido (de > tr). Donde k’g 'y
k’a son los factores de capacidad de B y de A, respectivamente.

1.9.1.7. Resolucion cromatografica

La resolucion cromatografica Rs de una columna es una medida cuantitativa de
su capacidad para separar dos analitos. La resolucién de una columna se define

como:

_ 2[@p)p — (tR)Al 21z
Rs=wivws B~ wmw, (L6)

Donde Wa y Wg son la anchura de los picos Ay B.

A partir de la Figura 1.7 se deduce que si R > 1,5 la separacion de los
componentes es completa, no sera asi si R<1,5. Por lo que, para una fase
estacionaria dada, la resolucion puede mejorarse alargando la columna,

aumentando asi el nimero de platos. Aungue una consecuencia negativa del

aumento de platos es el incremento del tiempo requerido para la separacion.
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Sefial del detector
o
3

Tiempo, min

Figura 1.7: Separaciones correspondientes a tres resoluciones distintas.
Dénde: Rs =2AZ/ (Wa + Wp).

1.9.1.8. Eficiencia en cromatografia

La eficiencia se define en base a dos términos, que son medidas cuantitativas
de la eficiencia de una columna: la altura del plato H y el nimero de platos N.

Los dos estan relacionados por la ecuacion:

N= (1.7)

=
H
Donde L es la longitud (normalmente en centimetros) del relleno de la
columna.

La eficacia de la columna cromatografica aumenta cuanto mayor es el nUmero
de platos, y cuanto menor es la altura de plato. Existen diferencias en las
eficacias por diferencias en el tipo de columna y/o el tipo de fases movil y

estacionaria. Existe otra ecuacion para calcular el nimero de platos N:

N=16 (‘WR)Z (1.8)
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1.9.2. Factores que causan el ensanchamiento de banda
Difusién Longitudinal

Es la tendencia con la cual las moléculas viajan a través de la columna. Su

magnitud es inversamente proporcional a la velocidad de flujo (Figura 1.8).
Este factor es importante si:

= El tamafio de la fase estacionaria es pequefia (< 10 um).

= | avelocidad de la fase mévil es lenta.
Perfil de Concentracion Inicial —»

Perfil de Concentracion ——,

después de la difusion J

Figura 1.8: Factores que causan el ensanchamiento de banda: Difusion longitudinal.

Resistencia a la transferencia de masas

La resistencia a la transferencia de masa es propia de la facilidad con la cual las
moléculas de la muestra se equilibran entre la fase mavil y la fase estacionaria. Es

directamente proporcional a la velocidad de flujo.
Para prevenir esto:
= Deben de utilizarse particulas pequefias (o de peliculas delgadas) o
superficies porosas como fase estacionaria.
= Deben de utilizarse solventes de baja viscosidad.
= Pueden obtenerse una alta razon de analisis a expensas de la resolucion y
viceversa.

1.9.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) representa la culminacién
moderna del desarrollo de la cromatografia liquida. El usuario comienza
colocando muestras en una bandeja para inyeccién automatica en la columna. El

solvente (fase movil) se bombea continuamente a través de la columna, y los
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compuestos separados son detectados continuamente por un detector cuando salen
de

la columna. La sefial del detector resultante representada en funcién del tiempo es

el cromatograma (60).

Bésicamente es un sistema compuesto de un reservorio de fase moévil, bomba,

inyector, columna de separacion y detector.

Fase
Estacionaria

Figura 1.9: Fase mavil y estacionaria
en HPLC.

Fase
Movil

1.9.3.1. Instrumentacion

En la Figura 1.10, se muestra un diagrama de la instrumentacion de un sistema
de cromatografia liquida de alta resolucion y posteriormente se detalla sus

partes.

Software

estacionaria
(columna)

Inyector

Fase movil Bomba Detector Residuo
(solvente)

Figura 1.10: Componentes del sistema de HPLC.
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Bombas

La bomba tiene la funcion de proveer un flujo continuo del eluyente a través
del inyector, la columna y el detector. Los requisitos de una bomba para
HPLC son (59):

e Rango de flujo: de 0.01 a 10 mL/min
e Rango de presion: de 1 a 5000 psi

o Pulsos de presion: menos del 1% para HPLC normal e inverso y
menos del 0,2% para el HPLC de exclusion de tamafio.

En HPLC se emplea casi exclusivamente bombas de piston (Figura 1.11), que
confieren a la fase movil alta presion (61).

Existen distintos tipos de bombas:

e De presion constante: son faciles de usar y con bajo mantenimiento,
ademas evitan los pulsos de presion. El problema es que requiere una
vigilancia constante del flujo, puesto que las variaciones pueden producir

fallos.

e De flujo constante: son capaces de mantener el flujo.

A valvula antirre-
torno de salida

excéntrica y
transmision

l

aima

pistén /
valvula antirre-

sello del orno de entrada

pistén A

Figura 1.11: Esquema de una bomba de HPLC de pist6n (61).
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Inyectores

Los inyectores deben introducir muestras liquidas en un rango de volumen
desde 0,1 mL a 100 mL con una alta precision y alta presion que poseen
valvulas de 6 puertos con un bucle que permite no solo la inyeccion de
muestra sino también la purga del sistema y la eliminacion de burbujas (59).
Se encuentra interpuesto entre la salida de la bomba y la columna y es un
dispositivo hermético. La mayoria de los equipos utilizan inyectores de

valvulas, por su reproducibilidad y por resistir altas presiones (61).
Columna

La columna es un cilindro usualmente metélico que alberga microparticulas
con la fase estacionaria (Figura 1.12) y es la parte mas importante del sistema

cromatografico.

Normalmente compuesta de acero inoxidable del tipo 316, con diametros

internos desde 2,6 a 5 mm, normalmente con filtros de acero poroso.
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Figura 1.12: Columna cromatografica rellena de microparticulas (61).

Las columnas HPLC han sufrido continuas mejoras que han contribuido a
alargar su vida util, rellenas con particulas mas rigidas y robustas, de didmetro
cada vez menor y tamafio mas homogeneo. Existen rellenos porosos con gran
variedad de didmetros de poro, nuevos nucleos poliméricos, de zirconio,
titanio, carbén proso, alumina, etc., en rellenos méas uniformes cuya
superficie particular mejor recubierta presentan menores niveles de metales
residuales. Cada cierto tiempo se debe verificar el estado de la columna
mediante un test especifico con patrones, comprobando los limites de cada
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parametro cromatografico, mediante pruebas de idoneidad (Suitability Test)
(61).

Tubos conectores

Todos aquellos tubos que transportan las sustancias de columna a columna,
de columna a detector o de detector a detector. No deben superar los 0,634

mm de didmetro interno o causaran picos en las mediciones.
Filtros

Situados entre la bomba y el inyector de muestras, para evitar la entrada de
ciertas sustancias y evitar el colapso de la columna. Normalmente estos filtros
estan compuestos de acero poroso.

Medidores de presion

Son indicadores de fallos en el sistema, nos indica cuando un flujo continuo
falla por motivos de presion y si existe alguna fuga en la infraestructura del
sistema (59).

Termostatos de columna

Son importantes para mantener la columna a una temperatura Optima,
sobretodo en analisis cualitativo, puesto que las variaciones de temperatura
pueden cambian la viscosidad del eluyente e influir en el volumen retenido
(59).

Detectores

El detector de HPLC precisa dos propiedades: responder ante muestras en
estado liquido y hacerlo en régimen de flujo continuo, para generar los
cromatogramas, gréaficos on-line de su sefial continua frente al tiempo cuando
las muestras atraviesan su celda de flujo continuo (61). Los detectores se
pueden clasificar por su fundamento fisico-instrumental en: detectores
opticos, basados en la interaccion de la radiacion con los analitos (detectores
UV-VIS, arreglo de diodos, fluorimétricos, refractomeétricos, polarimétricos,
de light scattering); detectores eléctricos, basados en la medida de una
propiedad eléctrica (electroquimicos, conductimétricos); otros detectores
(radiométricos, viscosimétricos) y deteccion hibridada, acoplando HPLC a
otras técnicas (LC-MS, LC-ICP, LC-RMN, LC-FTIR, etc.).
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Un buen detector adicionalmente debe mostrar minima deriva y ruido, alta
sensibilidad, rapida respuesta, varios érdenes de linealidad, pequefio volumen
muerto, ser robusto, tener un manejo sensillo, no ser destructivo para las

muestras y mostrar cierta selectividad antes los posibles contaminantes.

Los detectores espectrofotométricos (UV-VIS y de cualquier otro tipo) se
basan en la absorcién de la radiacion, regida por la conocida ley de Lambert-
Beer, cuyo enunciado establece que “la reduccion de energia radiante de un
haz de radiacion monocromatico es proporcional a la intensidad o potencia

del haz y a la cantidad de sustancia absorbente situada en su trayectoria”.

Un detector espectrofotometrico de HPLC (Figura 1.13) consta de: fuentes
de radiacion, generalmente dos, una que emite radiaciones UV (lamparas de
deuterio) y otra radiacion visible (lamparas de tungsteno-haldgeno), aunque
algunos montan una sola lampara de vapor de xénon para ambas regiones
UV-VIS. Estas fuentes emiten radiacion policromética, que un selector de

longitud de onda reduce a radiacién monocromatica.

red de di- muestra

fraccion \ I ]
LENNN | B detector 1

A
A T _
o > ' ;.O detector 2
® referencia

fuente de
radiacion

Figura 1.13: Optica de un detector espectrofotométrico de doble haz (61).

1.9.3.1. Sistema de gradientes

Los gradientes de elucion modifican la composicion de la fase movil durante
el cromatograma, con dos prop0sitos: separar picos poco resueltos y, por otra
parte, acortar los tiempos de analisis (Figura 1.14). Los equipos de HPLC
responden a dos configuraciones: isocraticas y con gradientes.
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El andlisis isocratico utiliza la misma fase movil a lo largo del cromatograma,
con el mismo poder de elucion y, por tanto, requiere una sola bomba. El anélisis
de gradientes permite variar la fase mdvil durante el analisis, precisando un

controlador programable, donde se programa el tiempo y composicion de la

Ny A
A

Figura 1.14: Dos cromatogramas isocraticos en columna C18; arriba una fase movil

fase moévil.

metanol: agua 60:40 causa tiempos de retencion largos; debajo, una fase movil metanol:
agua 80:20, mas apolar, causa una elucion mas rapida, pero menor resolucion en la zona
inicial.
1.10. Validacion de métodos analiticos

La validacion del método de prueba analitica se completa para garantizar que la
metodologia analitica sea precisa, especifica, reproducible y robusta en el rango
especificado en el que se analizara un analito. La validacion del método proporciona
una garantia de fiabilidad durante el uso normal, y este proceso a veces se denomina
como "el proceso de proporcionar evidencia documentada de que el método hace lo

que se pretende” (60,62).

En 1987, la Asociacién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) designé
por primera vez las especificaciones enumeradas en la edicion actual de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) como aquellas legalmente reconocidas
para determinar el cumplimiento de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y
Cosmeéticos. Asu vez, se publicé informacion que actualiza las directrices anteriores
y proporciona méas detalles y se armoniza con las directrices de la Conferencia
Internacional sobre Armonizacién (ICH) (60) , por lo que es preferible utilizar las

caracteristicas y requerimientos de validacion de esta Gltima .

En la validacion segun la guia ICH Q2 se enumeraran las pruebas necesarias y los
criterios de aceptacion para un método , aunque en resumidas cuentas no hay

directrices oficiales sobre la secuencia de experimentos de una validacion (62).
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La terminologia y las definiciones involucradas en esta guia se detallan a

continuacion:

1.10.1. Linealidad y rango

La linealidad es la capacidad del método para obtener resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un rango
dado. Para los métodos de ensayo de este estudio generalmente se realiza mediante
la preparacion de soluciones estandar a cinco niveles de concentracion ente el 80
y 120 % del objetivo. La aceptabilidad de los datos de linealidad se juzga al
examinar el coeficiente de correlacion y la interseccion y de la linea de regresion
lineal para el grafico de respuesta frente a la concentracion. Un coeficiente de
correlacion de > 0,999 generalmente se considera como evidencia de un ajuste
aceptable. Ademas, la regresion lineal aplicada a los resultados debe tener un
intercepto significativamente diferente a 0, este resultado se consigue mediante
una evaluacion estadistica. Tomando la linea de regresion como la media, se
calcula un porcentaje de CV para los datos y este valor no debe ser mayor que 2,0
% (62).

1.10.2. Limite de deteccion

El limite de deteccion (LOD) se define como la concentracion mas baja de un
analito en una muestra que puede detectarse, no cuantificarse. Es una prueba limite
que especifica si un analito esta o0 no por encima o por debajo de un cierto valor.
Se expresa como una concentracion en una relacion sefial/ruido especificada,
generalmente (3:1). EI LOD también se puede calcular en funcion de la desviacion
estandar de la respuesta (SD) y la pendiente (S) de la grafica (s) de calibracion en
niveles que se aproximan al LOD segun la formula: LOD= 53,3 (SD /S). La SD
de la respuesta se puede determinar en funcion de la SD del blanco, de la SD
residual de la linea de regresion o la SD de las intersecciones y de las lineas de

regresion (62).
1.10.3. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ) se define como la concentracion mas baja de un
analito en una muestra que se puede determinar con una precision y exactitud

aceptables en las condiciones operativas establecidas del método. A veces, se usa
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una relacion de sefial a ruido de 10: 1 para determinar el LOQ. ElI método de
calculo se basa nuevamente en la SD de la respuesta y la pendiente de la (S)
grafica (s) de calibracion de acuerdo con la formula: LOQ=10 (SD/S), (62).

La medicidn tanto del Limite de deteccion como el de cuantificacion se realiza
mediante el analisis de un ndimero adecuado de muestras y el célculo de la
desviacién estandar de los resultados del area de picos cromatograficas hallados

mediante el estudio por HPLC.
1.10.4. Precision

La precision de un método analitico se define como la concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales de los analisis repetidos de una muestra
homogénea y normalmente se expresa como porcentaje de la desviacion estandar
relativa (RSD) para un nimero estadisticamente significativo de muestras (62).
Las directrices de ICH describen que la precision puede calcularse de tres

maneras diferentes: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad (60).

La Repetibilidad se expresa como la desviacion estandar de los resultados
analiticos, cuando el analisis es desarrollado en un laboratorio, por un analista con

un equipo establecido y en un tiempo relativamente corto.

La Precision Intermedia también es expresada como la desviacién estandar de los
resultados analiticos, cuando el analisis es desarrollado en dias diferentes en el

mismo laboratorio, por el mismo analista y con el mismo equipo establecido.

El ICH muestra una directriz para la recopilacién de datos, basada en la obtencién
de al menos 6 réplicas que se mediran en 100 %de la concentracion objetivo de
prueba. Para la documentacion en apoyo de la precisidn del estudio se debe incluir

la desviacion estandar la cual no debe ser superior al 2,0%. (62)
1.10.5. Exactitud

La Exactitud generalmente se determina de cuatro maneras (62). Primero, puede
evaluarse analizando una muestra de concentracién conocida (materiales de
referencia) y comparando el valor medido con el valor verdadero. El segundo
enfoque es comparar los resultados de las pruebas del nuevo método con los
resultados de un procedimiento alternativo bien caracterizado existente que se

sabe que es preciso. El tercer enfoque, basado en la recuperacion de cantidades
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conocidas de analito, se realiza mediante la adicion de analito en matrices. Para
los métodos de ensayo, las muestras enriquecidas, la directriz del ICH recomienda
que como minimo las muestras enriquecidas se preparen por triplicado en tres
niveles en un rango de 50 a 150% de la concentracion objetivo. El cuarto enfoque
es la técnica de las adiciones estandar, que también se puede utilizar para
determinar la recuperacion del analito enriquecido. Este enfoque se utiliza si no
es posible preparar una matriz de muestra. El criterio de precision para un método
de ensayo es que la recuperacion media serd de 95 -105 % para muestras mayores
a 1ppm y 90 -107 % para muestras menores a esta concentracion (62).
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS
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1. LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad (H-
204 /205) de la Universidad Catdlica de Santa Maria en la ciudad de Arequipa, en los
meses de agosto y septiembre del 2018.

2. MATERIALES
2.1. Materiales de Laboratorio

e Vaso de Precipitados PYREX de 80 y 120 mL
e Fiolasdel,2,5y 10 mL.

e Micro pipeta de 100-1000 ul, marca KYNTEL
e Fiolas de 10, 50 y 100 mL

e Bureta de 25 mL calibrada

e Lunas de reloj

e Pera de decantacion

e Matraz Kitasato de 1 L (boca 40/35)

e Botellas de vidrio de 1L

e Tubos Eppendorf de 1 mL

e Espétulas
2.2. Equiposy aparatos

e Equipo de Cromatografia Liquida de Alta resolucion MERCK HITACHI (modelo
La Chrom), equipado con:
- Detector DAD (Diode Array Detector) MERCK HITACHI (modelo L-2430)
- Bomba programable MERCK HITACHI (modelo L-2130)
- Organizador LaChrom (modelo L-2000)
- Columna MERCK LICHROCAR 250 mm x 4 mm RP-18 (5 um)
- Software HPLC “System Manager Version 4.1”

e Balanza Analitica electronica de cinco digitos marca OHAUS (1- 400 mg)

e Balanza Analitica electronica de cuatro digitos marca KERN

e Bomba al Vacio de alto rendimiento 4

e Hotplate stirrer VELP (370 °C- 200 rpm)

e Vortex Homogeneizador BARNSTEAD

e Bafio de Ultrasonido BRANSON
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e Centrifuga Refrigerada
e Purificador de agua tipo | PURELAB CLASIC UV Elga
e Potenciémetro ORION

2.3. Reactivos

e Estandar de Acrilamida con pureza > 99% (Biolab Reagent A96520)
e Acetonitrilo grado HPLC (Merck)

e Metanol grado HPLC

e Hexano grado analitico

e Acido ortofosférico

e Agua ultra pura
2.4. Otros materiales

e Agitadores magnéticos

e Soporte de membrana con placa porosa 40/35

e Embudo de filtracion al vacio

e Viales para HPLC

e Membranas de filtracion Nylon 0,22um para HPLC (RephiQuick)

e Jeringa desechable de 5 mL

2.5. Muestras de estudio

Se estudiaron tres tipos de papas fritas, las cuales se escogieron teniendo en cuenta
su origen y las distintas formas de preparacion, para que asi puedan representar de
manera significativa a las papas fritas consumidas por la poblacion de Arequipa.

Estas fueron: papas fritas de restaurantes de comida réapida, “chips” y caseras.
3. METODOS
3.1. Andlisis de acrilamida por Cromatografia liquida de alta resolucion

Para la identificacion de los tiempos de retencion de acrilamida se uso el estandar
con una pureza mayor al 99 %. Las condiciones cromatografias se detallan en la
Tabla 2.1.
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Tabla 2.1: Condiciones cromatograficas para la determinacion de Acrilamida en papas

fritas
Fase movil Acetonitrilo : agua acidificada pH 2,5 (2 :98)
Columna cromatografica Rp 18 Merck Lichrocart
Flujo 1 mL/min
Volumen de inyeccién 20 pl
Tiempo de corrida 10 min
Sistema Isocrético
Detector UV 200 nm

Se realizaron diferentes pruebas para asi identificar la proporcion correcta de la fase
movil, la velocidad de flujo y el tiempo de retencién adecuado que permita una
separacion optima de la acrilamida. Se utilizd un sistema isocratico con una fase

movil A (acetonitrilo) y una fase movil B (acuosa).
3.1.1. Preparacion de la fase movil

Se prepar6 una fase madvil que consistié en una mezcla de acetonitrilo y agua
acidificada en una relacion de 2:98. Para la acidificacion de la fase movil acuosa,
se agreg0 3 gotas de acido ortofosforico (50%) a 600 mL de agua ultra pura
obteniendo un pH de 2,5. El agua acidificada y el acetonitrilo se filtraron al vacio

con un filtro de 0,2 um, antes del analisis cromatogréafico.
3.1.2. Preparacion de la solucion stock del estandar de acrilamida

Para la preparacion de la solucion stock se pesé 10 mg del estandar de acrilamida
en una balanza analitica de cinco digitos y se transfirié a una fiola de 100 mL el
cual se completé con metanol grado HPLC. Se obtuvo una solucién stock de 100
ppm y se conservoa 4°C.

3.2. Validacion del método analitico

Segun los criterios antes mencionados acerca de lo requerido para una validacion,
se evaluaron los siguientes pardmetros: linealidad, limite de deteccion, limite de

cuantificacion, precision y exactitud.
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3.2.1. Linealidad

La linealidad tiene la funcion de encontrar la proporcionalidad entre la
concentracion del analito y su respuesta respectiva, por lo que esta se estimo
identificando sefiales de deteccion en funcion de la concentracion del analito
realizando una linea de regresion a través de una gréfica de calibracion

A partir de la solucion stock de 100 ppm que se obtuvo como se muestra en la
Figura 2.1, se tomo una alicuota de 2,5 mL y se llevo a una fiola de 50 mL con
agua ultrapura, para asi tener una solucion de 5 ppm. De la solucion de 5ppm se
tomaron alicuotas de 0,1; 0,2; 0,5; 1 y 2 mL llevando a cada una de ellas a fiolas
de 10 mL, enrazandolas con agua ultrapura, obteniendo concentraciones de 0,05;
0,1; 0,5; 1y 2 ppm (Figura 2.1 ,2.2 y Tabla 2.2). Las soluciones se filtraron con
discos de 0,2 um y se colocaron en viales de HPLC para realizar la lectura

cromatografica. Este proceso se realiz6 6 veces por cada estandar de acrilamida.

Tabla 2.2: Concentraciones de acrilamida para la grafica de calibracion.

Concentracion Alicuota Volumen
acrilamida solucion 5 ppm total mL
(ppm) (mL)
0,05 0,1 10
0,1 0,2 10
0,5 0,5 10
ik 1 10
2 2 10

Figura 2.1: Soluciones de acrilamida para la grafica de calibracion.
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10 mg de Acrilamida
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Figura 2.2: Preparacion de la gréafica de calibracion

A partir de las sefiales (area del cromatograma) de estas concentraciones se pudo

obtener la ecuacion de la recta:

Y=hb.X +a (2.1)
El valor de b est& dado por:
XYY
1t (2.2)

, _Exp?
¥ X2

_ XXiYi—

b =

y el valor de a por:

(2.3)
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Donde:

X: la concentracion del analito

Y: valor del area del pico cromatogréafico

b: valor de la pendiente de la recta

n: nimero de mediciones

El coeficiente de regresion lineal (r) se determind para evaluar el ajuste lineal propuesto:

XXiXY;
5 iy~ 22

r= xp? Y2
2. 2,_&" U
(\/le X )(zyl 4 )

(2.4)

Este coeficiente da cuenta de la bondad del ajuste de la grafica a los datos
experimentales. Su valor oscila entre 0 y 1, valores de r proximos a 1 implican un

mejor ajuste.

Ademas, se realizd una prueba estadistica utilizando un Anélisis ANOVA de
regresion, que tiene como fundamento las siguientes premisas: Ho = 0 y Hy £ 0.
Donde en el caso de la hipotesis nula (Ho), se acepta que la pendiente sea igual a
b, entonces no existiria correlacién en la grafica de calibracion. En el caso de la
hipotesis alternativa (H1) se afirma que no existe igualdad entre estos valores y

por ello existiria correlacion en la grafica de calibracion.
3.2.2. Limite de Deteccion y Cuantificacion

A partir de la gréafica de calibracién se puede calcular el LD y LC. La recta se
extrapola a una concentracion cero y se obtiene un estimado de la respuesta del
blanco Yu. Para el célculo de la desviacion estandar del blanco, se grafica una
recta de la concentracion frente a la desviacion estandar de cada medida y se

extrapola a concentracion cero, de este modo se obtiene el estimado Sp.

-Limite de deteccidn

El limite de deteccion se refiere a la concentracion minima detectable del analito,
mas no necesariamente cuantificable en una muestra con las condiciones
establecidas. Este puede expresarse segun las unidades en las que se estén
trabajando, en este caso ppm. El limite de deteccién se expresa mediante la

siguiente ecuacion:

__ Yp+3Sp
b

LD (2.5)
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-Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion se refiere a la concentracion minima detectable del
analito que pueden determinarse con precisién y exactitud aceptables con las
mismas condiciones establecidas. Este puede expresarse segun las unidades en las
que se esté trabajando en este caso ppm. El limite de cuantificacion es
caracteristico de las valoraciones cuantitativas de muestras que poseen bajas
concentraciones como el caso de la acrilamida, ya que es un compuesto formado
de la materia prima que ha sido sometida a un proceso. El limite de cuantificacion
se expresa mediante la siguiente ecuacion:

Yp+10S
LC = bl bl

1 (2.6)

Para todo ello es necesario contar con la grafica de calibracion que fue elaborada
en el proceso de linealidad. Con dicha gréfica y sus respectivos datos
reemplazados en las ecuaciones descritas, se obtuvo los valores del limite de

cuantificacion y de deteccion.
3.2.3. Precision

La precision esta definida como la dispersion de la medida alrededor de un valor
central o medio, cuando el método se aplica repetidamente. Se expresa como la
desviacion estandar y puede ser medida por la repetibilidad de un método
analitico. La desviacion estandar o, también se puede expresar como desviacion

estandar relativa (DSR) o coeficiente de variacion (CV). La desviacion estandar

ot ?:1(Xi—)?)2
S /——n_l (2.7)

n oy
i=1 Xi

n

SE eXpresa como.

Donde:

X = (2.8)

La desviacion estandar relativa (DSR) o coeficiente de variacion (CV) se expresa como:

Cy = S¥100 (2.9)
X

Estas desviaciones permiten determinar la incertidumbre en la estimacion de la

medida en distintas escalas (error aleatorio). Estos parametros se evalUan a partir
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de al menos seis lecturas del estandar y en condiciones repetitivas (mismo dia,
instrumento y analista), asi como en condiciones reproducibles (diferentes dias,
instrumento y analista). Segun la USP, la CV no debe superar el 2%, en lecturas
(6veces) de la solucion estandar.

Para cumplir con este parametro se realizo las siquientes pruebas :
3.2.3.1. Precision intermedia

Para el calculo de este nivel se utilizo un estandar de 0,8 ppm el cual fue elaborado
diluyendo 1,6 mL,de la solucion de 5ppm elaborada en el proceso de linealidad ,
en una fiola de 10 mL. La determinacion de la precision intermedia se dio
mediante el analisis de 6 de estos estandares , bajo el mismo tratamiento , el
mismo equipo , mismo analista pero en diferentes dias (analizando una muestra

por dia ).

Ademas de calcular el coeficiente de Variacion (Ecuacion 2.9) es necesario
calcular también la desviacion estandar relativa segin Horwitz que relaciona la
DSR o C.V de Horwitz de un método con la concentracion del analito de la

muestra. La ecuacion para la precision intermedia esta dada por:
CV de Horwitz(%) = 21051080 (2.10)
Donde C es la concentracion del analito

3.2.3.2. Repetibilidad

Para calcular la repetibilidad se realizo 6 lecturas repetidas de un estandar de
0,8ppm elaborado de la misma manera que para la precision intermedia , con el

mismo equipo y el mismo analista.

Al igual que en la precision intermedia ,es necesario que ademas de calcular el
coeficiente de Variacion (Ecuacion 2.9) se calcule el C.V de Horwitz que para la

repetibilidad se calcula de la siguiente manera:
CV de Horwitz(%) = 0,5 x 2(1=05108C) (2.11)

Donde C es la concentracion del analito
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3.2.4. Exactitud

La exactitud (error sistematico) corresponde a la diferencia entre el valor obtenido
(media) y el valor verdadero. La exactitud se reporta como porcentaje de
recuperacion de una cantidad conocida de analito que es agregada a la muestra.

La desviacion se expresa como:

B=X-X (2.12)
La desviacion relativa como:
B% = % 100 2.13)
Y la recuperacion esta dada por:

R =% 100 (2.14)
X

Donde X es el valor medio y X,el valor verdadero. De todas ellas, la mas utilizada
es la recuperacion; si bien el valor verdadero de concentracion no se conoce, solo
puede estimarse; es posible preparar una muestra por un procedimiento mas
exacto que el evaluado (por pesada, dilucién de peso, etc.) para utilizarla como
referencia. La recuperacion del analito siempre debe de acercarse al 100 %.

Para determinar el grado o la proporcién en el cual método de analisis instrumental
re-evalla la sefial de una concentraciéon definida de analito adicionada a una
muestra problema, es asi que se ejecuto el test de recuperacion agregando 0,5 ppm
de analito a un volumen definido de extracto de acrilamida proveniente de una
muestra de papas fritas del Restaurante de comida rapida A extraida mediante el
método Met2.

3.3. Recoleccion de las muestras
Se opto por realizar el estudio en dos partes, de tal manera que la primera tenga
la funcion de una prueba piloto que permita reconocer las mejores condiciones
de extraccion de cada tipo de papa frita; posteriormente en la segunda parte, con
las condiciones y resultados que se obtuvieron en la primera parte se pudo

detectar adecuadamente muestras de ciertos tipos.
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La recoleccion de las muestras, de ambas partes, se dio mediante la compra o
elaboracion de las papas fritas el mismo dia de analisis, seguidamente fueron
transportadas al laboratorio bolsas de polietileno para proceder inmediatamente al

analisis de estas.
La distribucion y obtencion de muestras se dio de la siguiente manera:
3.3.1. Primera Parte:

Esta prueba piloto se realizo recolectando cada muestra por 4 dias consecutivos,
quedando un total de:

e Cuatro muestras papas fritas de comida rapida que se obtuvieron tomando en
cuenta el restaurante que esta ubicado en todos los principales centros
comerciales de Arequipa. (Restaurante A)

e Cuatro muestras de papas fritas caseras, las cuales fueron sometidas a un proceso
de coccion no mayor a 135 °C.

e Cuatro muestras de papas fritas “Chips” que se obtuvieron de reconocidas

marcas y cuatro muestras de papas “chips” a granel de mercados de Arequipa.

Estas muestras se extrajeron en dos solventes: agua y metanol (Metl y Met2), como
se puede observar en la tabla 2.3

Tabla 2.3: Tipos de papa frita utilizadas en la primera parte de la Investigacion y los
solventes en los que se extrajeron.

Papas fritas Muestras Solvente
) o Metanol
Comida Rapida | M(Restaurante A)

Agua

Metanol

Caseras C

Agua

) Metanol

Chips CH

Agua

Para poder determinar la precision y reproducibilidad de la extraccion de acrilamida
sometida a diferentes métodos (Metl y Met2) se realizd un test Fisher como se

muestra a continuacion:
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3.3.1.1. Prueba F de Snedecor- Fisher
En una prueba estadistica empleada para la comparacién de varianzas.
Sean dos conjuntos de datos:

{x1} con varianza s? y tamafio n;
{x2} con varianza s> y tamafio n;

Consideramos la hipdtesis nula que dice que las varianzas no presentan diferencias

2
significativas entre si. Ho: 07 = 67. Si s? > s?, F = z—i > 1. Se compara con Feap
1

(0,05, n2-1, n1-1). Si F<Fp se admite Ho.
Las aplicaciones consisten en:
e Comprobar que dos métodos son igual de precisos.
e Comprobar que las varianzas son iguales para ver que tipo de test de

comparacién de medias usar.

e Comprobar que en la reproducibilidad no interviene factores distintos a

los encontrados en el estudio de repetitividad.

Los resultados obtenidos con las muestras analizadas en la Tabla 2. permitieron

realizar un esquema de muestreo para la segunda parte de la experimentacion.
3.3.2. Segunda Parte:

Para esta parte de la experimentacion se recolecté muestras por 6 dias consecutivos,

las cuales fueron distribuidas de la siguiente manera:

e Muestras de papas fritas de comida rapida que fueron obtenidas de cinco
restaurantes (Restaurante A, B, C, D y E) ubicados en los principales centros
comerciales de Arequipa.

e Dos muestras de papas “Chips” a granel que fueron obtenidas de los mercados
méas representativos de la ciudad y dos marcas de papas ‘“chips” que son
comunmente vendidas en las tiendas.

e Dos muestras de papas fritas caseras, sometidas a un proceso de coccién no
mayor a 135 °C.

En la Tabla 2.4 se muestra el

Tabla 2.4: Muestras de papas fritas analizadas en la segunda parte.
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Papas fritas Abreviatura Origen
M1 Restaurante A
M2 Restaurante B
Comida rapida M3 Restaurante C
M4 Restaurante D
M5 Restaurante E
M6 A granel 1
i M7 A granel 2
Chips -
M8 Marca Chips 1
M9 Marca Chips 2
Caseras M10 Caserasl
M11 Caseras2

3.4. Tratamiento de la muestra

La técnica empleada para la extraccion de acrilamida en las matrices de estudio se
realizé tomando como referencia el método de extraccion utilizado por Pale6logos y

col. (41) el cual se adecuo de la siguiente manera:

Se trituraron cinco gramos de cada una de las muestras de papas fritas de comida
rapida en un mortero (para evitar la pérdida de muestra); en el caso de las papas chips
se trituraron en una licuadora. Seguidamente se transfirieron a un vaso de
precipitados de 80 mL y se agregaron 15 mL de agua destilada o metanol, segln
corresponda a la muestra, esto se mezclo durante 3 a 5 minutos utilizando una bagueta
hasta obtener una masa homogenea. Se tapé el vaso con una luna de reloj para evitar
la pérdida de vapores y se coloco en el Hotplate stirrer sobre un bafio de Maria de
70 £ 5° C, con una agitacion de 200 rpm por media hora (Figura 2.3). La mezcla
obtenida se separé en tubos Eppendorf y se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C por veinte
minutos (Figura 2.4). Seguidamente se extrajo el sobrenadante (utilizando una
micropipeta), este se transfirié a una fiola de 10 mL y se enrazd con el solvente
correspondiente (metanol o agua); se agitdé por un minuto en el vortex y se filtro dos
veces al vacio con papel filtro N° 42. Finalmente se trasvaso la solucion a una pera
de decantacion de 35 mL y se afiadio 30 ml de hexano (por 1mL de solucion 3 mL
de hexano) por tres veces, de este modo se elimino todos los lipidos que se puedan

encontrar en el extracto (Figura 2.5) los cuales podrian ocasionar problemas en la
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lectura cromatografica bloqueando la columna polar. La mezcla se agitd fuertemente
y se dejo reposar por un minuto. La fase lipidica de la parte superior fue eliminada
y se recupero la fase acuosa en una fiola de 5mL. Finalmente se agrego el extracto a
un vial de HPLC usando una jeringa descartable y una membrana Nylon de disco de

0,22 um a un vial de HPLC y se procedi6 con la lectura cromatogréfica.

Figura 2.3: Muestra de papas fritas trituradas y calentadas a 70 °C con el Hotplate

stirrer.

Figura 2.4: Tubos Eppendorf después de la centrifugacién a 12000 rpm y 4°C.
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Figura 2.5: Separacion de la fase lipidica de la muestra con hexano, para su posterior

eliminacion.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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4, RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1. Tiempo de retencion

La fase movil utilizada que constaba de acetonitrilo y agua acidificada en una relacién
de 2:98, permiti6 que la acrilamida tuviese un tiempo de retencion de 2,8 minutos, como

se muestra en la figura 3.1

o5 - Amplnase: 3.0147% mAU

prusba (04 201672018 12-50:40 p.m

80  Retention Time 800

804
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Figura 3.1: Se observa una pureza de pico mayor a 99%.

Como se puede observar el tiempo de retencion es bajo, esto gracias a la influencia del
pH de la fase mavil, a la cual con la adicion del acido otofosforio (50%) se le logra
volver acida y de esta manera lograr disminuir el pH y tornar a la acrilamida, que tiene
un Pka elevado, en hidrofobica para que logre reaccionar directamente con la columna

de fase reversa RP18.
Seguidamente con estas condiciones se procedié a validar el método
4.2. Validacion del método analitico
4.2.1. Calibraciony linealidad en la determinacion de acrilamida

En esta primera etapa se pretende determinar si el método de extraccion y deteccion
de acrilamida mediante solventes presenta un comportamiento lineal. Para lo cual, se
evalla la relacion existente entre la sefial y la concentracion de los patrones

elaborados (Figura 3.2). El registro de los mismos se resume en la Tabla 3.1y la
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sefial del analisis de acrilamida por HPLC correlacionada con la concentracion

promedio del analito es representada en la Figura 3.3.

Cromatogramas de la curva de calibracion
© 2,0 ppm
5
%} £
i =
i i <
- :“‘ | 0,05 ppm
| F— L. PR— 1\ ¥ - -
minutos

Figura 3.2: Cromatograma de la gréfica de calibracion de acrilamida.

Tabla 3.1: Registro del &rea determinada por HPLC con las determinadas concentraciones
de los patrones preparados. Se muestra también las medias de las areas con la cual se realiz6

la grafica de calibracion y su Desviacion estandar.

(ppm)® Area cromatogréfica X® SDO

0,05 14192 15348 12654 13205 14206 14560 14028 968
0,1 40409 40185 36063 39905 40502 39945 39502 1701
0,5 242739 238539 214077 223128 235060 239548 | 232182 11173

1 462177 456212 462211 463913 456882 460025 | 460237 3120

2 927344 921452 906783 928529 928579 919484 | 922029 8398

*(a) concentracion de los estandares *(b) promedio de las areas cromatogréaficas *(c) desviacion estandar

En el rango de concentraciéon de 0,05 a 2,0 ppm, el comportamiento de la sefial
presenta una linealidad aparente con la concentracion, sin embargo, es requerido
estimar cuantitativamente el porcentaje de linealidad y verificar si este
comportamiento se extiende a lo largo del rango de concentracion mencionado.

La grafica de calibracion registra una pendiente igual a 464747,355 ppm™ y un
intercepto de 5670,369 u.a., junto a una desviacion estandar de 2052,492 (Sp) y
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2067,342 (Sa), respectivamente. El coeficiente de correlacion (r) asociado a la
fiabilidad del ajuste lineal presenta un valor igual a 0,99996, y que al ser superior a
0,999 corrobora la linealidad existente en relacion entre la sefial obtenida por HPLC

y la concentracion del analito (Tabla 3.2).

Grafica de Calibracion
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-.-.
400000
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200000 y = 464747x - 5670 4
- R =0.9999
0 la®
0 05 1 15 2 25

Figura 3.3: Gréfica de calibracion de los estandares de acrilamida en el rango de
concentracion de 0,05 a 2,0 ppm que como se puede observar tiene un comportamiento

lineal.

Asimismo, el porcentaje de linealidad puede ser estimado a partir de la pendiente (b)

y su desviacion estandar (S,) conforme a:
. g Sp
% linealidad = ( — ?) x100 (3.1)

Observandose que este pardmetro presenta un valor de 99,46 %, y que al estar
presente en el rango de 95 — 100 % confirma adicionalmente la linealidad entre

ambos parametros.

Tabla 3.2: Andlisis estadistico del comportamiento lineal en la grafica de calibracion sefial

vs concentracion de acrilamida.

Ecuacién lineal y=bx+a|Y =464747,35X -5670,369
Pendiente b 464747,355
Intercepto a -5670,369
Desviacion estandar de la pendiente Sb 2052,492
Desviacion estdndar del intercepto Sa 2067,342
Coef. De correlacion r 0,99996
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Para corroborar si existe correlacion entre las areas obtenidas se realiz6 un analisis
ANOVA , bajo la premisa de plantear dos Hipotesis : Hoy Hien las cualesb=0 y
b# 0 respectivamente ; en el caso de la primera (hipdtesis nula ), se aceptara que la
pendiente es igual a b , por lo tanto no existira correlacion alguna en la gréfica de
calibracion por el contrario en la segunda (hip6tesis alternativa ) , se afirmara que
hay diferencia entre ambos valores y por lo tanto si hay correlacion en la gréfica de
calibracién . Los resultados del andlisis estadistico estan especificados en la Tabla
3.3

Tabla 3.3: ANOVA de regresion lineal para Acrilamida

Grggos Suma de Promedio de Valor
. cuadrados los cuadrados criticode F
libertad
Regresion 1 4.3351E+11 4.3351E+11  30242,6655 0,00003
Residuos 2 28668639,5 14334319,8
Total 3 4.3354E+11

Fuente: Elaboracion propia

Como se observa el valor F encontrado es de 30242,7 y se encuentra muy por encima
del Valor Critico F el cual es 0,00003, con ello podemos decir que existe una
evidencia experimental para rechazar la hipotesis nula y aceptar la hipotesis
alternativa, con un nivel de confianza al 95%. Esto significa que hay una correlacion
entre los valores encontrados al realizar las mediciones para la grafica de calibracion

de acrilamida.

Tanto el coeficiente de correlacion y su analisis estadistico, como el porcentaje
linealidad confirman el comportamiento del ajuste, sin embargo, este
comportamiento puede variar a lo largo de rango de concentracion, y principalmente
en los extremos del mismo. Para discernir tal variacion se realiza la aproximacion
préctica de Huber mediante la representacion grafica de los factores de respuesta Ryj,
que se derivan de dividir el valor de la sefial de HPLC entre su respectiva

concentracion; y el valor de la concentracion de acrilamida (Figura 3.4).
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Tabla 3.4: Anélisis estadistico del comportamiento lineal en la gréafica de calibracion sefial

Vs concentracion de acrilamida.

Concentracion (ppm) 0,05 0,1 0,5 1,0 2,0
Ryix (ppm™) 5,448 5,597 5,667 5,663 5,664
Mediana de Ryx (ppm™) 5,663

Por ende, con el analisis desarrollado en la Tabla 3.4, se puede deducir que a valores
de concentracion superior a 0,05 ppm la tendencia de los factores de respuesta se
acerca al valor de su mediana, lo cual indica que a concentraciones de acrilamida en
el rango de 0,05 a 2,0 ppm es posible cuantificar e interpolar la concentracion de

otras muestras.

0.5

PPN r— ——_ PY
0.45 : ,
||

Intervalo Lineal

0.4

R,/x 10° (ppm™?)

0.3

0.25
0 0.5 1 1.5 2

Concentracion (ppm)

Figura 3.4: Gréfica de aproximacion de Huber para estimar el rango de linealidad.

Segun las directrices de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH), para la
aceptabilidad de los datos de linealidad se debe corroborar que el grafico de respuesta
frente a la concentracion presente un coeficiente de correlacion de > 0,999. Entonces se
puede afirmar que el anlisis desarrollado es aceptable ya que presenta un coeficiente de
correlacion de 0,9999. Ademas, que como se indica la regresion lineal aplicada a los
resultados debe tener un intercepto significativamente diferente a 0, este resultado fue
conseguido mediante la evaluacion estadistica ANOVA, que nos indicé confirmar dicha

afirmacién y confirmar la linealidad del método desarrollado.
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4.2.2. Limite de Deteccion y Cuantificacion

Para especificar la minima concentracion de acrilamida detectable se determina el
valor del limite de deteccion (LOD) (ecuacion 2.5) y de cuantificacion (LOQ)
(ecuacién2.6) que presenta este método de analisis. Con este fin, se asocia la
respuesta del blanco (en ausencia de acrilamida) al valor del intercepto “a” y su

desviacion estandar (S,) muy cercana al valor registrado por el intercepto (S,).

De esta manera, se determina que el valor de LOD y el LOQ es igual a 0,0133 ppm
y 0,0445 ppm, respectivamente. En otros términos, la minima concentracién
detectable de acrilamida extraida por solventes es igual a 0,013 ppm y la minima
concentracion cuantificable de manera precisa sera igual a 0,045 ppm. En
concordancia, este Ultimo valor es cercano al limite inferior del rango de linealidad
de Huber discutido anteriormente.

Tabla 3.5: Limite de deteccion y cuantificacion de la acrilamida segun el método de
extraccion con metanol.
Limite de deteccion (LD) 0,013 ppm
Limite de cuantificacion (LC) 0,045 ppm

Segun las recomendaciones de la UE para asegurar la aceptabilidad de los
resultados analiticos, se deben elegir métodos que puedan alcanzar un LOQ de
hasta 100 pg.kg™ (0,05 ppm), lo que certifica que este estudio con un limite de
cuantificacion de 0,045 ppm es aceptable para el analisis de acrilamida en papas
fritas.

4.2.3. Precision

Como ya se habia definido, la precision es basicamente la dispersion de la medida
alrededor de un valor central o medio, cuando el método se aplica repetidamente.

4.2.3.1. Precision intermedia

Para calcular la precision intermedia se obtuvo las areas cromatograficas y las
concentraciones en ppm (tabla 3.6) obtenidas en la lectura de un estandar con
concentracion tedrica de 0.8 ppm analizadas en seis dias diferentes.
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Tabla 3.6: Areas cromatograficas y concentracion en ppm de 6 muestras de estandar

evaluadas en dias diferentes.

Dias 1 2 3 4 5 6
Area cromatogréfica | 375012 369892 376504 375985 376021 369957

Concentracion (ppm) | 0,7947 0,7837 0,7979  0,7968  0,7969 0,7838

Con estos resultados se calculé el coeficiente de variacion (ecuaciéon 2.9) y se
compardé con el coeficiente de Horwitz (ecuacion 2.10) que estima el valor maximo

del coeficiente de variacion segln la concentracion tedrica del analito usado

Tabla 3.7: Resultados de Precision intermedia

C.V. Horwitz (%)

1-0.5*log C 1,0485

RSDh / Desviacion estandar relativa 2,0483
CV. (%)

Promedio 0,7923

Desviacion estandar (s) 0,0066

(s) / Promedio 0,6286

Como se puede observar en la tabla 3.7 el valor calculado para el coeficiente de
Horwitz es de 2,05%. Respecto al coeficiente de variacion el valor hallado fue de
0,85 %, el cual se encuentra por debajo del coeficiente de Horwitz. Estos datos nos
permiten aseverar que no hay variacion significativa entre los resultados realizados

en diferentes dias.
4.2.3.2. Repetibilidad

Para calcular la repetibilidad se obtuvo las é&reas cromatogréficas y las
concentraciones en ppm (tabla 3.8) obtenidas de 6 lecturas repetidas en el mismo dia
de un estandar con concentracion tedrica de 0.8 ppm analizadas en seis dias

diferentes.
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Tabla 3.8: Areas cromatogréaficas y concentracion en ppm de 6 muestras de estandar
evaluadas en lecturas consecutivas.

N° Lectura 1 2 3 4 5 6
Area cromatogréfica | 383334 381714 380760 379668 379345 381510

Concentracion (ppm) | 0,8371 0,8342 10,8310 0,8297 0,8289  0,8332

Con estos resultados se calculd el coeficiente de variacion (ecuacion 2.9) y se
comparo con el coeficiente de Horwitz para repetibilidad (ecuacion 2.11) que estima
el valor maximo del coeficiente de variacion segun la concentracion teorica del

analito usado.

Como se puede observar en la tabla 3.9 el valor calculado para el coeficiente de
Horwitz es de 1,03%. Respecto al coeficiente de variacion el valor hallado fue de
0,63 %, el cual se encuentra por debajo del coeficiente de Horwitz. Estos datos nos

permiten confirmar que no hay variacién significativa entre los resultados realizados.

Tabla 3.9: Resultados de Repetibilidad
C.V. Horwitz (%)

1-0.5*log C 1,0485

RSDh / Desviacion estandar relativa 2,0483

C.V Horwitz 1.0342
CV. (%)

Promedio 0,7923

Desviacion estandar (s) 0,0066

(s) / Promedio 0,6286

El ICH describe que en una recopilacion de datos basada en la obtencion de al menos
6 réplicas para la obtencidn del pardmetro de precision se debe incluir la desviacion
estandar la cual, no debe ser superior al 2,0%. Lo cual corrobora la aceptabilidad de
nuestro método ya que la desviacion estandar fue de 0.7% y esta esta por debajo de
2.0%.

4.2.4. Exactitud

Para comprobar la exactitud del método se realizd el célculo del porcentaje de
recuperacion, para ello se realizé el analisis cromatografico de una muestra de papas
fritas de comida rapida y otra de un estandar conocido como se muestra en la

Figura3.5.
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Finalmente se realizo el proceso de adicion del estandar conocido en el proceso de
extraccion de la misma muestra; todos estos datos fueron llevados a ppm para
calcular el porcentaje de recuperacion (Tabla 3.9). (resultados completos reportados

en el Anexo 3).

AA (0,5 ppm)

_ Mimmee
Figura 3.5: Cromatograma ampliado de los picos cromatograficos sobrepuestos de un

estandar de acrilamida (0.5 ppm) y una muestra de papas fritas de comida rapida,
utilizados para calcular el porcentaje de recuperacion.

Tabla 3.10: Porcentaje de recuperacion de acrilamida en la muestra a través de la técnica

HPLC.

Muestra® M+Est. ® Estandar®© A® R%®
0,835 1,285 0,497 0,450 90,57
0,810 1,281 0,507 0,471 92,81
0,824 1,291 0,507 0,467 92,02
0,827 1,248 0,510 0,421 82,51
0,810 1,275 0,500 0,465 93,14
0,820 1,284 0,496 0,464 93,55

%R promedio 90,77

(a)Concentracion en ppm de una muestra de papas fritas de comida rapida

(b )Concentracién en ppm de la muestra con adicion de Estandar (c)Concentracion del Estandar adicionado en ppm
(d) Diferencia de (b)y(a)

(e)Porcentaje de recuperacion: 100 x [(d)/(c)]
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Entonces podemos decir que el método de analisis presenta un porcentaje de
recuperacion igual a 90,8 %, lo cual es aceptable segun los criterios de precision para
un método de adiciones estandar, en el que se indica que la recuperacion media 90 -

107 % para muestras menores a 1ppm.

4.3. Resultados de las muestras de acrilamida en las muestras estudiadas

Como se menciono en la parte de la metodologia se opto por realizar el estudio en dos
partes, de tal manera que la primera cumpli6 la funcion de una prueba piloto que permitio

reconocer las mejores condiciones de extraccion de cada tipo de papa frita.

Fue asi que con las caracteristicas y mejores condiciones obtenidos en los resultados de
la primera parte se procedio al analisis como tal de las muestras de los tres tipos de papas

fritas, lo que se desarrollé en la segunda parte del estudio.

Teniendo en cuenta esta premisa, a continuacion, se reportara y describira los resultados

de cada una de las partes del analisis de las muestras de acrilamida.
4.3.1. Primera parte:

En la primera parte o prueba piloto se analiz6: cuatro muestras de papas fritas de
comida rapida del Restaurante A, cuatro muestras de papas fritas caseras y cuatro
muestras de papas fritas “Chips”, todas ellas en dos solventes agua y metanol (Metl

y Met2 respectivamente)

En la Tabla 3.11 se muestran las areas de los picos cromatograficos de acrilamida en
las muestras analizadas con agua. Los resultados completos de las areas

cromatograficas se muestran en el Anexo 4.

Tabla 3.11: Resultados del area del pico cromatografico de acrilamida en los tres tipos de

papas fritas extraidas en agua

Muestra M ¢ CH
Rest.A Caseras “chips”
153287 - 26080
Area del pico | 141955 i 25105
cromatogréfico de
Acrilamida 152016 - 26445
152646 - 26450
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En la Tabla 3.12 se muestra los resultados del area del pico cromatografico
correspondiente a la acrilamida en las muestras de papas fritas de comida rapida,

casera y “chips” en metanol.

Al momento de la extraccion de las muestras de papas “chips” con metanol, se
observo que dicho solvente interfiere en la separacion de fases al momento de
centrifugarlas, lo que impidi6 obtener el sobrenadante de la mezcla para continuar
con el proceso de extraccion. Por otro lado, las muestras de papas fritas de comida
rapida y las caseras no originaron ningun tipo de problema en el proceso de

extraccion.

Tabla 3.12: Resultados del area del pico cromatografico de la acrilamida en papas fritas

extraida en metanol

M & CH
MG Rest.A Caseras “chips”
; . 320584 = 2
Area del pico

cromatografico | 321258 - 3
de Acrilamida 318997 4 -

321620 - .

Segun las condiciones de extraccion en metanol y agua, no se pudo comprobar la
evidencia de acrilamida en papas caseras (cromatograma desarrollado en Anexo 5). Las
muestras de papas fritas de comida rapida se lograron cuantificar con agua y metanol,
siendo estas Ultimas las que obtuvieron mayores valores de area, como se observa en la

Figura 3.6. En cuanto a las papas “chips” se encontré minima y inicamente con agua.

Resultados de las Muestras
Primera parte

400000

300000
200000
100000 I I I I

B Rest.A Agua CH “chips” ® Rest.A Metanol

o

‘ea Cromatografica de AA

Figura 3.6: Resultados del area del pico cromatogréafico de acrilamida en los tipos de

papas fritas que lograron ser cuantificadas bajo las condiciones de extraccion utilizadas.
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Las muestras de papas fritas obtenidas de un Restaurante de comida répida lograron
cuantificarse en los dos solventes, lo que nos permitio poder evaluar si existe diferencia

significativa segun el solvente de extraccién, como se demuestra a continuacion:

4.3.1.1. Influencia del solvente sobre el proceso de extraccion

. Con la intencidn de discrepar la influencia del solvente sobre la etapa de extraccion se
realiza un analisis comparativo entre las varianzas en la sefial de la acrilamida en papas

fritas de comida rapida (Restaurante A) (Tabla 3.13).

Para ello es pertinente observar en la Figura 3.7, el cromatograma de la muestra de

comida rapida con dos tipos de solventes de extraccion.

. Comida rapida en agua(a)
% -t S !
I IS
S
S
<
: minutos
Comida rapida en metanol (b)
©
§=
A 5
5 . G
| <
minuios

Figura 3.7: Cromatograma de muestras de comida rapida extraidas en (a) agua y (b)

metanol.
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Tabla 3.13: Concentracion de acrilamida en la muestra M extraida por agua (Met1) o
metanol (Met2)

Método Concentracién (ppm)

Extraccion en agua, Metl 0,317 0,293 0.315 0,316

Extraccion en metanol, Met2 | 0,678 0,679 0,674 0,679

En este sentido, se aplicé el test de Fisher (Tabla 3.14), para evaluar la precision y
reproducibilidad de la extraccion de acrilamida en muestras de papas fritas de comida

rapida con metanol (Met2) o agua (Met1l).

Tabla 3.14: Analisis estadistico de Fisher para la muestra de papas fritas de comida rapida

(Restaurante A) sometida a los métodos de extraccion, Metl(agua) y Met2 (metanol).

Prueba F para varianzas de dos muestras

Extraccion Metl Met2
Media 0,311 0,678
Varianza 0,001 6,238 E-06
Observaciones 4 4
Grados de libertad 8 3
F 21,419255
P(F<=f) una cola 0,0157768
Valor critico para F (una cola) 9,277

Cuantitativamente, se observa que Met2 reporta una varianza o error sistematico muy
inferior al registrado por Metl. Asi mismo, el parametro estadistico “F”, igual a
21,419, se muestra muy superior al valor critico (Fcritico = 9,28) por lo cual ambos
métodos no muestran una precision similar en la extraccion de acrilamida para este
tipo de muestras, y que la extraccién de acrilamida en muestras de papas fritas de
comida rapida con metanol (Met2) es mas precisa y reproducible que el método de

extraccion con agua (Met1).

Con estos resultados se pudo confirmar las condiciones cromatogréaficas correctas y

eficientes para cada tipo de muestra y asi poder ampliar el estudio en la segunda parte
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4.3.2. Segunda parte:

Segun lo observado en la primera parte del estudio, los niveles de acrilamida existen
en mayor cantidad en papas fritas de comida rapida extraidas con metanol, por lo
tanto, se escogieron 5 diferentes restaurantes de comida rapida de la ciudad de
Arequipa (Restaurante A, Restaurante B, Restaurante C, Restaurante D, Restaurante
E), se tomaron muestras en seis dias diferentes y se escogio el Met2 por demostrar

ser mas preciso en la extraccion de acrilamida en papas fritas de comida rapida.

En el caso de las papas “chips” se cuantificaron 4 muestras, dos de ellas a granel (A
granelly A granel2) y las otras de marcas conocidas en la ciudad (Marca 1 y Marca
2), utilizando el Metl de extraccion en todas ya que como se menciono, las papas
“chips” tinicamente se pueden extraer con agua. lgualmente se tomaron muestras en

seis dias diferentes.
En cuanto a las papas caseras se analizaron 2 muestras bajo el Met2.

Al realizar el andlisis por HPLC de estas muestras se obtuvo areas de picos
cromatograficos de acrilamida, que estan descritas en el Anexo 6, estos datos se

reemplazaron en la ecuacion de la recta y se obtuvo las concentraciones en ppm.

En la Tabla 3.15 se muestra los resultados de la concentracion correspondiente de
acrilamida en las muestras de papas fritas proveniente de los 5 restaurantes de comida
rapida, en la 3.16 las de papas “chips”, por otro lado, se confirmd que con este método

no se logré demostrar que existe acrilamida en las muestras de papas fritas caseras.

Tabla 3.15: Concentracion de acrilamida en ppm correspondiente a las muestras de

papas fritas proveniente de 5 restaurantes de comida rapida

Concentracion (ppm)

M1 M2 M3 M4 M5
Rest.A Rest.B Rest.C Rest.D Rest. E
0,8353 0,1742 0,2718 0,2271 -
0,8096 0,1821 0,2997 0,2401 -
0,8455 0,1764 0,2727 0,2313 -
0,8275 0,1820 0,2648 0,2287 -
0,8095 0,1705 0,2758 0,2300 -
0,8303 0,1782 0,2721 0,2329 -
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Tabla 3.15: Concentracion de acrilamida en ppm correspondiente a las muestras de papas

fritas “chips” a granel obtenidas de dos mercados y de dos marcas reconocidas.

Concentracion (ppm)
M7 M8 M19 M10
Agranel 1 A granel 2 Marcal Marca2
- - - 0,0698
- - - 0,0714
- - - 0,0679
- - - 0,0705
- - - 0,0701
- - - 0,0703

Con la tabla 3.16 y la Figura 3.8 se puede discernir que las mayores concentraciones
de acrilamida fueron encontradas en las muestras de papas fritas de comida rapida,
principalmente la del Restaurante A que tiene un promedio de 0,83 ppm y en menor
cantidad Restaurante B con un promedio de 0,18 ppm, en cuanto a las papas fritas
del Restaurante E con las condiciones cromatogréficas de este estudio no se logro

demostrar la presencia de acrilamida.

En cuanto a las papas “chips” tinicamente se demostro la presencia de acrilamida en
la muestra de Marca 2 con un promedio de 0,07 ppm, que notoriamente ademas de
ser la Gnica muestra de su tipo que presenta acrilamida, también tiene una menor

concentracion comparada con las papas fritas de restaurantes de comida répida.

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
Concentracion de Acrilamida (ppm)

B M10 Marca2 M5 Rest.D ®mM4 RestC ®M3Rest.B ®M2RestA

Figura 3.8: Resultados de la concentracion de acrilamida en los tipos de papas fritas
que lograron ser cuantificadas bajo las condiciones de extraccion utilizadas en la
segunda parte del estudio.
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Tabla 3.16: Resumen de la concentracion de acrilamida encontrada en papas fritas de la

segunda parte del estudio.

Concentracion (ppm)

M2 M3 M4 M5 M10

MUBSIFa  RestA  RestB  RestC  RestD  Marca2

Promedio 08263 01772 02762  0,2317 0,0700

4.1. Comparacioén con reglamentos internacionales

Segun lo expuesto en la seccion 1.7, el Reglamento 2158/2017 (Comision Europea 2017)
obliga a los procesadores de alimentos y operadores de negocios alimentarios en Europa

a reducir la presencia de acrilamida en sus productos (56).

Se calculd la cantidad de muestras en pg.kg? de las muestras de papas fritas de

Restaurantes (A, B, C, D) y de papas Chips de la Marca2, utilizando la ecuacién 3.2.

_ AxE
- C (3.2)

Donde:

X = Muestra(ug.kg™)

A = Muestra (ppm)

B= Volumen de Dilucién (10 mL)
C = Peso de la muestra en kg (59)

Tabla 3.17: Resultados de concentracion de acrilamida en las muestras analizadas

Concentracion (ug.kg™)

M1 M2 M3 M4 M10
Rest.A Rest.B Rest.C Rest.D Marca2
1670,6 387,1 604,0 504,7 155,1
1619,2 404,7 666,0 533,6 158,7
1691,0 392,0 606,0 514,0 150,9
1655,0 404,4 588,4 508,2 156,7
1619,0 378,9 612,9 511,1 155,8
1660,6 396,0 604,7 517,6 156,2
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Con los resultados (Tabla 3.17) y los valores que fueron establecidos a un nivel de
referencia de 500 pg.kg™ para las papas fritas de comida rapida y 750 pg.kg™ para las
papas chips (56) , se pudo determinar que las muestras analizadas de procedencia de los
Restaurantes A, C y D sobrepasan el valor referencial (Figura 3.9 ), por el contrario las
muestras del Restaurante B y de las papas “chips” Marca2 estan por debajo de la
recomendacion. Sin embargo, en las papas chips Marcal no se pudo demostrar la

presencia de acrilamida segun el método.

1800
1653

1600

1400
B Concentracion de acrilamida en la

1200 muestra

M Valor establecido por la Comision
1000 Europea

800

(ugkg*)

600

614
515
394
40
20 I
0

Rest.A Rest.B Rest.C Rest.D

o

o

Figura 3.9: Grafica de comparacion de los resultados obtenidos con el valor establecido
por el Reglamento 2158/2017 (Comisién Europea 2017).

Finalmente es importante mencionar que segun la Tabla 4, los resultados de las papas
fritas de comida rapida del restaurante A estan por encima de los resultados reportados
en distintos paises, el resto de restaurantes presentan una concentracion muy similar a
las indicadas en la tabla. Ademas, igualmente los resultados de los restaurantes, a
excepcion del restaurante A, estan dentro del promedio encontrado en estudios

realizados por la EFSA que determina un promedio de entre 308 y 971 pg.kg™

En cuanto a las papas fritas chips todos los paises (Tabla 1. 4) reportan un valor superior
al hallado en este estudio a excepcion de Paises bajos e que reporta un valor promedio

similar (150 pgkg™)
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CONCLUSIONES
Primero:

Se logro desarrollar el método analitico mediante un equipo de cromatografia liquida de
alta resolucion Merck Hitachi con las siguientes caracteristicas: una columna R18
Merck Lichrocart, una longitud de onda 200 nm, y con una fase movil de acetonitrilo y
agua acidificada en una relacion 2:98; detectando un tiempo de retencion de 2,8 minutos

para acrilamida.

Segundo:

Se determind los parametros para la validacion del método de cuantificacion de
acrilamida en un rango de 0,05 a 2 ppm, obteniendo asi una gréfica de calibracion que
presenta un factor de correlacion r de 0,99996, un porcentaje de linealidad de 99,46%
con un limite de deteccion (LD) de 0,013 ppm, un limite de cuantificacion (LQ) de 0,045
ppm, para la precision intermedia y repetibilidad se calculé un C.V% de 0,6%, y un

porcentaje de recuperacion de 90,8%
Tercero:

Se cuantifico acrilamida en las muestras analizadas encontrando que: las papas fritas
de comida rapida tienen una mejor precision en metanol, asi mismo al analizar muestras
procedentes de distintos restaurantes se observé la presencia de acrilamida desde 394
ng.kg? hasta 1653 pug.kg™ lo que demuestra que existen valores muy por encima de los

niveles recomendados en el Reglamento 2158/2017 de la Comision Europea (500 pg.kg

1).

Al analizar papas fritas caseras segin las condiciones de extraccion y medidas
cromatogréaficas no hay evidencia de acrilamida en estas.

En el analisis de acrilamida a papas fritas “chips” utilizando agua como solvente, se
cuantifico en una muestra de marca un valor de 156 ug.kg™, el cual es aceptado por los

niveles recomendados en el Reglamento de la Comision Europea (750 ug.kg™.
Cuarto:

Con los resultados hallados se demuestra que estos productos alimenticios
efectivamente presentan concentraciones considerables de acrilamida por lo cual podria
llegar a ser perjudicial para la salud publica, de modo que es necesario cubrir la calidad

de las papas fritas destinadas al consumo de la poblacion.
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SUGERENCIAS

1. Proponer la determinacion de acrilamida como control de calidad a papas fritas

comercializadas en nuestro pais.
2. Proponer un estudio para la mitigacion de formacién de acrilamida, como por
ejemplo la inclusion de aditivos capaces de inactivar a la acrilamida en la férmula

para preparar papas fritas.

3. Realizar pruebas con diversas muestras de alimentos sometidas a procedimientos de

coccion a altas temperaturas.
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ANEXO 1 Comision de debate sobre la Acrilamida, Codex alimentarius

comision del codex alimentarius

v ORGANIZACION DE LAS NACIONES ORGANIZACION '4
/ UNIDAS PARA LA AGRICULTURA MUNDIAL  \(({iH5 V
L Y LA ALIMENTACION DE LA SALUD ép ,y
————
OFICINA CONJUNTA: Viale delle Terme di Caracalla 00100 ROMA Tel: 39 06 57051 www.codexalimentarius.net Email: codex@fao.org Facsimile: 39 06 5705 4593
Tema 14 (g) del programa CX/FAC 06/38/35
Marzo de 2006

PROGRAMA CONJUNTO FAO/OMS SOBRE NORMAS ALIMENTARIAS
COMITE DEL CODEX SOBRE ADITIVOS ALIMENTARIOS
Y CONTAMINANTES DE LOS ALIMENTOS

38° periodo de sesiones
La Haya, Paises Bajos, 24 — 28 de abril de 2006
DOCUMENTO DE DEBATE SOBRE LA ACRILAMIDA

(Preparado por el Reino Unido y los Estados Unidos, con la colaboracion del Canada, Noruega, Suecia,
Suiza y la Confederacion de Industrias Agroalimentarias)

Se ruega a todos los gobiernos y organizaciones internacionales participantes en calidad de
observadores ante la Comisién del Codex Alimentarius que deseen hacer observaciones sobre el
presente tema, remitirlas a mas tardar el 7 de abril de 2006 a: Contacto del Codex en los Paises
Bajos, Ministerio de Agricultura, la Naturaleza y la Calidad de los Alimentos, Apdo. Postal 20401,
2500 EXK. La Haya, Paises Bajos (Fax: +31.70.378.6141; correo electronico:
info@codexalimentarius.nl, de preferencia), con copia para el Secretario de la Comisién del Codex
Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS sobre Normas Alimentarias, Viale delle Terme di
Caracalla, 00100 Roma Italia (Fax: +39.06.5705.4593; comeo electronico: Codex@fao.org, de
preferencia)

ANTECEDENTES

1. El Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos (CCFAC)
decidio, en su 37° periodo de sesiones, que se revisara el documento de debate sobre la acrilamida.' teniendo
en cuenta la evaluacion de la 64° reunién del Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) sobre la acrilamida, las estrategias nacionales de reduccion, y la funcion de la industria alimentaria,
los servicios de comidas y a los consumidores. El Comité también decidié que el documento de debate
incluyera un proyecto de codigo de practicas y un proyecto de documento para iniciar un nuevo trabajo de
elaboracion del codigo de précticas, a fin de presentarlo proximamente a la Comision.

2. El Comité acord6 establecer un grupo de trabajo, dirigido por el Reino Unido y los Estados Unidos,
para revisar el documento de debate, tomando en consideracion el debate arriba mencionado, a fin de
distribuirlo, recabar observaciones y someterlo a consideracioén en su siguiente reunion.

INTRODUCCION

3. En abril de 2002, unos investigadores de la Administracion Nacional de los Alimentos de Suecia
(SNFA) y la Universidad de Estocolmo anunciaron que se forma acrilamida en diversos alimentos homeados
y fiitos, cocinados a elevadas temperaturas.” Desde la publicacion del informe sueco se han documentado en
muchos otros paises resultados parecidos sobre la formacion de acrilamida principalmente en alimentos con
gran contenido de carbohidratos de origen vegetal, preparados o cocinados a temperaturas elevadas.*®
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4. En 2002, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) celebraron una consulta sobre las "Repercusiones para la salud de
la presencia de acrilamida en los alimentos", y presentaron una serie de recomendaciones.”

5. El descubrimiento de la formaciéon de acrilamida en algunos alimentos cocinados es motivo de
preocupacion porque la acrilamida probablemente es un carcindgeno humano.® A partir de estudios en
animales utilizando grandes dosis, se conoce que la acrilamida es carcindgena y mutagena de las células
germinales en los roedores, y posible carcindgena y genotoxica en los seres humanos, ademas de ser una
conocida sustancia neurotoxica en los seres humanos.” > ° En los animales incrementa la frecuencia de una
serie de tumores benignos y malignos encontrados en diversos o6rganos (por ejemplo, en la glandula
mamaria, en la funica vaginalis, la tiroides y las adrenales).ll

6. En estudios de caso de control realizados en la poblacién no se ha encontrado asociacién positiva
alguna entre la exposicion alimentaria a la acrilamida o fuentes alimentarias y el riesgo de cancer en diversos
6rganos, algunos sin relacion con los que se han determinado en las ratas.”” Ademés, no se ha observado
aumento del cancer en estudios de grupos humanos expuestos a la acrilamida por motivos laborales, con la
posible excepcion de un incremento de cancer pancreatico.> ** Sin embargo, los estudios de epidemiologia
tienen una capacidad limitada para detectar pequefios incrementos en la frecuencia de los tumores y, por lo
tanto, la falta de una asociacion positiva no es posible tomarlos como prueba de que esta sustancia no pueda
producir cancer en los seres humanos

7.  Los estudios realizados hasta ahora indican que la formacion de acrilamida es posible en particular en

alimentos con alto contenido de carbohidratos cocinados (es decir, homeados o fritos) a temperaturas
superiores a unos 120°C."”>"" No se ha encontrado acrilamida en alimentos hervidos.'® '* Los mecanismos
que conducen a la formacién de acrilamida no se conocen cabalmente. La mayor parte de la acrilamida
presente en los alimentos se forma a través de una reaccién quimica denominada reacciéon de Maillard y, en
particular, a través de la reaccion entre el aminodcido asparagina y azlicares reductoras, naturales de los
alimentos. >*** Otros precursores que se han indicado como causa de una parte del contenido de acrilamida
presente en los alimentos son la 3-aminopropionamida, el 4cido acrilico y el amonio.***®

TOXICOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA
Genotoxicidad y carcinogenicidad

8.  El Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) ha clasificado la acrilamida como
"probablemente carcinégena para los seres humanos”,® ademas, el Comité Cientifico de Alimentacion (SCF)
de la Unién Europea (UE) la ha calificado como carcinégeno genotéxico.>” En dos estudios de largo plazo
con ratas, la acrilamida incremento la frecuencia de una serie de tumores benignos y malignos en diversos
6rganos.” ® La acrilamida también indujo la formacién de tumores de pulmon y de la piel en una serie de
ensayos biologicos no normalizados sobre carcinogenicidad con ratones.*® Se piensa que la acrilamida es un
carcinégeno genotoxico, aunque existen indicios de que otras modalidades de accion podrian contribuir al
espectro observado de tumores en las ratas tratadas con acrilamidas, en especial los tumores de los tejidos
sensibles a las hormonas.”® No se ha observado incremento del céncer en seres humanos en contacto con la
acrilamida por razones de trabajo, con la posible excepcion de un aumento de cancer de pancreas.' **

9. La acrilamida se metaboliza in vivo en glicidamida, un epoxido quimicamente reactivo que podria
explicar la mayor parte de los efectos genotoxicos y carcindgenos observados de la acrilamida. Algunos
ejemplos de resultados genotoxicos de la acrilamida son la induccién de mutaciones genéticas y
anormalidades cromosomicas en células cultivadas in vitro,® y mutagenicidad in vivo en el estudio Big Blue
Mouse con glicidamida y acrilamida.'® Tanto la acrilamida como la glicidamida reaccionan con los
compuestos nucledfilos a través de la adicién de Michael para formar aductos en el ADN (glicidamida) y
proteinas (acrilamida y glicidamida). Los aductos de la acrilamida y la glicidamida en la valina N-terminal
de la hemoglobina no son toxicos pero son ttiles como marcadores de la exposicion in vivo a la acrilamida.”
*7 Se ha demostrado que se producen tres aductos en el ADN a partir de la exposicién in vivo a la
glicidamida, y se han encontrado otras bases aductadas en reacciones in vitro con acrilamida.*®*!
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Neurotoxicidad y toxicidad de la reproduccion y del desarrollo

10. Laneurotoxicidad (debida a la exposicion laboral y a otros tipos de exposicion no alimentaria y de alto

nivel) es el tnico efecto negativo reconocido de la exposicion humana a la acrilamida.” Los estudios
laborales que se han realizado no ofrecen informacién para definir una relacion entre dosis y respuesta.” No
esta claro si los efectos neurotoxicos de la acrilamida se pueden atribuir a la acrilamida misma o a la
glicidamida, su metabolito. Tanto la OMS como el SCF concluyeron que no cabia esperar efectos
neurotéxicos de los niveles de acrilamida encontrados en los alimentos.” >’

11. Se ha demostrado en estudios con animales que la acrilamida es un téxico de la reproduccion y del
desarrollo. Como en el caso de la neurotoxicidad, se cree que los efectos reproductivos y en el desarrollo
ocurren con dosis mucho més elevadas de las que aparecen en los alimentos. La Consulta de Expertos de la
OMS declar6 que el nivel de afectos adversos no observados (NOAEL) correspondiente a las repercusiones
en la fertilidad fue cuatro veces mayor que el de neurotoxicidad (neuropatia), y que controlando la
neurotoxicidad se controlarian los efectos en la fertilidad.”

12.  En 2004, un grupo de expertos del Programa nacional de toxicologia de los Estados Unidos (NTP)
examino la toxicidad reproductiva y del desarrollo de la acrilamida, y determiné como niveles mas bajos con
efecto adverso observado (LOAEL) entre 4 y 45 mg/kg pc al dia para la toxicidad del desarrollo y toxicidad
reproductiva masculina en ratones y ratas. Considerando el bajo nivel de la exposiciéon humana estimada a la
acrilamida (comprendida la exposicién alimentaria), el grupo de expertos manifestd que el motivo de
preocupacion por posibles efectos reproductivos y del desarrollo negativos seria insignificante, y minimo
respecto a los efectos hereditarios inducidos por la acrilamida en la poblacién en general

Estudios en curso

13. Estan en curso diversos estudios sobre la toxicologia de la acrilamida, cuyos detalles figuran en el
portal Acrylamide Infonet, de la FAO y la OMS.* Como figura en su Plan de accion para la acrilamida en
los alimentos,’* la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos y las
organizaciones asociadas estan llevando a cabo un conjunto de estudios sobre la acrilamida y la glicidamida.
Se han terminado algunos estudios de corto plazo sobre toxicocinética, biodisponibilidad, formacién de
aductos en el ADN, y presencia de acrilamida en alimento para roedores,>* pero los resultados de los
ensayos sobre carcinogenicidad a largo plazo y una evaluacion de la neurotoxicidad del desarrollo no estardn
disponibles sino hasta 2008. La evaluacion del JECFA solicitada por el CCFAC, por lo tanto, no se finalizara
sino hasta que se hayan concluido estos estudios de la carcinogenicidad y neurotixicidad, y se evaluen sus
resultados.

Evaluacién del JECFA

14. En la 64* reunion del JECFA se evalu6 la acrilamida y se resumi6 la informacién sobre la
biodisponibilidad, el metabolismo, la toxicologia, la exposicién y la formacion de la acrilamida.*® El JECFA
caracterizd el riesgo carcinogénico de la acrilamida mediante el calculo de los mérgenes de exposicion
(MOE) entre un limite inferior de la dosis de referencia para los tumores en las glandulas mamarias de las
ratas y la ingesta estimada de acrilamida de los consumidores con un consumo promedio (1 pg/kg pc/dia) y
un consumo elevado (4 pg/kg pc/dia) (véase también la seccion: Exposicion, en este documento). Los
margenes de exposicién fueron de 300 para el consumo promedio y 75 para el consumo elevado. El Comité
consideré que estos mérgenes de exposicion son bajos para un compuesto genotoéxico y cancerigeno, y
concluyo6 que pueden indicar un peligro para la salud humana.

15. El JECFA también calculé los margenes de exposicion en los resultados neurologicos. Con base en
estos margenes de exposicion el Comité afirmé que es poco probable que se produzcan efectos neurolégicos
negativos con las ingestas estimadas, pero dijo asimismo que no se podia excluir la formaciéon de cambios
morfolégicos en algunos individuos con ingestas muy elevadas. E1 JECFA explic6 que los estudios en curso
sobre neurotoxicidad y efectos en el desarrollo neurologico en las ratas definiran con mayor claridad si
pueden producirse efectos a partir de la ingesta a largo plazo de dosis bajas de acrilamida.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

B CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

CX/FAC 06/38/35 4

16. El JECFA hizo las siguientes recomendaciones: 1) la acrilamida deberia evaluarse de nuevo cuando se
tengan los resultados de los estudios en curso sobre carcinogenicidad y sobre neurotoxicidad a largo plazo;
2) deberia proseguir la elaboracién de modelos farmacocinéticos con base farmacologica (PBPK) para
asociar mejor los datos de biomarcadores humanos con evaluaciones de la exposicion y los efectos
toxicoldgicos en animales de experimentacion; 3) se deberia seguir tratando de reducir las concentraciones
de acrilamida en los alimentos; y 4) seria 1til tener datos sobre la presencia de acrilamida en los alimentos
que se consumen en los paises en desarrollo.

Estudios epidemiologicos

17.  El Grupo de Trabajo sobre exposicion y biomarcadores del Taller sobre acrilamida en los alimentos de
2004, del Instituto Mixto de Inocuidad de los Alimentos y Nutricion Aplicada (JIFSAN), examin6 los
estudios epidemiologicos disponibles sobre la acrilamida (exposicion a través de los alimentos y por motivos
laborales). El taller declaré que si bien los estudios disponibles a la fecha no proporcionan datos conclusivos
de que exista alguna relacion entre la exposicion alimentaria a la acrilamida y el riesgo de céncer, esto no
significa necesariamente que dicha relacién no exista.'?

18. El JIFSAN concluyé que los estudios epidemioldgicos disponibles no tienen la fuerza estadistica
necesaria para detectar un riesgo de cancer por exposicion alimentaria a la acrilamida a los niveles indicados
por los estudios toxicologicos.'” Asimismo, el JECFA concluyé que los resultados de los estudios
epidemiologicos disponibles que estiman la exposicion oral a la acrilamida no son adecuados en la
evaluacion de riesgos de la acrilamida.*

METODOS ANALITICOS

19. Se han utilizado diversos métodos analiticos para cuantificar la acrilamida presente en los alimentos.

Los métodos més utilizados se basan en deteccion mediante cromatografia de gases y espectrometria de
masas (analito derivatizado o no derivatizado), cromatografia de gases y espectrometria de masas y
cromatografia de liquidos de elevado desempeflo combinada con espectrometria de masas, utilizando una
norma interna marcada con un isétopo estable.** >

20. Acrylamide Infonet, portal de la FAO y la OMS coordinado por el Instituto Mixto de Inocuidad de los

Alimentos y Nutricién Aplicada, funciona como recurso mundial e inventario de la investigacion en curso
sobre la acrilamida en los alimentos.*® Infonet contiene informacion (o enlaces de informacién) sobre
diversas metodologias analiticas.

21. Recientemente se examinaron los métodos y la preparacion de muestras destinados a medir la
acrilamida presente en los alimentos.'* Este examen contiene informaciéon sobre métodos, tomada de
articulos revisados por homologos y de otras fuentes (por ejemplo, un estudio realizado entre laboratorios
oficiales y privados de los Estados Miembros de la Unién Europea). Los autores concluyeron que la
influencia de las distintas técnicas de extraccion o solventes de extraccién no se ha investigado plenamente
todavia y que los criterios de desempeiio de estos métodos deberian verse con ojo critico.*?

22. El Taller sobre la acrilamida en los alimentos, del JIFSAN, examino el estado de la metodologia de la
acrilamida hasta abril de 2004.* Entre las conclusiones a las que lleg6 el grupo de trabajo sobre metodologia
analitica estan las siguientes: 1) se han tratado practicamente todas las matrices de interés, pero hay poca
informacién sobre el desempefio de los métodos en una serie de productos; 2) la identificaciéon de los
compuestos detectados, como la acrilamida, es fidedigna; 3) los resultados numeéricos en general son
satisfactorios, de acuerdo a la concentracion y la matriz; y 4) se estan haciendo con regularidad pruebas de
competencia, pero se necesitan materiales certificados de referencia y validacion entre laboratorios de los
métodos. El grupo de trabajo también determiné los elementos necesarios para garantizar que la metodologia
se aplique correctamente.*
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23. El grupo de trabajo sobre la acrilamida, del Centro Comun de Investigacion (CCI) de la Comision
Europea (CE), sigue estudiando los requisitos de los métodos analiticos. El CCI ha realizado una serie de
pruebas de competencia sobre la determinacién de la acrilamida en una serie de matrices.*” Una prueba
reciente con muestras de pan crujiente reveld un desempeflo insatisfactorio (z > 2) de un 30% de los
laboratorios que participaron, en por lo menos una de las cinco muestras analizadas. En el proyecto Heatox
de la CE.* el CCI tiene previsto validar dos métodos para determinar el contenido de acrilamida en una
seleccion de matrices de alimentos. E1 CCIL, con el Instituto Aleman de Investigacion y Ensayo de Materiales
esta preparando materiales certificados de referencia para la acrilamida (pan tostado y pan crujiente).**

24. En los Estados Unidos, la Asociacion Nacional de Procesadores de Alimentos (NFPA) ha realizado
tres pruebas del anillo para evaluar el desempeio analitico de los laboratorios del gobierno y comerciales que
llevan a cabo el andlisis de la acrilamida. Tanto los laboratorios norteamericanos como los europeos
participaron en estas pruebas, en las que estuvieron representados diversos métodos. Los resultados de la
ultima ronda de pruebas, que comprendieron muestras de cereales, manteca de cacahuete, chocolate y café,
pueden consultarse en el portal del JIFSAN.*

EXPOSICION ALIMENTARIA

25. Se detect6 la presencia de acrilamida en alimentos de elaboracion comercial y cocinados en casa. La
amplia variedad de alimentos susceptibles a la formacion de acrilamida incluyen productos basicos y otros
productos importantes para la alimentacion.

26. El cuadro 1 resume algunos resultados del analisis de la presencia de acrilamida en los alimentos. Se
ha realizado un numero limitado de analisis de algunos de estos grupos de alimentos. Se observo una
considerable variacion en los niveles de acrilamida entre alimentos de algunas categorias determinadas y en
lotes de productos elaborados en las mismas condiciones. El cuadro resume los datos producidos desde abril
de 2002 de la presencia de la acrilamida, por lo tanto, no necesariamente refleja los niveles actuales de
acrilamida en estos productos.

Cuadro 1: Resumen de los niveles documentados de acrilamida en los alimentos

Niveles de acrilamida (ug/kg)
Grupo de alimentos Grupo de productos alimentarios .. .
minimo maximo
papas papas crujientes® 117° 3770°
papas fritas o a la francesa® 59% 5200
papas (crudas) <10® <50"
buiiuelos de papa y papas desmenuzadas (fritos) 427 2779°
productos de cereales | hojuelas de maiz 120” 220°
productos de panaderia y galletas 18% 33247
pan de jengibre <20 7834%
pan <10° 130°
pan (tostadas) 250 1430
cereales para el desayuno (no para nifios pequefos) 11° 1057°
pan crujiente <30 2838°
pasteles y gall para diabéticos 20" 30447
palomitas de maiz (dulces y saladas) 570 3007
golosinas de ajonjoli 557 160"
fideos fritos 37T 5817
arroz y fideos arroz frito 37 67T
sopa de fideos instantanea <37 152°
galletas de arroz, asadas o fritas 177 5007
aceitunas negras de lata 123% 1925°
fruta y hortalizas jugo de ciruela pasa embotellado 537 267°
hortalizas fritas (incluidas las hortalizas para tempura) 34% 34®
frutos secos, asi como la crema de cacahuete 28° 339°
frutos secos
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Niveles de acrilamida (pg/kg)
Grupo de alimentos Grupo de productos alimentarios s v
minimo méximo
especialidades asiaticas fritas en aceite abundante: <37 190°T
alimentos compuestos bolas de masa, bollos, buiuelos
fritos aperitivos asidticos apetitosos y fritos en aceite 332 120"
abundante (lentejas, "mezcla Bombay")
productos de pescado y mariscos, empanados o <2¥ 39
pescado y carne rebozados
productos de came o avicolas, empanados o <10° 647
rebosados (fritos)
carne en canal, pollo y pescado (frito) <51 52T
productos de chocolate <2® 826"
productos de cacao
cacao en polvo” <10° 909°
bebidas café (tostado)® 45° 975"
sucedéneo del café’ 116% 5399°
extracto de café, café en polvo® 105% 4948%
té tostado (hoji-cha) y té Oolong® <972 567>
granos de cebada tostados (para té) 140 578"
cerveza <6% <307
galletas y bizcochos para nifios pequefios <20® 910"
alimentos para nifios
pequefios y lactantes alimentos envasados o enlatados para lactantes <10° 121°

 Refrigerio de patatas (papas) fritas en cortes finos (en algunas regiones, comprendida América del Norte, se llaman "papas fritas").
® Productos de papa en cortes més gruesos (lamados papas a la francesa en algunas regiones, comprendida América del Norte, o
papas fritas en el Reino Unido).

¢ Se han registrado niveles mas altos en productos preparados en casa cocidos en exceso, como en la muestra registrada de papas
fritas demasiado cocidas que presenté un nivel de acrilamida de 12800.4

¢ Cacao en polvo para pasteleria.

¢ Analizado como se vende (como café tostado, instantaneo, extracto de café en polvo) y no preparado para el consumo.

No esta claro si la muestra que presenté el valor minimo se analizé como se vendio o preparada para el consumo. La muestra del
valor maximo se analizé como se vendia y no preparada para el consumo.

€ El té tostado (té hoij) contuvo entre 519 y 567 pg/g, y el té Oolong tuvo entre <9 y 142 pg /g, respectivamente. Las muestras de té
verde, té (negro), y té Pu’er no presentaron niveles de acrilamida detectables e ([<9 pg/g] ni residuos [9 a 30 pg/g]).”

27. Como se resumen en el cuadro 2 (véanse las notas del cuadro), se han realizado algunos estudios para estimar la

exposicion alimentaria a la acrilamida. Las estimaciones de la ingesta a corto plazo oscilaron entre 0,2 pg/kg pe/dia para
el consumo promedio a 3,4 pg/kg pc/dia para el consumo elevado. Estos niveles se resumen en el cuadro 1. Cabe
sefialar que se utilizaron diversos métodos para proporcionar los datos sobre la presencia de la acrilamida y los datos
sobre el consumo de alimentos, asi como para estimar la exposicién alimentaria.

Cuadro 2: Resumen del consumo alimentario de acrilamida

Pais/organizacién Ingesta ali ria estimada de acrilamida (ug/kg pc/dia)*
FAO/OMS’ 0,3-0,8
UE SCF”’ 0,2-0.4
BfR, Alemania™ 1,1-3,4
BAG, Suiza> 0.28
SNT, Noruega™® 0,32-1.35
AFSSA, Francia’’ 0,5-2,9
SNFA, Suecia™ ™ 0,45-1,03
NECS, Paises Bajos™’ 0,48-1,1
Estados Unidos™ 0,43-2,31
Reino Unido™ 0,3-1,8
JECFA™ 1-4

* Los intervalos incluyen los niveles de exposicion de consumo medio y alto, donde se han estimado estos niveles.
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REGLAMENTO (UE) 2017/2158 DE LA COMISION
de 20 de noviembre de 2017

por el que se establecen medidas de mitigacion y niveles de referencia para reducir la presencia de
acrilamida en los alimentos

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION EUROPEA,
Visto el Tratado de Funcionamiento de la Unién Europea,

Visto el Reglamento (CE) n.° 852/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004, relativo a la
higiene de los productos alimenticios (), y en particular su articulo 4, apartado 4,

Considerando lo siguiente:

(1) El Reglamento (CE) n. 852/2004 tiene como objetivo lograr un nivel elevado de proteccién de los consumidores
en relacion con la seguridad alimentaria. Define chigiene alimentaria» como un conjunto de medidas y
condiciones necesarias para controlar los peligros y garantizar la aptitud para el consumo humano de un
producto alimenticio teniendo en cuenta la utilizacion prevista para dicho producto. Los peligros desde el punto
de vista de la seguridad alimentaria tienen lugar cuando los alimentos estin expuestos a agentes peligrosos que
dan lugar a la contaminacién de dichos alimentos. Los peligros alimentarios pueden ser bioldgicos, quimicos
o fisicos.

(2) La acrilamida es un contaminante con arreglo a la definicién del Reglamento (CEE) n.° 31593 del Consejo () y,
como tal, constituye un peligro quimico en la cadena alimentaria.

(3) La acrilamida es un compuesto organico de bajo peso molecular y muy soluble en agua, que se forma a partir de
asparagina y azdcares, componentes que aparecen de forma natural en determinados alimentos cuando se
elaboran a temperaturas generalmente superiores a 120 °C y con bajo nivel de humedad. Se forma principalmente
en alimentos ricos en hidratos de carbono, horneados o fritos, con materias primas que contienen sus
precursores, como cereales, patatas y granos de café.

(4  Dado que los niveles de acrilamida en algunos productos alimenticios son considerablemente superiores a los
niveles en productos comparables de la misma categoria de productos, en la Recomendacién 2013647 UE de la
Comision () se invit6 a las autoridades competentes de los Estados miembros a investigar sobre los métodos de
produccién y transformacion utilizados por los explotadores de empresa alimentaria en los casos en que el nivel
de acrilamida constatado en un producto alimenticio especifico supere los valores indicativos establecidos en el
anexo de dicha Recomendacion.

(50 En 2015, la Comisioén Técnica Cientifica de Contaminantes de la Cadena Alimentaria (Contam) de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria («Autoridad») adopté un dictamen sobre la presencia de acrilamida en los
alimentos (‘). Basdndose en estudios con animales, la Autoridad confirma evaluaciones anteriores que constataban
que la acrilamida presente en los alimentos puede aumentar el riesgo de padecer cincer para consumidores de
todos los grupos de edad. Dado que la acrilamida estd presente en una gran variedad de alimentos cotidianos,
esta preocupacion es extensible a todos los consumidores, pero los nifios son el grupo de edad mas expuesto, en
funcién del peso corporal. Sobre la base de los niveles actuales de exposicién a través de la alimentacion, los
posibles efectos nocivos de la acrilamida sobre el sistema nervioso, el desarrollo prenatal y postnatal y la
reproduccion masculina no se consideraron preocupantes. En cambio, los niveles actuales de exposicion a la
acrilamida a través de la alimentacion en todos los grupos de edad son motivo de preocupaciéon con respecto
a sus efectos cancerigenos.

(6) Habida cuenta de las conclusiones de la Autoridad con respecto a los efectos cancerigenos de la acrilamida y
a falta de medidas coherentes y obligatorias que deban aplicar las empresas alimentarias para reducir los niveles
de acrilamida, es necesario, mediante el establecimiento de medidas de mitigacion apropiadas, garantizar la
seguridad alimentaria y reducir la presencia de acrilamida en los productos alimenticios con materias primas que
contengan sus precursores. Los niveles de acrilamida pueden reducirse mediante un enfoque de mitigacién, como
la aplicacion de practicas de higiene correctas y de procedimientos basados en los principios del andlisis de
peligros y puntos de control critico (APPCC).

(') DOL139de 30.4.2004, p. 1.

() Reglamento (CEE) ne 31 9[93 del Consejo, de 8 de febrero de 1993, por el que se establecen procedimientos comunitarios en relacion
con los contaminantes presentes en los productos alimenticios (DOL 37 de 13.2.1993, p. 1).

() Recomendacion de la Comision 2013[647 [UE, de 8 de noviembre de 2013, relativa a la investigacion de los niveles de acrilamida en los
alimentos (DO L 301 de 12.11.2013, p. 15).

(*) EFSA Journal 2015; 13(6):4104.
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De conformidad con el articulo 4 del Reglamento (CE) n.> 852/2004, los explotadores de empresa alimentaria
deberdn seguir los procedimientos necesarios para alcanzar los objetivos fijados de cara a lograr las metas de
dicho Reglamento, asi como recurrir al muestro y andlisis, segin proceda, a fin de mantener sus propios
resultados. A ese respecto, la fijacion de objetivos, como niveles de referencia, puede servir de orientacion para la
aplicacion de las normas en materia de higiene, al mismo tiempo que garantiza la reduccion del nivel de
exposicion a determinados peligros. Las medidas de mitigacion reducirian la presencia de acrilamida en los
alimentos. Para comprobar el cumplimiento de los niveles de referencia, debe verificarse la eficacia de las medidas
de mitigacion mediante muestreo y andlisis.

Por tanto, conviene establecer medidas de mitigacion que identifiquen las etapas de transformacion de alimentos
en las que pueda formarse acrilamida en ellos, asi como establecer actuaciones para reducir los niveles de
acrilamida en dichos productos alimenticios.

Las medidas de mitigacion expuestas en el presente Reglamento se basan en los actuales conocimientos cientificos
y técnicos, y se ha demostrado que reducen los niveles de acrilamida sin afectar negativamente a la calidad y la
seguridad microbiana del producto. Dichas medidas de mitigacion se han establecido a raiz de una amplia
consulta a organizaciones que representan a explotadores de empresa alimentaria afectados, consumidores y
expertos de las autoridades competentes de los Estados miembros. Si las medidas de mitigacion incluyen la
utilizacion de aditivos alimentarios y otras sustancias, los aditivos alimentarios y otras sustancias deben utilizarse
de conformidad con su autorizacién de uso.

Los niveles de referencia son indicadores de resultados que deben utilizarse para verificar la eficacia de las
medidas de mitigacion y se basan en la experiencia y la incidencia con respecto a amplias categorias de alimentos.
Deben establecerse en el nivel mas bajo razonablemente posible con la aplicacion de todas las medidas de
mitigacion pertinentes. Los niveles de referencia deben determinarse teniendo en cuenta los dltimos datos de
incidencia procedentes de la base de datos de la Autoridad, segin los cuales se supone que, en una amplia
categoria de alimentos, el nivel de acrilamida entre un 10 y un 15 % de la produccién que presenta unos niveles
mas altos normalmente puede reducirse mediante la aplicacion de buenas pricticas. Se reconoce que, en algunos
casos, las categorias de alimentos especificadas son amplias y que para determinados alimentos dentro de esas
amplias categorias de alimentos, puede haber condiciones de produccion, geogrificas o estacionales especificas,
o caracteristicas de los productos, para las que no se pueden alcanzar los niveles de referencia aunque se apliquen
todas las medidas de mitigacion. En tales situaciones, el explotador de la empresa alimentaria debe poder
demostrar que aplico las medidas de mitigacién pertinentes.

La Comisién debe revisar con regularidad los niveles de referencia a fin de establecer niveles més bajos, que
reflejen la reduccion continua de la presencia de acrilamida en los alimentos.

Los explotadores de empresa alimentaria que producen productos alimenticios en el ambito de aplicacién del
presente Reglamento y que realizan actividades de venta al por menor o suministran directamente solo a estableci-
mientos locales de venta al por menor suelen ser pequefios explotadores. Por tanto, las medidas de mitigacion
estan adaptadas a su forma de funcionar. Sin embargo, los explotadores de empresa alimentaria que formen
parte, o sean franquicias, de un funcionamiento interconectado mas amplio y a los que se suministre de forma
centralizada deben aplicar medidas de mitigacion adicionales que sean viables para empresas mas grandes, dado
que esas medidas reducen atn mads la presencia de acrilamida en los alimentos y su aplicacion por tales empresas
es factible.

La eficacia de las medidas de mitigacion para reducir el contenido de acrilamida debe verificarse mediante
muestreo y andlisis. Conviene establecer requisitos para el muestreo y andlisis que han de llevar a cabo los
explotadores de empresa alimentaria. Por lo que se refiere al muestreo, deben fijarse los requisitos analiticos y la
frecuencia de muestreo para garantizar que los resultados analiticos obtenidos sean representativos con respecto
a su produccion. Los explotadores de empresa alimentaria que producen productos alimenticios en el dmbito de
aplicacion del presente Reglamento y llevan a cabo actividades de venta al por menor o suministran directamente
solo a establecimientos al por menor estin exentos de la obligacion de someter su produccién a muestreo y
analisis para detectar la presencia de acrilamida, ya que tal requisito supondria una carga desproporcionada para
su empresa.

Ademds del muestreo y el andlisis efectuados por los explotadores de empresas, el Reglamento (CE)
n.° 882/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo (') exige que los Estados miembros realicen controles
oficiales con regularidad a fin de garantizar el cumplimiento de la legislacion en materia de piensos y alimentos.
El muestreo y el anilisis efectuados por los Estados miembros en el contexto de los controles oficiales deben
cumplir los procedimientos de muestreo y los criterios de analisis establecidos de conformidad con el Reglamento
(CE) n.° 882/2004.

El establecimiento de niveles mdximos de acrilamida en determinados alimentos, que es una medida comple-
mentaria a las establecidas en el presente Reglamento, debe considerarse conforme con el Reglamento (CEE)
n.° 315/93 a partir de la entrada en vigor del presente Reglamento.

() Reglamento (CE) n.> 8822004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004, sobre los controles oficiales efectuados
para garantizar la verificacion del cumplimiento de la legislacién en materia de piensos y alimentos y la normativa sobre salud animal y
bienestar de los animales (DO L 165 de 30.4.2004, p. 1).
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(16) La aplicacién de las medidas de mitigacién por los explotadores de empresa alimentaria podria comportar
cambios en su actual proceso de produccion, por lo que conviene establecer un periodo transitorio antes de que
las medidas previstas en el presente Reglamento sean aplicables.

(17) Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajustan al dictamen del Comité Permanente de Vegetales,
Animales, Alimentos y Piensos.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1
Ambito de aplicacién
1. Sin perjuicio de las disposiciones aplicables del Derecho de la Uni6n en el ambito alimentario, los explotadores de
empresa alimentaria que produzcan y comercialicen productos alimenticios enumerados en el apartado 2 aplicardn, de
conformidad con el articulo 2, las medidas de mitigacion que se exponen en los anexos 1 y I, a fin de lograr niveles de

acrilamida que sean los més bajos razonablemente posibles e inferiores a los niveles de referencia que figuran en el
anexo IV.

2. Los productos alimenticios a los que se hace referencia en el apartado 1 son:

a) patatas fritas, otros productos cortados fritos y patatas fritas a la inglesa (chips) fabricadas con patatas frescas;

b) patatas fritas a la inglesa (chips), productos de aperitivo, galletas saladas y otros productos a base de masa de patatas;
c) pan;

d) cereales para el desayuno (a excepcion del porridge);

e) productos de bolleria, pasteleria, reposteria y galleteria; galletas, biscotes, barritas de cereales, scones, cucuruchos,
barquillos, panecillos de levadura y pan de especias, asi como galletas saladas, panes crujientes y suceddneos de pan;
en esta categoria, una galleta salada es una galleta seca (un producto horneado a base de harina de cereales);

f) café:
i) café tostado,
i) café instantdneo (soluble);

suceddneos del café;

=

8

h) alimentos infantiles y alimentos elaborados a base de cereales destinados a lactantes y nifios de corta edad, tal como
se definen en el Reglamento (UE) n.> 609/2013 del Parlamento Europeo y del Consejo ().

Articulo 2
Medidas de mitigacién

1. Los explotadores de empresa alimentaria que produzcan y comercialicen productos alimenticios enumerados en el
articulo 1, apartado 2, aplicardn las medidas de mitigacion establecidas en el anexo I

2. No obstante lo dispuesto en el apartado 1, los explotadores de empresa alimentaria que produzcan productos
alimenticios enumerados en el articulo 1, apartado 2, y realicen actividades al por menor o suministren directamente
solo a establecimientos locales de venta al por menor aplicardn las medidas de mitigacion establecidas en la parte A del
anexo II

3. Los explotadores de empresa alimentaria mencionados en el apartado 2 que operen en instalaciones bajo control
directo y en el marco de una marca o licencia comercial, como parte o franquicia de un funcionamiento interconectado
més amplio, siguiendo las instrucciones del explotador de empresa alimentaria que suministra de forma centralizada los
productos alimenticios mencionados en el articulo 1, apartado 2, aplicardn las medidas de mitigacion adicionales que
figuran en la parte B del anexo II.

4. Cuando se superen los niveles de referencia, los explotadores de empresa alimentaria revisardn las medidas de
mitigacion aplicadas y adaptarén los procedimientos y los controles, a fin de alcanzar niveles de acrilamida que sean los
mds bajos razonablemente posibles e inferiores a los niveles de referencia que figuran en el anexo IV. Los explotadores
de empresa alimentaria deberan tener en cuenta la seguridad de los productos alimenticios, las condiciones geograficas y
de produccion especificas o las caracteristicas del producto.

() Reglamento (UE) n.c 609/2013 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 12 de junio de 2013, relativo a los alimentos destinados a los
lactantes y nifios de corta edad, los alimentos para usos médicos especiales y los sustitutivos de la dieta completa para el control de pesoy
por el que se derogan la Directiva 92/52[CEE del Consejo, las Directivas 96/8/CE, 1999/21/CE, 2006/125/CE y 2006/141/CE de la
Comision, la Directiva 2009/39/CE del Parlamento Europeo y del Consejo y los Reglamentos (CE) n.2 412009 y (CE) n.2 953/2009 de la
Comisién (DO L 181 de 29.6.2013, p. 35).
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Articulo 3
Definiciones

A efectos del presente Reglamento, seran de aplicacion las definiciones siguientes:

1) las definiciones de «alimento, «explotador de empresa alimentaria», «comercio al por menom, «comercializacion» y
«consumidor final» establecidas en los articulos 2 y 3 del Reglamento (CE) n.> 178/2002 del Parlamento Europeo y
del Consejo ();

2) se entiende por «niveles de referencia» los indicadores de resultados utilizados para verificar la eficacia de las medidas
de mitigacion; se basan en la experiencia y la incidencia con respecto a amplias categorias de alimentos.

Articulo 4
Muestreo y anilisis
1. Los explotadores de empresa alimentaria a los que se refiere el articulo 2, apartado 1, elaborarin un programa
para su propio muestreo y analisis de los niveles de acrilamida en los productos alimenticios enumerados en el

articulo 1, apartado 2.

2. Los explotadores de empresa alimentaria a los que se refiere el articulo 2, apartado 1, llevarin un registro de las
medidas de mitigacion expuestas en el anexo I que hayan aplicado.

3. Los explotadores de empresa alimentaria a los que se refiere el articulo 2, apartado 3, llevardn un registro de las
medidas de mitigacién expuestas en las partes Ay B del anexo II que hayan aplicado.

4. Los explotadores de empresa alimentaria a los que se refiere el articulo 2, apartados 1 y 3, realizarin un muestreo
y andlisis para determinar el nivel de acrilamida en los productos alimenticios de conformidad con los requisitos que
figuran en el anexo IIl y registraran los resultados del muestreo y analisis.
5. Silos resultados del muestreo y el andlisis indican que los niveles no estan por debajo de los niveles de referencia
de acrilamida que figuran en el anexo IV, los explotadores de empresa alimentaria a los que se refiere el articulo 2,
apartados 1 y 3, revisardn sin demora las medidas de mitigacion de conformidad con el articulo 2, apartado 4.
6. No obstante lo dispuesto anteriormente, el presente articulo no es aplicable a los explotadores de empresa
alimentaria a los que se refiere el articulo 2, apartado 2. Dichos explotadores de empresa alimentaria deberdn estar en
condiciones de aportar pruebas de la aplicacion de las medidas de mitigacion expuestas en la parte A del anexo II.

Articulo 5

Revisién de los niveles de acrilamida

Cada tres afios y por primera vez en un plazo de tres afios a partir de la fecha de comienzo de la aplicacion del presente
Reglamento, la Comision revisard los niveles de referencia relativos a la presencia de acrilamida en los productos
alimenticios que figuran en el anexo IV.
La revision de los niveles de referencia deberd basarse en los datos sobre incidencia de acrilamida que correspondan al
periodo de revision, procedan de la base de datos de la Autoridad y hayan sido facilitados a dicha base de datos por
autoridades competentes y explotadores de empresas alimentarias.

Articulo 6

Entrada en vigor y aplicacién

El presente Reglamento entrard en vigor a los veinte dias de su publicacion en el Diario Oficial de la Union Europea.

Serd aplicable a partir del 11 de abril de 2018.

() Reglamento (CE) n.2 178/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de enero de 2002, por el que se establecen los principios y
requisitos generales de la legislacion alimentaria, se crea la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y se fijan procedimientos
relativos a la seguridad alimentaria (DO L 31 de 1.2.2002, p. 1).
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ANEXO I

MEDIDAS DE MITIGACION A LAS SE REHERE EL ARTICULO 2, APARTADO 1

En caso de que las medidas de mitigacién del presente anexo incluyan la utilizacion de aditivos alimentarios y otras
sustancias, los aditivos alimentarios y otras sustancias se utilizardn conforme a lo dispuesto en los Reglamentos (CE)
n° 1332/2008 ('), (CE) n.° 1333/2008 () del Parlamento Europeo y del Consejo y en el Reglamento (UE)
n.° 231/2012 de la Comisién (%).

L. PRODUCTOS A BASE DE PATATA CRUDA
Seleccion de variedades de patata adecuadas

1. Los explotadores de empresa alimentaria (en lo sucesivo, «EEA») deberdn identificar y utilizar variedades de
patata que sean adecuadas para el tipo de producto y en las que el contenido de precursores de acrilamida,
como azticares reductores (fructosa y glucosa) y asparagina, sea el mds bajo con respecto a las condiciones
regionales.

2. Los EEA utilizardn variedades de patata que hayan sido almacenadas en las condiciones que sean aplicables a la
variedad de patata especifica y durante el periodo de almacenamiento determinado para la variedad especifica.
Las patatas almacenadas se utilizardn en condiciones de conservacién 6ptimas.

3. Los EEA identificaran las variedades de patata con menor potencial de formacién de acrilamida durante el
cultivo, el almacenamiento y la transformacion de los alimentos. Los resultados deberdn documentarse.

Criterios de aceptacién

1. Los EEA deberdn especificar, en sus acuerdos sobre suministro de patatas, el contenido maximo de azicares
reductores en las patatas, asi como la cantidad maxima de patatas dafiadas o manchadas.

2. Si se superan el contenido especificado de aziicares reductores en las patatas, asi como la cantidad de patatas
dafiadas o manchadas, los EEA podran aceptar el suministro de patatas especificando las medidas de mitigacion
adicionales de que disponen para garantizar que la presencia de acrilamida en el producto final sea lo mds baja
razonablemente posible e inferior al nivel de referencia que figura en el anexo IV.

Almacenamiento y transporte de patatas

1. En caso de que los EEA exploten sus propias instalaciones de almacenamiento:
— la temperatura deberd ser apropiada para la variedad de patata almacenada y superior a 6 °C,
— el nivel de humedad debera ser tal que se reduzca al minimo el endulzamiento senescente,

— la brotacion en las patatas almacenadas a largo plazo se suprimird cuando ello esté permitido, utilizando
agentes adecuados,

— durante el almacenamiento se someterd a ensayo el nivel de aziicares reductores en las patatas.

2. Se hard un seguimiento de los lotes de patatas para comprobar los azticares reductores en el momento de su
recoleccion.

3. Los EEA deberdn especificar las condiciones de transporte de las patatas en cuanto a temperatura y duracion,
especialmente si las temperaturas exteriores son notablemente inferiores al régimen de temperaturas aplicado
durante el almacenamiento, a fin de garantizar que la temperatura durante su transporte no sea inferior al
régimen de temperaturas aplicado durante el almacenamiento. Estas especificaciones deberdn documentarse.

() Reglamento (CE) n. 1332/2008 del Parlamento Europeoy del Consejo, de 16 de diciembre de 2008, sobre enzimas alimentarias y por el
que se modifican la Directiva 83]417|CEE del Consejo, el Reglamento (CE) n.o 1493/1999 del Consejo, la Directiva 2000/13[CE, la
Directiva 2001 E 12/CE del Consejoy el Reglamento (CE) n.2 258/97 (DO L 354 de 31.12.2008, p. 7).

() Reglamento (CE) n.> 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de 2008, sobre aditivos alimentarios
(DOL 354 de 31.12.2008, p.16).

() Reglamento (UE) n.o 231/2012 de la Comisién, de 9 de marzo de 2012, por el que se establecen especificaciones para los aditivos
alimentarios que figuran en los anexos 11 y III del Reglamento (CE) n.> 13332008 del Parlamento Europeo y del Consejo (DO L 83 de
22.3.2012,p.1).
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a) PATATAS FRITAS A LA INGLESA (CHIPS)
Diseifio de recetas y procesos

1. En cada disefio del producto, los EEA especificardn las temperaturas del aceite para freir al salir de la
freidora. Tales temperaturas deberdn ser tan bajas como sea factible en una linea especifica y para el
producto especifico, de conformidad con las normas de calidad y seguridad alimentaria y teniendo en cuenta
factores pertinentes, como el fabricante de la freidora, el tipo de freidora, la variedad de patata, los sélidos
totales, el tamafio de las patatas, las condiciones de cultivo, el contenido de aziicar, la estacionalidad y el
contenido de humedad marcado como objetivo para el producto.

2. En caso de que las temperaturas del aceite para freir al salir de la freidora sean superiores a 168 °C como
consecuencia de un producto, disefio o tecnologia especificos, los EEA proporcionaran datos que demuestren
que el nivel de acrilamida en el producto acabado es el mds bajo razonablemente posible y que se alcanza el
nivel de referencia que figura en el anexo IV.

3. En cada disefio del producto, los EEA deberén especificar el contenido de humedad después de la fritura, que
deberd fijarse al nivel més alto que sea factible para cada linea de produccion especifica y cada producto
especifico, de conformidad con las normas de calidad y seguridad alimentaria previstas y teniendo en cuenta
factores pertinentes, como la variedad de patata, la estacionalidad, el tamafio del tubérculo y la temperatura
a la salida de la freidora. El contenido minimo de humedad no deberd ser inferior al 1,0 %.

4. Después de la fritura, los EEA someterdn las patatas fritas a la inglesa (chips) a una seleccién por color en
linea (manual u 6ptica por medios electrénicos).

b)

PATATAS FRITAS Y OTROS PRODUCTOS CORTADOS, FRITOS U HORNEADOS, A BASE DE PATATAS
Disefio de recetas y procesos

1. Antes de ser utilizadas, las patatas serdn sometidas a ensayo para comprobar los aziicares reductores. Esto
puede hacerse con un ensayo al freir, utilizando colores como indicador del potencial para reducir en gran
medida el contenido de azicares reductores: ensayo al freir indicativo de 20-25 tiras cortadas del centro de
la patata, que se frien para comparar los colores de fritura de las tiras con respecto a la especificacion del
color de la patata utilizando un grafico de colores USDA Munsell, o graficos calibrados especificos para
empresas y destinados a pequefios explotadores. Otra posibilidad es medir el color de fritura final global
mediante equipos especificos (por ejemplo, Agtron).

2. Los EEA eliminardn los tubérculos inmaduros que tengan poco peso bajo agua y elevados niveles de azticares
reductores. La eliminacién puede hacerse pasando los tubérculos por salmuera o por sistemas similares que
hagan flotar los tubérculos inmaduros, o sometiendo las patatas a un prelavado para detectar los tubérculos
en mal estado.

3. Los EEA eliminardn los trozos finos inmediatamente después del corte para evitar que haya trocitos
quemados en el producto final cocinado.

4. Los EEA escaldaran las tiras de patata para eliminar algunos de los aziicares reductores de la parte exterior
de las tiras.

5. Los EEA adaptaran los regimenes de escaldado a los atributos de calidad especificos de las materias primas
entrantes y se mantendrdn dentro de los limites especificados para el color del producto acabado.

6. Los EEA evitardn que se produzca una decoloracion (enzimatica) y el oscurecimiento de los productos a base
de patatas después de haber sido cocinados. Esto puede hacerse aplicando difosfato disédico (E 450), que
también reduce el pH del agua de lavado e inhibe la reaccion por la que se produce una coloracion tostada.

7. Deberd evitarse el uso de azticares reductores como agente para obtener una coloracion tostada. Solo podran
usarse en caso necesario, a fin de mantenerse sistematicamente dentro de los limites especificados. Los EEA
controlaran el color del producto final mediante la realizacién de comprobaciones del color en el producto
final cocinado. En caso necesario después del escaldado, la adicion controlada de dextrosa permite cumplir la
especificacion del color del producto acabado. La adicién controlada de dextrosa después del escaldado da
lugar a unos niveles de acrilamida mas bajos en el producto final cocinado, con el mismo color que se
observa en los productos no escaldados que solo tienen aziicares reductores acumulados de forma natural.
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Informacién para los usuarios finales

1. Los EEA deberédn indicar a los usuarios finales los métodos recomendados para cocinar, especificando el
tiempo, la temperatura y la cantidad para el horno, la freidora o la sartén, ya sea en el envase o embalaje,
o a través de otros canales de comunicacion. Las instrucciones de coccion recomendadas a los consumidores
deberdn exponerse claramente en todos los envases o embalajes de los productos, de conformidad con el
Reglamento (CE) n.° 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo ('), sobre la informacion alimentaria
facilitada al consumidor.

Los métodos de coccion recomendados deberdn ser conformes con las especificaciones para los clientes y los
requisitos para los usuarios finales profesionales, y deberdn estar validados por tipo de producto, a fin de
garantizar que los productos tengan una calidad sensorial 6ptima con el color aceptable mas claro, por
método de coccidn especificado (por ejemplo, en freidora o en horno) y presenten niveles de acrilamida
inferiores al nivel de referencia fijado en el anexo IV.

Los EEA recomendarin a los usuarios finales distintos de los consumidores que tengan herramientas
a disposicion de los operadores (por ejemplo, cocineros) para garantizar buenos métodos de coccién, asi
como que dispongan de un equipo calibrado (por ejemplo, temporizadores, curvas de fritura, grficos de
clasificacién por colores (por ejemplo, USDA o Munsell) y, como minimo, imdgenes claras con los colores
que se pretenden obtener en los productos elaborados finales.

2. En particular, los EEA recomendaran a los usuarios finales:

— mantener la temperatura entre 160 y 175 °C al freir, y entre 180 y 220 °C cuando se utilice el horno;
puede utilizarse una temperatura mds baja si esta encendido el ventilador,

— precalentar el aparato para cocinar (por ejemplo, un horno o una freidora sin aceite) a una temperatura
adecuada de entre 180 y 220 °C, siguiendo las instrucciones de coccion del envase o embalaje, en
funcién de las especificaciones de los productos y de las necesidades locales,

— cocinar las patatas hasta que estén doradas,
— no cocinarlas demasiado,

— dar la vuelta a los productos en el horno una vez que hayan transcurrido diez minutos, o a la mitad del
tiempo total de coccion,

— seguir las instrucciones de coccién recomendadas que facilite el fabricante,

— al preparar cantidades de patatas inferiores a las indicadas en el envase o embalaje, reducir el tiempo de
coccion a fin de evitar que el producto se tueste demasiado,

— no llenar en exceso la cesta para freir, sino solo hasta la marca de la mitad a fin de evitar que se absorba
demasiado aceite cuando el tiempo de fritura sea prolongado.

I.  PATATAS FRITAS A LA INGLESA (cHIPS), PRODUCTOS DE APERITIVO, GALLETAS SALADAS Y OTROS PRODUCTOS
A BASE DE MASA DE PATATAS

Materias primas

1. Los EEA especificarin, para cada producto, valores objetivo con respecto a los aziicares reductores en sus
ingredientes a base de patatas deshidratadas.

2. El valor objetivo de aziicares reductores en los productos en cuestion deberd ser el mds bajo que sea factible,
teniendo en cuenta todos los factores pertinentes en el disefio y la produccién del producto acabado, como la
cantidad de ingredientes a base de patatas en la receta del producto, las posibles medidas de mitigacion
adicionales, el tratamiento posterior de la masa, la estacionalidad y el contenido de humedad en el producto
acabado.

3. En caso de que el contenido de aziicares reductores sea superior al 1,5 %, los EEA proporcionarin datos que
demuestren que el nivel de acrilamida en el producto acabado es el mds bajo razonablemente posible e inferior
al nivel de referencia que figura en el anexo IV.

Disefio de recetas y procesos

1. Los ingredientes a base de patatas deshidratadas serdn analizados antes de su utilizacién, ya sea por el
proveedor o por el usuario, a fin de confirmar que el contenido de aztcar no supere el nivel especificado.

() Reglamento (UE) n.c 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 25 de octubre de 2011, sobre la informacion alimentaria
facilitada al consumidor y por el que se modifican los Reglamentos (CE) n.> 1924/2006 y (CE) n.> 1925/2006 del Parlamento Europeoy
del Consejo, y por el que se derogan la Directiva 87/250/CEE de la Comision, la Directiva 90/496/CEE del Consejo, la Directiva
1999/10/CE J;El Comision, la Directiva 2000/13/CE del Parlamento Europeoy del Consejo, las Directivas 2002/67 |CE y 2008/5/CE de
la Comision, y el Reglamento (CE) .0 6082004 de la Comision (DO L 304 de 22.11.2011, p. 18).
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2. En caso de que los ingredientes a base de patatas deshidratadas superen el nivel de aziicar especificado, los
EEA especificardn las medidas de mitigacion adicionales que deben adoptarse para garantizar que el nivel de
acrilamida en el producto final sea el mds bajo razonablemente posible e inferior al nivel de referencia que
figura en el anexo IV.

3. Los EEA revisaran, para cada producto, si es posible sustituir parcialmente ingredientes a base de patatas por
ingredientes con menor potencial para formar acrilamida.

4. En los sistemas a base de masa de patatas hiimeda, en la medida de lo posible los EEA tendrdn en cuenta el
uso de las siguientes sustancias, teniendo en cuenta que pueden no ser sinérgicas en su efecto de mitigacion, lo
cual es aplicable especificamente al uso de asparaginasa y a la reduccion de los niveles de pH:

— asparaginasa,
— dcidos o sus sales (para reducir el nivel de pH de la masa),
— sales de calcio.

5. En caso de que se frian las patatas fritas a la inglesa (chips), los productos de aperitivo o las galletas saladas
a base de masa de patatas, los EEA especificardn, para cada producto, la temperatura del aceite de freir al salir
de la freidora, controlardn dichas temperaturas y llevaran registros para demostrar los controles.

6. La temperatura del aceite al salir de la freidora deberd ser tan baja como sea factible en una linea especifica y
para el producto especifico, de conformidad con las normas prescritas de calidad y seguridad alimentaria y
teniendo en cuenta factores pertinentes como el fabricante de la freidora, el tipo de freidora, el contenido de
azticar y el contenido de humedad marcado como objetivo para el producto.

En caso de que la temperatura sea superior a 175 °C al salir de la freidora, los EEA facilitarin datos que
demuestren que el nivel de acrilamida en el producto acabado es inferior al nivel de referencia especificado en
el anexo IV.

(Nota: La mayoria de los pellets se frien a temperaturas superiores a 175 °C, debido a que su fritura es muy
breve y a las temperaturas que se precisan para conseguir la expansién y la textura necesarias para estos
productos).

7. En caso de que se horneen las patatas fritas a la inglesa (chips), los productos de aperitivo o las galletas saladas
a base de masa de patatas, los EEA especificardn, para cada producto, la temperatura de coccién al salir del
horno y llevardn registros para demostrar los controles.

8. La temperatura al salir del horno de coccion o del proceso de desecacion deberd ser tan baja como sea factible
en una linea especifica y para el producto especifico, de conformidad con las normas previstas de calidad y
seguridad alimentaria y teniendo en cuenta factores pertinentes como el tipo de maquina, el contenido de
azticares reductores de la materia prima y el contenido de humedad del producto.

9. En caso de que la temperatura del producto sea superior a 175 °C al final del proceso de coccién/desecado, los
EEA facilitardn datos que demuestren que el nivel de acrilamida en el producto acabado es inferior al nivel de
referencia especificado en el anexo IV.

10. En cada producto, los EEA deberdn especificar el contenido de humedad después de la fritura o la coccién, que
deberd fijarse al nivel mds alto factible para cada linea de produccion especifica y para cada producto
especifico, de conformidad con los requisitos de calidad y seguridad alimentaria y teniendo en cuenta la
temperatura al salir de la freidora, asi como la de coccion y la de desecado. El contenido de humedad en el
producto final no serd inferior al 1,0 %.

. PRODUCTOS DE BOLLERIA, PASTELERIA, REPOSTERIA Y GALLETERIA

Las medidas de mitigacion que figuran en el presente capitulo son aplicables a los productos de bolleria, pasteleria,
reposteria y galleteria, como galletas, biscotes, barritas de cereales, scones, cucuruchos, barquillos, panecillos de
levadura y pan de especias, asi como productos sin edulcorantes, como galletas saladas, panes crujientes y
suceddneos de pan. En esta categoria, una galleta salada es una galleta seca (un producto horneado a base de harina
de cereales), como, por ejemplo, galletas de soda, pan crujiente de centeno y pan azimo.

Agronomia

En el caso de la agricultura contractual, en la que los productores suministran sus productos agricolas directamente
a los EEA, estos velardn por que se apliquen los requisitos siguientes para evitar un elevado nivel de asparagina en
los cereales:

— seguir las buenas précticas agricolas en materia de fertilizacion, especialmente por lo que se refiere a mantener
unos niveles equilibrados de azufre en el suelo y garantizar una aplicacién de nitrégeno correcta,
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PARTE B

MEDIDAS DE MITIGACION QUE DEBEN APLICAR LOS EXPLOTADORES DE EMPRESA ALIMENTARIA,
A LAS QUE SE REHERE EL ARTICULO 2, APARTADO 3, ADEMAS DE LAS MEDIDAS DE MITIGACION
MENCIONADAS EN LA PARTE A

1. Requisito general

Los EEA aceptaran los productos a los que se hace referencia en el articulo 1, apartado 2, que procedan tinicamente
de EEA que hayan aplicado todas las medidas de mitigacién expuestas en el anexo L

2. Patatas fritas y otros productos cortados fritos a base de patatas
Los EEA:

— seguirdn las instrucciones sobre almacenamiento proporcionadas por los EEA o los proveedores, o establecidas en
las medidas de mitigacion pertinentes del anexo I,

— trabajardn con procedimientos operativos normalizados y con freidoras calibradas equipadas con temporizadores
informatizados y programados con configuraciones estindar (tiempo y temperatura),

— hardn un seguimiento del nivel de acrilamida en los productos acabados, a fin de comprobar que las medidas de
mitigacion son eficaces para mantener los niveles de acrilamida por debajo del nivel de referencia.

3. Productos de panaderia

Los EEA hardn un seguimiento del nivel de acrilamida en los productos acabados, a fin de comprobar que las
medidas de mitigacion son eficaces para mantener los niveles de acrilamida por debajo del nivel de referencia.

4. Café
Los EEA garantizardn que el nivel de acrilamida en el café suministrado sea inferior al nivel de referencia especificado

en el anexo IV, teniendo en cuenta, no obstante, que esto puede no ser posible para todos los tipos de café,
dependiendo de la mezcla y las caracteristicas. En tales casos, el proveedor deberd proporcionar una justificacion.
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ANEXO III

REQUISITOS DE MUESTREO Y ANALISIS PARA LA EL SEGUIMIENTO CONTEMPLADO EN EL
ARTICULO 4

I.  Muestreo
1. La muestra deberd ser representativa por lo que se refiere al lote objeto de la muestra.

2. Los EEA deberdn garantizar que llevan a cabo un muestreo y analisis representativo de sus productos para
detectar la presencia de acrilamida, a fin de verificar la eficacia de las medidas de mitigacion, es decir, que los
niveles de acrilamida estdn sistematicamente por debajo de los niveles de referencia.

3. Los EEA velardn por que se tome una muestra representativa de cada tipo de producto para el andlisis de la
concentracion de acrilamida. Un «tipo de producto» incluye los grupos de productos con idénticos o similares
ingredientes, disefio de recetas, y disefio y controles de los procesos, en caso de que estos puedan influir en los
niveles de acrilamida en el producto acabado. Los programas de seguimiento deberdn dar prioridad a los tipos de
productos que hayan demostrado tener potencial para superar el nivel de referencia, y estarin basados en el
riesgo en caso de que sea factible adoptar medidas de mitigacion adicionales.

Il Andlisis

1. Los EEA deberdn proporcionar datos suficientes para permitir una evaluacion del nivel de acrilamida y de la
probabilidad de que el tipo de producto pueda superar el nivel de referencia.

2. La muestra deberd ser analizada en un laboratorio que participe en planes apropiados de ensayos de aptitud [que
se ajusten al «International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of (Chemical) Analytical Laboratories»
(Protocolo armonizado internacional para los ensayos de aptitud de los laboratorios de quimica analitica) ('),
elaborado bajo los auspicios de [UPAC/ISO/AOAC] y utilice métodos analiticos homologados para la deteccion y
la cuantificacion. Los laboratorios deberdn poder demostrar que disponen de procedimientos internos de control
de la calidad. Un ejemplo de estos procedimientos son las «ISO/AOAC/IUPAC Guidelines on Internal Quality
Control in Analytical Chemistry Laboratories» (Directrices sobre el control de calidad interno en los laboratorios
de quimica analitica) (3.

Siempre que sea posible, se estimard la veracidad de los andlisis incluyendo en el andlisis materiales de referencia
certificados que sean adecuados.

3. El método utilizado para el andlisis de la acrilamida debera cumplir los siguientes criterios de realizacion:

Pardmetro Criterio

Aplicabilidad Alimentos especificados en el presente Reglamento

Especificidad Libre de interferencias matriciales o espectrales

Blancos de campo Inferior al limite de deteccién (LOD)

Repetibilidad (RSD,) 0,66 veces la RSD, derivada de la ecuacion de Horwitz (modificada)

Reproductibilidad (RSDy) derivada de la ecuacion de Horwitz (modificada)

Recuperacion 75-110 %

Limite de detecciéon (LOD) = tres décimos del LOQ

Limite de cuantificacion (LOQ) Para el nivel de referencia < 125 pg[kg: < dos quintos del nivel de referen-
cia (sin embargo, no se exigird que sea inferior a 20 pg/kg)
Para el nivel de referencia > 125 pg/kg: < 50 ug/kg

4. El andlisis de la acrilamida puede sustituirse por la medicién de cualidades del producto (por ejemplo, el color)
o pardmetros del proceso, siempre que pueda demostrarse una correlacién estadistica entre las cualidades del
producto o los pardmetros del proceso y el nivel de acrilamida.

(") M. Thompson et al., Pure and Applied Chemistry, 2006, p. 78 y pp. 145-196.
() Editadas por M. Thompsony R. Wood, Pure and Applied Chemistry, 1995, p. 67 y pp. 649-666.
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11l. Frecuencia de muestreo

1. Los EEA realizardn un muestreo y andlisis al menos una vez al afio en el caso de los productos cuyo nivel de
acrilamida es conocido y estd bien controlado. Los EEA realizardn con mayor frecuencia muestreos y andlisis de
los productos que pueden superar el nivel de referencia, los cuales estardn basados en el riesgo en caso de que sea
factible adoptar medidas de mitigacién adicionales.

2. Basdndose en esta evaluacion, a la que se hace referencia en el punto IL1, los EEA especificardn las frecuencias
adecuadas para el andlisis de cada tipo de producto. La evaluacion se repetird si se modifica un producto o un
proceso de tal forma que pueda dar lugar a un cambio en el nivel de acrilamida en el producto final.

IV. Mitigacién

Si el resultado analitico, corregido con respecto a la recuperacién pero sin tener en cuenta la incertidumbre de la
medicion, indica que un producto ha superado el nivel de referencia o contiene un nivel de acrilamida superior al
previsto (teniendo en cuenta los andlisis anteriores, pero inferior al nivel de referencia), los EEA llevaran a cabo una
revision de las medidas de mitigacion aplicadas y adoptardn las medidas de mitigacién adicionales de que dispongan,
a fin de garantizar que el nivel de acrilamida en el producto acabado estd por debajo del nivel de referencia. Esto
debe llevarse a cabo mediante la realizacién de un nuevo muestreo y andlisis representativo una vez que se hayan
introducido las medidas de mitigacion adicionales.

V. Informacion a las autoridades competentes

Previa solicitud de la autoridad competente, los EEA pondran cada afio a disposicién los resultados obtenidos gracias
al andlisis, junto con las descripciones de los productos analizados. En el caso de los productos que superen el nivel
de referencia, se detallaran las medidas de mitigacién adoptadas para reducir los niveles de acrilamida por debajo del
nivel de referencia.
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ANEXO IV

NIVELES DE REFERENCIA A LOS QUE SE REHERE EL ARTICULO 1, APARTADO 1

A continuacion se indican los niveles de referencia para detectar la presencia de acrilamida en los productos
alimenticios, a los que se refiere el articulo 1, apartado 1:

Aliigats Nivel de referencia
[igfkg]

Patatas fritas listas para consumir 500
Patatas fritas a la inglesa (chips) fabricadas con patatas frescas y con masa de patatas 750
Galletas saladas a base de patatas
Otros productos con masa de patatas
Pan de molde
a) pan de molde a base de trigo 50
b) otro pan de molde 100
Cereales para el desayuno (a excepcion del porridge)
— productos de salvado y cereales integrales, grano inflado 300
— productos a base de trigo y centeno (') 300
— productos a base de maiz, avena, espelta, cebada y arroz (') 150
Galletas y barquillos 350
Galletas saladas, excepto las de patata 400
Pan crujiente 350
Pan de especias 800
Productos similares a los demds productos de esta categoria 300
Café tostado 400
Café instantdneo (soluble) 850
Sucedaneos del café
a) suceddneos del café compuestos exclusivamente por cereales 500
b) suceddneos del café compuestos por una mezcla de cereales y achicoria ?)
¢) suceddneos del café compuestos exclusivamente por achicoria 4 000
Alimentos elaborados a base de cereales para lactantes y nifios de corta edad, excluidos las 40
galletas y los biscotes (%)
Galletas y biscotes para lactantes y nifios de corta edad (%) 150

(1) Cereales no integrales ni de salvado. La categoria se determina en funcion del cereal presente en mayor cantidad.

(3) El nivel de referencia que debe aplicarse a los sucedaneos comruestos por una mezcla de cereales y achicoria debe tener en cuenta
la proporcién relativa de estos ingredientes en el producto final.

(*) Tal como se definen en el Reglamento (UE) n.c 609/2013.
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ANEXO 3
Cromatograma de la M2(papas fritas de comida rapida, restaurante A) adicionada de
un estandar de 0.5 ppm, sobre puesto al cromatograma del estandar mencionado.

Areas Concentraciones/ppm
MUESTRA M +STND. MUESTRA 1 Cnative Diferencia estandar R%
5 383334 591941 0.837 1.286 0.449 0.5101 87.995
381714 591239 0.834 1.284 0.451 0.4833 93.283
6 370551 589927 0.810 1.282 0.472 0.5101 92.537
370671 589005 0.810 1.280 0.470 0.5047 93.083
7 378644 589631 0.827 1.281 0.454 0.5039 90.094
375884 598611 0.821 1.300 0.479 0.5102 93.932
8 378453 578140 0.827 1.256 0.430 0.5103 84.199
379345 570942 0.828 1.241 0.412 0.5101 80.820
9 370072 587245 0.808 1.276 0.467 0.4894 95.483
371057 586543 0.811 1.274 0.464 0.5101 90.896
10 370760 586411 0.810 1.274 0.464 0.5011 92.600
379668 595559 0.829 1.294 0.465 0.4915 94.514

Rpromedio 90.786
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ANEXO 4

Areas cromatogréficas la primera parte de estudio (Metl y Met 2)

PROCEDENCIA : COMIDA RAPIDA

METODO Extraccion en Extraccion en metanol
AGUA METANOL
LECTURA1 152136 321059
154438 320109
LECTURA 2 141656 321659
142255 320857
LECTURA 3 1533007 318646
151025 319348
LECTURA 4 152449 321831
152844 321409
Extraccion
con agua
MUESTRA CHIPS
LECTURA-1 26903

26608

LECTURA-2 27105

27900

LECTURA-3 26446

25357

LECTURA-4 26560

27665
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Medias de las areas cromatogréficas de las primeras cuatro lecturas y su concentracion en ppm

Medias Comida Rapida Concentraccion (ppm)

Metodo | Extraccion en  Extraccion en metanol Extraccionen  Extraccion en metanol
AGUA METANOL AGUA METANOL

lectura 1 153287 320584 0.31762769 0.677601771
lectura 2 141955.5 321258 0.29324563 0.679052021
lectura 3 842016 318997 1.7995705 0.674187012
lectura 4 152646.5 321620 0.31624953 0.679830939

MEDIAS CONCENTRACIONES/PPM

CH en agua CH en agua

LECTURA 1 26755.5 0.045369017

LECTURA 2 27502.5 0.046976342

LECTURA 3 25901.5 0.04353146

LECTURA 4 27112.5 0.046137177
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ANEXO 5
Cromatograma de la muestra de papas caseras, no se observa ningun pico en el

tiempo de retencion.

Spectrum bax Plot
Muestras Acrilamida 05-070020507/2018 09:-35:23 p.m.
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ANEXO 6

Resultados del area del pico cromatografico de acrilamida en papas fritas de comida

rapida, extraida en metanol.

Area
Dia M2 M3 M4 M5 M6
ResttA Rest.B  Rest.C Rest.D Rest.E
Dia5 382524 75566 120652 99855 -
Dia6 370611 78940 132899 105894 -
Dia7 387264 76584 121484 101842 -
Dia8 378899 78926 119984 100615 -
Dia9 370564 75256 120584 101215 -
Dia10 380214 77165 120784 102587 -

Resultados del area del pico cromatografico de acrilamida en papas fritas “chips” extraida

en agua.

Area
Dia M8 M9 M10 M11
Agranell  Agranel 2 Marca 1 Marca 2
Dia5 - - - 26755
Dia 6 - - - 27502
Dia 7 - - - 25901
Dia 8 - 4 - 27112
Dia 9 - - - 26903
Dia 10 - - - 27007
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