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RESUMEN

TITULO: IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA GC-ECD Y GC-MS
PARA LA CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE ACRILAMIDA EN
ALIMENTOS PROCESADOS A ALTAS TEMPERATURAS",

Autor: OCHOA HERRERA, Ligia Maria**

Palabras claves: acrilamida, adicion de bromo, papas fritas, yucas fritas, platanos
fritos, GC-ECD, GC-MS.

La acrilamida es un bioproducto del procesado de los alimentos ricos en carbohidratos y
pobres en proteinas a temperaturas mayores a 120°C, la reaccion de formacion de la
acrilamida en los alimentos es conocida como reaccién de Maillard; su metabolito principal
glicidamida es un epdéxido con accién genotdxica conocida. A la acrilamida la IARC la
clasifica como probablemente cancerigena para humanos en la categoria 2A, y su
formacion en alimentos es conocida desde el 2002, asi como su accién neurotoxica y
genotoxica.

Las metodologia analiticas utilizadas incluyen la formaciéon del producto de adicion de
bromo 2,3-dibromopropionamida para el analisis por GC-ECD (EPA, Método 8032A); En
este trabajo se implement6 la metodologia analitica por GC-ECD y GC-MS para el analisis
de acrilamida en alimentos fritos empacados procedentes del mercado local. Para ello, se
realizd la bromacion de la acrilamida a pH entre 0-3, con agua saturada de bromo y KBr
en exceso, el producto de reaccion, 2,3-dibromopropionamida, se caracterizd y se indujo
la eliminacion de un bromo con trietilamina, para obtener el compuesto monobromado, 2-
bromopropenamida.

Ademas, se determinaron las condiciones de extraccion en las muestras con un disefio de
experimentos 2°, obteniendo que la extraccion fuera sin adicion de sal, ni utilizacion de
ultrasonido y con agua a 60°C. Por ultimo, se calcularon las figuras analiticas de mérito,
como los niveles minimos de cuantificacion y de deteccion (4,6 y 9,2 pg/kg
respectivamente), el rango dinamico lineal (25-1000 pg/mL), la precision (RSD 7% para
las areas) y la exactitud del método (porcentaje de recuperacion de 64%.), teniéndose
como resultados valores aceptables por las Buenas Practicas de Laboratorio.

Para finalizar, se evaluaron cuatro muestras de alimentos fritos empacados de papa, yuca
y platano, encontrandose valores entre 12 y 22 ug/kg, con una SD <1. El valor mayor fue
encontrado en papas caseras empacadas.

" Proyecto de grado
**Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Elena E. Stashenko y Jairo R. Martinez
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ABSTRACT

TITLE: IMPLEMENTATION OF A METHODOLOGY GC-ECD AND GC-MS FOR
QUANTIFICATION AND DETERMINATION OF ACRYLAMIDE IN
FOODS PROCESSED AT HIGH TEMPERATURES".

Author: OCHOA HERRERA, Ligia Maria**

Keywords: acrylamide, addition of bromine, chips, cassava chips, fried bananas,
GC-ECD, GC-MS.

Acrylamide is a bio-product of processing of foodrich in carbohydrates and low
in protein to temperatures above 120°C, the reaction of acrylamide formation in food is
known as the Maillard reaction; its major metabolite is an epoxide glycidamide with known
genotoxic. the acrylamide is classified by the IARC, as probably carcinogenic for humans
in category 2A, and it formation in food is known since 2002, and its neurotoxic
and genotoxic action.

The analytical methodology used include the formation of bromine addition product of 2,3-
dibromopropionamide for analysis by GC-ECD (EPA Method8032A); considering this, with
this work, was implemented analytical methodology by GC-ECD and GC-MS for the
analysis of acrylamide in fried foods packaged from the local market. For this, we
performed the bromination of acrylamide at pH between 0-3, with water saturated
with bromine and KBr in excess, the reaction product, 2,3-dibromopropionamide, was
characterized and induced the elimination of a bromine with triethylamine to obtain
compound monobrominated, 2-bromopropenamide.

Also, were determined the conditions of extractionin the samples with a design of
experiments 2°, the  extraction was obtained without  added salt, without  ultrasound
and with water at 60 ° C. Ultimately, were calculated the analytical figures of merit such
as minimum levels of detection and quantification (4.6 and 9.2 ug / kg respectively), the
linear dynamic range (25-1000 uyg/ mL), the precision (7% RSD for areas) and the
accuracy of the method (recovery rate of 64%.), taking as a result acceptable values for
Good Laboratory Practice.

Finally, were tested four samples of packaged foods fried potatoes, cassava and banana,
finding values between 12 and 22 ug / kg, with an SD of duplicate samples <1. The higher
value was found in packed home fries, while packaged products recorded lower values
of this compound.

* Graduation Project
**Science Faculty. School of Chemistry. Directors: Elena E. Stashenko y Jairo R. Martinez
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INTRODUCCION

La quimica analitica en sus avances incluye la implementacién de metodologias
sofisticadas para la determinacion y analisis de compuestos que pueden ser
perjudiciales para el ambiente y para la salud humana, los cuales aparecen como
producto de contaminacion y fuentes externas en matrices como alimentos, aguas,

aceites, entre otras.

Como parte de los compuestos que se producen en el proceso de cocciéon de los
alimentos y que pueden ser perjudiciales para la salud, se encuentra la acrilamida.
Es una amida de bajo peso molecular y se produce durante la coccion a
temperaturas mayores de 120°C de alimentos ricos en carbohidratos. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se presume que esta amida puede
afectar el sistema nervioso central y se encuentra categorizada como posible
cancerigeno, con una ingesta cronica permitida de 1 ug/kg de peso/dia; mientras
que estudios en paises europeos y asiaticos muestran que la cantidad de

acrilamida en alimentos de consumo diario supera, en algunos casos, los 1000
Hg/kg [28].

En Colombia, no se registra una metodologia analitica implementada para la
determinacién de acrilamida en alimentos procesados a altas temperaturas en
laboratorios de ensayo o calibracion, que estén acreditados por la
Superintendencia de Industria y Comercio [7] o por el Organismo Nacional de
Acreditacion. Por ello, el Laboratorio de Cromatografia de la Universidad Industrial
de Santander, a través de este trabajo, se propuso implementar una metodologia
analitica adecuada y reproducible que permitiera la determinacién de acrilamida
en productos alimenticios empacados nacionales. EI método incluye el andlisis
cuantitativo por cromatografia de gases con detector de captura de electrones
(GC-ECD) y el analisis confirmatorio por cromatografia de gases con detector

selectivo de masas (GC-MS), basados en la metodologia presentada por U.S.
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EPA para la determinacion de acrilamida en muestras acuosas y en algunos

articulos publicados en revistas cientificas en los ultimos afos.

Para ello, se realizé la sintesis y caracterizacion, por medios espectroscopicos y
espectrométricos, de los productos de la acrilamida, por adicion de bromo, i.e.,
2,3-dibromopropionamida (2,3-DBPA) y 2-bromopropenamida (2-BPA). Este
ultimo se utilizé como estandar externo para la cuantificacién y la determinacion de

las figuras analiticas de mérito, para el método por GC-ECD.

Se estudiaron alimentos ricos en carbohidratos, a base de papa, yuca y platano, y
preparados por fritura, empacados y comercializados ampliamente en el pais, y
producidos por diferentes industrias. Estos productos se caracterizan por su bajo

contenido de proteinas.

Para establecer la metodologia adecuada para la preparacion de las muestras, se
utilizd un disefio de experimentos factorial, el cual a través de métodos
estadisticos mostro las condiciones Optimas para obtener la mayor recuperacion
de analito de las muestras; se realiz6 la evaluacién de los efectos de la
combinacion de tres variables que, segun la literatura cientifica, podrian tener

influencia en el proceso de extraccion.

También se evaluaron las figuras analiticas de mérito, entre ellas, el nivel minimo
de deteccion (NMD), el nivel minimo de cuantificacion (NMC), el rango dinamico
lineal, la precision, como repetibilidad de areas, y la exactitud, como porcentaje de
recuperacion, mediante la realizacién de una curva de calibraciéon por el método

de estandar externo.

Por ultimo, se aplicé la metodologia a las matrices seleccionadas y obtenidas del
mercado local, con lo cual se obtuvo un estimado de los niveles de acrilamida en

alimentos de alto consumo en el pais.

17



1. ESTADO DEL ARTE

1.1. Acrilamida

La acrilamida (AA) es un producto quimico intermedio que ha estado disponible
comercialmente desde mediados de la década de los 50. Industrialmente se han
utilizado para su preparacion reacciones del acrilonitrilo’ con acido sulfarico,
hidrogenacion catalitica con cobre e hidratacion enzimatica empleando
biocatalizadores [11]. La AA es utilizada como el monémero principal en la sintesis
de poliacrilamidas; este polimero se emplea como floculante en el tratamiento del
agua potable, en el procesamiento de la pulpa de papel, como aditivo en
cosmeéticos, como acondicionadores de suelos y en el tratamiento de minerales
[26]. Su nombre, segun las reglas IUPAC, es 2-propenamida. Su estructura, que
se presenta en la Figura 1, corresponde a una amida primaria de bajo peso
molecular, soluble en agua y estable a temperatura ambiente, pero que se
polimeriza a temperaturas cercanas a las del punto de fusién a 84,5°C (véase

otras propiedades fisicas y quimicas en el Anexo A).

x

Figura 1. Estructura de la acrilamida.

NH,

Esta amida es un producto quimico del procesado de los alimentos ricos en
carbohidratos, debido a que se genera durante su coccién, cuando éstos se
exponen a altas temperaturas (superiores a 120 °C), ya sea por fritura, tostado y
horneado [22]. En el 2002, la Swedish National Food Administration (SNFA) y la
Universidad de Estocolmo, anunciaron que la mayoria de alimentos procesados o
cocidos a altas temperaturas contienen altos niveles de AA, luego de encontrar el

origen de los aductos entre acrilamida y moléculas N-terminales de la

! Nitrilo sintético estructuralmente asociado con la acrilamida empleado en la fabricacion del plastico, gomas
sintéticas y el acrilico.
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hemoglobina presentes en personas sin exposicion conocida al monémero, solo

por la alimentacién [29, 9].

En los experimentos con ratas de laboratorio, la acrilamida mostré una potencia
similar a otros agentes cancerigenos conocidos, que se forman al cocinar, como
ciertos hidrocarburos que se generan en la carne frita 0 a la plancha. Por ello, la
OMS reconoce que la presencia de la acrilamida en los alimentos es un importante
problema que ha sido de gran interés cientifico, puesto que es necesaria la
determinacién de sus niveles en los alimentos que se consumen diariamente, por

toda la poblacion.

Cabe resaltar, que estudios y observaciones en animales y humanos revelan que
la alta reactividad de la acrilamida causa una variedad de efectos nocivos serios
que estan asociados con su accion neurotoxica [22]. Muchas entidades la
clasifican en categorias altas de toxicidad, por ser probablemente cancerigena;
como la Agencia Internacional para la Investigacion sobre Cancer (IARC) que la
ubica desde 1994 en el grupo 2A [11] y la Unién Europea en la categoria 2 [22];
esta ultima también, la ha clasificado por su accion como mutageno y por téxica

para la reproduccion, en la categoria 2 y 3, respectivamente [22].
1.1.1. Mecanismos de produccion de acrilamida en los alimentos.

Es probable que el mecanismo de formacion de la acrilamida en los alimentos
incluya muchas reacciones dependiendo de la composicion y las condiciones de
procesamiento de los mismos. Sin embargo, éste esta determinado por algunos

factores importantes como [22, 21, 25, 32]:

e El contenido de agua. Debido a que la evaporacion de agua es endotérmica, lo

que evita que al interior del alimento se alcancen temperaturas mayores que la
temperatura de ebullicién del agua, se previene asi la formacion de acrilamida.

Es por ello, que se considera que la acrilamida se forma en la superficie,
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puesto que en estas zonas la temperatura se eleva rapidamente debido a la

disminucién de la humedad [22, 12].

e Contenido de azucares reductores y aminoacidos libres. Debido a que estos

compuestos son los precursores de la acrilamida, principalmente D-fructosa, D-

glucosa y asparagina (no se relacionan otros aminoacidos).

e pH. El contenido de acrilamida aumenta con el aumento del pH (matrices
neutras o basicas), asi la produccion de acrilamida disminuye en matrices

acidificadas puesto que se acelera su degradacion.

e Temperatura de calentamiento y tiempo de calentamiento. El limite inferior para

la formacion de acrilamida es de 120 °C. Su contenido crece exponencialmente
en los primeros minutos de calentamiento a temperatura constante; cuando
éste es prolongado, la AA se degrada, reduciéndose asi su contenido en el
alimento. Entonces, existen dos procesos que compiten y dependen de la
temperatura y el tiempo de coccion: a temperaturas por encima de 120 °C y
tiempos cortos predomina la formacion de AA, mientras que a tiempos

prolongados de coccidén predomina la degradacion de AA.

Cumpliendo los anteriores factores, la acrilamida se puede producir por diferentes
mecanismos debido al calentamiento, los cuales incluyen reacciones de
carbohidratos, proteinas, aminoacidos libres vy lipidos. Las rutas posibles (Figura
2) pueden ser: 1. Via (a) acroleina o (b) acido acrilico proveniente de la
degradacion de lipidos, que reacciona con el amoniaco producido a partir de
aminoacidos como la asparagina, por medio de la degradacion de Strecker. 2. Via
la deshidratacion/decarboxilacion de ciertos acidos organicos como (c) acido
malico, (d) acido lactico y (e) acido citrico. 3. Formacion directa de aminoacidos,
que puede ser por calentamiento a 180 °C de la (f) asparagina o de la glutamina
(degradacion térmica), o por reaccion de estos aminoacidos con un azucar

reductor (g, reaccion de Maillard) [28, 22].
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Figura 2. Posibles mecanismos de la formacion de la acrilamida en los alimentos
[28, 22].

Segun David V. Zyzak y colaboradores [32], el mecanismo de formacién de la
acrilamida inicia por la ruta conocida como reaccién de Maillard® (Figura 3), donde
el (f) aminoacido asparagina y un compuesto que contenga un grupo carbonilo,
generalmente un (g) carbohidrato, ambos presentes de forma natural en la
mayoria de alimentos, deben estar expuestos a las temperaturas tipicas de
coccion; el mecanismo incluye la formaciéon de una (h) base de Schiff y su
posterior descarboxilacion y eliminacion de amoniaco o de un sustituyente imino.
Los compuestos que proporcionan el grupo carbonilo en el caso de los alimentos
son carbohidratos en forma hemiacetal. El primer paso es la formacion de la base
de Schiff por reaccion entre el carbonilo y el grupo a-amino de la asparagina; en el

proceso se elimina una molécula de agua. El segundo paso es la descarboxilacion

2 Técnicamente conocida como glicaciéon no enzimatica de proteinas; investigacion realizada por Louis-
Camille Maillard a principios del siglo XX [11].
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de la base de Schiff, para la formacion del equilibrio resonante entre dos (i)
estructuras idénicas, una de ellas, con una molécula de agua forma un (j) aldehido
y (k) 3-aminopropionamida, la cual, por eliminacion de amoniaco, llega a la
acrilamida. Por su parte, la otra estructura resonante llega directamente a
acrilamida por eliminacion de un (I) compuesto imino. Este mecanismo es el mas
aceptado por la comunidad cientifica debido a que se ha demostrado que existe
una relacion directa entre el contenido de acrilamida en los alimentos y la cantidad

de azucares reductores en el mismo [25].
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Figura 3. Mecanismo de formacion de acrilamida propuesto por David V. Zyzak y
colaboradores [32], a partir de asparagina y un grupo carbonilo (carbohidrato en

forma de hemiacetal).
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1.1.2. Rutas de la metabolizacion de la acrilamida

La acrilamida, una vez ingresa al organismo, puede ser metabolizada por dos vias
diferentes (Figura 4) a saber: 1. Oxidacion mediada por la enzima CYP2EI del
citocromo P450; 2. Conjugacién con glutation, degradacion por transpeptidasas y
N-acetilacion. En el primer caso, se forma el metabolito principal conocido como
glicidamida, al que se le atribuyen propiedades cancerigenas y que reacciona
facilmente con fragmentos de ADN, siendo genotdxico; la glicidamida, por su
parte, puede ser metabolizada siguiendo dos rutas: a. Formacion del epdxido por
accién de la enzima hidrolasa o b. Conjugacién con glutatién, degradacion por
transpeptidasas y N-acetilacién para la formacion de los dos acidos mercapturicos
rac-N-acetil-S-(2-carbamoil-2-hidroxietil)-L-cisteina (GAMA) y rac-N-acetil-S-(1-
carbamoil-2-hidroxietil)-L-cisteina (iso-GAMA). En el segundo caso, se produce el
acido mercapturico N-acetil-S-(2-carbamoiletil)-L-cisteina (AAMA) y su sulféxido
AAMA-SO [19].

HO 0o
/< CYP2E1 Epoxido
HQC Hidrolasa NH,
Acrilamida Glicidamida OH Gliceramida

HOOC
HOOC HoOC
0o iso-GAMA
——O J—{
.
SH"&, NH,
o
HOOC AAMA-SO

Figura 4. Rutas metabdlicas de la acrilamida, segun evidencias encontradas en

orina humana y en ratas por Kopp y Dekant. [19]
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La duracién del metabolismo o la vida media de la acrilamida y de su metabolito
principal, glicidamida, es corta (unas pocas horas), aunque no es completa, pues
un pequefo porcentaje permanece en los tejidos durante algunas semanas. En
ratas de laboratorio se ha calculado un tiempo de vida media de aproximadamente
dos horas para casos donde la administracion es oral (dosis repetida y unica); sin
embargo, en humanos la estimacion del tiempo de vida media de estas moléculas
se ha hecho con grupos de personas sanas voluntarias, que fueron expuestos a la
acrilamida. Estos estudios han conducido a que este tiempo varia desde dos hasta
siete horas; ademas, se han encontrado aductos de AA con hemoglobina en
sangre de mujeres embarazadas y en la de sus fetos, lo que indica que existe

paso xenobidtico® a través de la placenta [22].
1.1.3. Efectos toxicoldgicos

Experimentalmente, a la acrilamida se le han atribuido propiedades cancerigenas,
principalmente, debido a que estudios con ratas de laboratorio han arrojado
resultados importantes. Por ejemplo, las ratas tratadas con acrilamida desarrollan
tumores en los testiculos, glandulas adrenales y mamarias, en la tiroides, en el
cerebro, en la medula espinal y en otros tejidos [22]; es por ello que la IARC de la
OMS, la ha clasificado como “probablemente cancerigena para el hombre” (Grupo
2A) [11]. Sin embargo, no existen datos que permitan extrapolar a los humanos

estos descubrimientos hechos en ratas [12].

La acrilamida produce mutaciones genéticas y alteraciones cromosémicas en
células somaticas y germinales cultivadas in vitro. También ha dado resultados
positivos en estudios de genotoxicidad in vivo. En estudios llevados a cabo en
linfocitos humanos expuestos a acrilamida, se observo que ésta puede ejercer un
amplio espectro de efectos adversos sobre el ADN de células normales, como

modificaciones en sus bases y apoptosis [22]. Sin embargo, la accién genotdxica

3 . . s . ar
Difusion de compuestos de naturaleza externa a la del organismo, como resultado de su proceso metabdlico.
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esta relacionada directamente con su metabolito principal glicidamida que origina
aductos con ADN [26].

Por su parte el mayor riesgo en humanos es la neurotoxicidad de la acrilamida
puesto que la exposicion prolongada a este mondmero provoca cambios en el
sistema nervioso central (SNC) y neuropatia periférica [12]. Esta accion se le
atribuye a la naturaleza hidrofilica de la acrilamida que sugiere la formacién de
aductos neurotdxicos con grupos nucleofilicos, que posee la guanina o los grupos
sulfidrilos. Los mecanismos por los que la AA ejerceria sus efectos neurotoxicos,
son la inhibicién del transporte quinésico axonal rapido, por fusion de las
membranas afectadas y, por tanto, la inhibicion de la neurotransmision, por accién

directa sobre el nervio terminal [22].

En la Tabla 1 se muestran los niveles permisibles para la ingesta de acrilamida en
alimentos, segun la OMS, ademas de los limites permitidos en agua potable de
consumo para los Estados Unidos y para la Union Europea, los cuales son
comparables con las dosis letal media (LDs;) encontrada para ratas, en forma oral,
y para conejos, por contacto con la piel; también los niveles de no aparicion de
efectos adversos (NAOEL) para neuropatia, para efectos en la fertilidad y para

mesoteliomas testiculares y fibroadenomas de las glandulas mamarias [28, 22].

Tabla 1. Niveles permisibles de acrilamida en productos de consumo como
alimentos y agua, dosis letal media en ratas y conejos y niveles de no aparicién de

efectos adversos.

item Cantidad
Ingesta crénica permitida 1 hug/kg de peso/dia
Limite en agua potable (EE.UU.) 0,5 pg/L
Limite en agua potable (Unién

Europea) 0.1 ng/L

LDso (ratas, en forma oral) 124 mg/kg

25



LDso (conejos, por contacto con la

oioh 1680 pL/kg

NAOEL (para neuropatia) 0.5-1.0 mg/kg de peso/dia

NAOEL (para efectos en la

fertilidad) 2 mg/kg de peso/dia

NAOEL (para mesoteliomas
testiculares y fibroadenomas de las 0.1 mg/kg de peso/dia
glandulas mamarias)

1.2. Alimentos en donde se produce acrilamida

La acrilamida se ha detectado tanto en alimentos elaborados industrialmente como
cocinados en el hogar, que tienen un alto contenido de ambos precursores y son
en su mayoria de origen vegetal, como los tubérculos (papas, yucas, entre otros) y
los cereales. En todos los casos, el nivel de acrilamida depende del tiempo del
procesado, asi como de la temperatura y el contenido de agua, y en algunos
casos del tiempo de almacenamiento; sin embargo, los niveles mas altos (de hasta
1343 pg/kg) se han encontrado en alimentos ricos en carbohidratos y con bajos
niveles de proteinas, por ejemplo, en papas fritas, productos de panaderia,

cereales para el desayuno, maiz, café en polvo, entre otros [28, 26].

Por su parte, los tubérculos presentan cantidades altas de agua, fibra,
carbohidratos y calorias y cantidades bajas de grasas y proteinas. El carbohidrato
principal de esta clase de vegetales es el almidon, que puede ser hidrolizado hasta
sus azucares individuales, mientras que el contenido de proteinas (alrededor del
1%) lo constituyen aminoacidos libres y sus correspondientes aminas,
principalmente, los acidos aspartico y glutamico [16]. Como ya se ha mencionado,
estos compuestos (azucares provenientes del almidon y amino acidos) son los
precursores de la acrilamida en los alimentos. Es por ello que se escogieron para
el estudio tres especies de esta clase de vegetales, conocidas comunmente como

papa, yuca y platano.
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1.2.1. La papa

Perteneciente a la familia Solanaceae y al género Solanum [8], la papa es uno de
los tubérculos mas importantes en la alimentacion mundial debido a que constituye
una fuente alimenticia rica en proteinas, carbohidratos, potasio, vitamina C, otras

vitaminas y minerales en menor proporcién.

El cultivo de este tubérculo juega un rol importante en el sistema de alimentacién
global, puesto que contribuye a los requerimientos energéticos y de nutrientes de
millones de personas en el mundo. Un reporte de CIP/FAO, registra que el uso
mundial de la papa se esta trasladando del consumo de papas frescas y del
consumo como alimento para ganado, hacia los productos procesados tales como
papas fritas (hojuelas), papas pre-fritas (a la francesa) y deshidratadas [8]. Esto
debido al crecimiento de la poblacién urbana y con esto la preferencia de los

consumidores por los alimentos pre-listos y de facil preparacion [6].

En Colombia son procesadas anualmente entre 170.000 y 250.000 toneladas de
papa, lo que representa cerca del 12% de la produccion nacional; de ésta, el 80%
se elabora en forma de hojuelas (chips) y el 20% en forma de bastones (a la
francesa). De las distintas posibilidades de transformacion de la papa, la
produccion de hojuelas es la industria mas dinamica, debido a que existe mayor
competencia, lo que obliga a un mejoramiento del proceso para asegurar la

maxima calidad de las papas fritas [6].
1.2.2. Layuca

De la familia Euphorbiaceae y género Manihot, la yuca constituye una de las
fuentes de energia mas importantes en las regiones tropicales del mundo, puesto
que las raices son una fuente importante de carbohidratos y las hojas, de

proteinas, minerales y vitaminas (especialmente vitamina C y carotenos) [5].

La yuca se utiliza por la industria principalmente por su alto contenido de almidon;

para ello, el proceso industrial que se realiza con este tubérculo es la produccién
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de harinas de yuca utilizadas principalmente como alimento para animales; sin
embargo, en los ultimos afios, se ha venido desarrollando el procesamiento en

forma de croquetas precocidas y congeladas, que son consumidas fritas [5].
1.2.3. El platano

El platano es una fruta tropical originada en el suroeste asiatico, perteneciente a la
familia de las Musaceas y del género Musa, constituye una fuente de
carbohidratos, potasio, algunas vitaminas y acido félico; el contenido de proteinas
es bajo. Estas propiedades hacen de esta fruta un alimento de interés para el

estudio del contenido de acrilamida.

El platano se utiliza en la agroindustria como materia prima para la fabricaciéon de
platanos deshidratados o congelados, pasabocas (snacks), harinas y alimentos
concentrados para animales [9]. En Colombia, menos del 1% de la produccion
nacional es consumido por la industria. Sin embargo, este sector cada dia avanza
sus esfuerzos de forma que se le dé al cultivo del platano un valor agregado con

su procesamiento [9].
1.3. Metodologias reportadas para el analisis de acrilamida
1.3.1. Método US EPA

Debido a que en el proceso de potabilizacion del agua se utiliza poliacrilamida
como floculante, la U.S. Enviromental Protection Agency (EPA) en 1996 describid
una metodologia analitica para la determinacion de acrilamida libre en el agua
potable, utilizando cromatografia de gases con detector de captura de electrones
(GC-ECD), para la cuantificacion. EI método esta basado en la bromacién del
doble enlace de Ila acrilamida para producir el compuesto 2,3-
dibromopropionamida, el cual se extrae de la mezcla de reaccion con acetato de
etilo, y se seca luego sobre sulfato de sodio anhidro. El extracto es limpiado en
una columna de florisil y llevado al analisis cromatografico utilizando ftalato de

dimetilo, como estandar interno [10].
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1.3.2. Sistemas de deteccién empleados con cromatografia de gases para

el anélisis de acrilamida.

Los sistemas de deteccidon en cromatografia de gases pueden variar segun la
aplicaciéon. Sin embargo, es necesario que el detector tenga adecuada
sensibilidad, estabilidad, respuesta lineal, tiempos de repuesta cortos vy
reproducibilidad en los resultados. Uno de los detectores mas utilizados es el
detector de captura de electrones (ECD), que contiene Ni®®, emisor B, que genera
una corriente de electrones, que pueden ser capturados por las moléculas de
analito que poseen grupos electronegativos; de forma que se mide la disminucion
de la corriente de electrones de fondo, que es proporcional a la cantidad de grupos
electronegativos presentes en la molécula. Este detector es util para la
cuantificacion de moléculas halogenadas [15]. De ahi que sea conveniente

adicionar halégenos al monémero de acrilamida libre.

El detector selectivo de masas se utiliza también ampliamente, debido a que
genera respuesta a una gran variedad de analitos, su funcion se basa
principalmente en la fragmentacion de las sustancias en una camara de ionizacién
y luego en la medicion de las corrientes iGnicas parciales de las especies quimicas
separadas previamente en el analizador (cuadrupolo) de acuerdo con su relacion
masal/carga, se obtiene asi el respectivo patron de fragmentacion del analito. Esta
técnica es una herramienta de costo relativamente elevado. Sin embargo, su
utilizacién para la determinacion de acrilamida en alimentos fritos es amplia y se

obtienen excelentes resultados [17].

Articulos publicados en los ultimos tres afios muestran que la utilizacion de
GC-ECD y GC-MS permite obtener excelentes resultados para el analisis y
cuantificacion de acrilamida en alimentos [31, 24]. En estos trabajos, se utiliza la
bromacion de la muestras para obtener el derivado, ademas de utilizar para la

preparacion de las muestras procedimientos sencillos que incluyen la técnica de
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extraccion liquido-liquido por lotes, asi como parametros cromatograficos

adecuados para el analisis.
1.3.3. Otras técnicas

La cromatografia de gases no ha sido la técnica analitica Unica, que ha sido
empleada para la determinacidon de acrilamida. También ha sido muy utilizada la
cromatografia liquida de alta eficiencia aplicada en diferentes modalidades, como:
LC-MS [13], SPE/HPLC/UV [30], LC-MS/MS [20], entre otras; en estos casos, la
determinacién es de forma directa y la preparacion de la muestras no requiere
tratamientos complejos, puesto que la acrilamida es una sustancia no volatil que
se solubiliza facilmente en muchos disolventes, ademas posee un grupo
croméforo que absorbe en la region del espectro ultravioleta, lo que hace que esta
técnica se aplique facilmente con detectores de arreglo de diodos (DAD) y de
ultravioleta (UV).

La técnica de electroforesis capilar ha sido implementada para efectuar la
determinacion de acrilamida en alimentos. La electroforesis con diferentes
modalidades de inyeccidn y pre-concentracion ha mostrado buenos resultados en

la identificacion y cuantificacion de acrilamida [2].
1.4. Antecedentes

Al ubicar en el contexto actual el analisis de acrilamida en alimentos procesados a
altas temperaturas, se realiz6 un analisis de la actividad cientifica (Anexo B) en
este tema, utilizando la base de datos Web of Science (ISI Web of Knowledge,
Thomson, Version 3.0) en los ultimos diez afios. Se emplearon cuatro ecuaciones
de busqueda, que identifican las publicaciones de orden analitico y las
relacionadas con la quimica y bioquimica, sobre la formaciéon de acrilamida en

alimentos, asi como las concentraciones en las que se encuentra.

El analisis se realizd para los ultimos diez afos, encontrandose la tendencia

mostrada en la Figura 5, para las cuatro ecuaciones de busqueda respecto al afio
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de publicacién. En general, se muestra que los afos, en que se registra el mayor
numero de publicaciones, fueron 2005 y 2006. Sin embargo, la actividad cientifica
no cesa en el ultimo afo, pues en todos los casos se registran publicaciones en

este tiempo.

Muchos autores dedican sus trabajos al estudio de la acrilamida, pues este
monomero ha controvertido, en cierta forma, la seguridad y la inocuidad de
muchos alimentos de consumo comun y diario. Entre los autores mas relevantes
se encuentra Zhang Y. quien, en sus publicaciones, describe metodologias de
analisis por cromatografia de gases y detalla la preparacion de la muestra y los
aspectos a tener en cuenta para efectuar este analisis. También se destacan otros
autores, como Tornqvist M., quien realizd6 con sus colaboradores las
investigaciones en el 2002 en las que se determinaron aductos entre la
hemoglobina y la acrilamida; las publicaciones de esta autora y de su equipo de
trabajo prendieron las alarmas en el mundo sobre la presencia de este monémero

en los alimentos procesados [29].
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Figura 5. Publicaciones registradas por afio en la base de datos Web of Science.
(Ecuacion 1: topic=determination and topic= acrylamide; Ecuacion 2:

topic=quantification and topic= acrylamide; Ecuacién 3: topic=gas chromatography
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and topic= acrylamide; Ecuacién 4: topic=food and topic= acrylamide), fecha de

consulta: Junio-17 de 2011, periodo de observacién: 2001-2011.

Teniendo en cuenta que desde hace ocho afios ya se conoce sobre la formacion
de acrilamida en alimentos, muchas organizaciones de seguridad alimentaria del
mundo han puesto sus esfuerzos para determinar su cantidad en los alimentos de
consumo diario, y los mecanismos de su formacién y control. Las publicaciones
sobre este tema aparecen principalmente en paises de Europa y Asia, en los
cuales, segun la Figura 6, los mas representativos son Alemania, Republica

Popular China y Suecia.
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Figura 6. Publicaciones registradas por paises en la base de datos Web of
Science. (Ecuacion 1: topic=determination and topic= acrylamide; Ecuacion 2:
topic=quantification and topic= acrylamide; Ecuacion 3: topic=gas chromatography
and topic= acrylamide; Ecuacion 4: topic=food and topic= acrylamide), periodo de
observacion: 2001-2011, fecha de consulta: Junio 17 de 2011.

El conocimiento sobre la acrilamida en alimentos de consumo cotidiano es un
tema de actualidad, sobre el cual en América Latina se comienzan a hacer los

primeros estudios en alimentos tanto autéctonos, como los de alto consumo, con
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el fin de establecer el impacto que este problema genera en la sociedad. En este
sentido, la implementaciéon de metodologias analiticas para su estudio constituye

uno de los mayores avances en el desarrollo cientifico y tecnolégico en estas
regiones.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1. Preparacion del derivado 2,3-dibromopropionamida.

2.1.1. Reactivos, solventes y material de referencia certificado. Todas las
marcas y numeros de lotes correspondientes se muestran en el Anexo C. Los
reactivos que se usaron en el presente trabajo fueron: bromuro de potasio (KBr),
bromo (Br;) para sintesis, acido bromhidrico y tiosulfato de sodio. Como solventes
se utilizaron agua tipo | obtenida de un sistema purificador de agua marca Millipore
(modelo Synergy UV), acetato de etilo, hexano y acetona. Se utilizé el material de
referencia certificado de acrilamida del 99,5 % de pureza y para la limpieza del

derivado se utilizo florisil.

2.1.2. Muestras de alimentos. Se analizaron cuatro muestras de papas fritas
empacadas (hojuelas caseras y tres marcas comerciales), tres muestras de
platanos fritos empacados (rodajas caseras y dos marcas comerciales) y una
muestra comercial de yucas fritas empacadas. Todas las muestras fueron

obtenidas del mercado local.

2.1.3. Metodologia de sintesis. Inicialmente, se prepar6 una solucién de
acrilamida (50 mg/mL), la cual se dispuso en un balon de fondo redondo con
bromuro de potasio (KBr, 0,9 g) y unas pocas gotas de acido bromhidrico (HBr),
hasta pH entre 0-3. El balén se introdujo en un bafo a una temperatura entre
0-4 °C y con agitacion constante hasta disolucion completa del KBr. Luego, se
adicioné lentamente con agitacion constante, agua saturada de bromo (90 mL,
preparada con bromo 4 g y aforado con agua hasta 200 mL, en relacién molar

1:8). La mezcla de reaccién se dejo en el bafio y aislado de la oscuridad con papel
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aluminio por cuatro horas, manteniendo la agitacion constante. EI montaje de la

reaccion se puede observar en la Figura 7.

A continuacion se elimind el bromo en exceso con adicion de unas pocas gotas de
solucion de tiosulfato de sodio (1 M). La solucion se extrajo con acetato de etilo,
utilizando tres porciones de 50 mL, con un tiempo de extraccién de 3 min. El
extracto se rotoevapor6 a 249 mbar, 46 °C y 85 rpm. Seguidamente, se realizé la
limpieza del extracto en una columna con florisil (3 cm) acondicionado con hexano
(10 mL), eluido con la mezcla 10% acetona/hexano (20 mL) y lavado con la
mezcla 20% acetona/hexano (30 mL). El efluido de la columna se rotoevapor6 a
300 mbar, 30 °C y 40 rpm, luego, se llevé a sequedad con flujo de nitrégeno. El

derivado se reconstituy6 en acetato de etilo (2 mL).

Embudo de adicién
: > con desprendimiento.

Baldon fondo

Bafio frio. | <

redondo.

Agitador magnético.

Figura 7. Montaje utilizado en la sintesis del derivado 2,3-dibromopropionamida.
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2.2. Conversion del 2,3-dibromopropionamida al compuesto 2-

bromopropenamida.

Debido a que el derivado dibromado es susceptible a sufrir eliminacion de uno de
los bromos por la presencia de sitios basicos y a altas temperaturas, fue necesario
inducir la eliminacién con la adicion de trietilamina (180 uyL) a la solucién en
acetato de etilo del sélido obtenido; esta solucién se agité por 7 min. Por ultimo, se

filtré y se evaporé el solvente hasta sequedad, con flujo de nitrégeno.

Para la purificacion del producto de eliminacién se hizo una recristalizacion con
heptano (10 mL); el producto de recristalizacion se caracterizo utilizando técnicas

espectroscopicas y el punto de fusion.

2.3. Ajuste de los parametros cromatogréficos.

Cromatografia de gases acoplada al detector de micro-captura de electrones
(L-ECD) se utilizé para el analisis de acrilamida en las muestras, asi como
detector selectivo de masas (MSD), para la identificacion y confirmacién del

analito.

2.3.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se
empled un cromatégrafo de gases HP-5890A Series Il (Hewlett-Packard, Palo Alto,
California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas HP 5972 (Hewlett-
Packard, Palo Alto, California, EE.UU.); con puerto de inyeccion split/ splitless. Se
utilizé un sistema de datos MS ChemStation Rev. D. 02.00.275 (Hewlett-Packard,

Palo Alto, California, EE.UU.) para adquisicion y procesamiento de datos.

2.3.2. Cromatografia de gases con detector de micro-captura de electrones.
Se empled un cromatografo de gases HP-6890 Series Plus (Hewlett-Packard, Palo
Alto, California, EE.UU.), con programacion electrénica de temperatura y control
electronico de presion de gases, equipado con un detector de micro-captura de

electrones, con puerto de inyeccion split/ splitless (inyeccion automatica para
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soluciones, HP 7683 Series Inyector). El sistema de datos fue el ChemStation Rev
B.04.02 [96] (Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.).

La Tabla 2 muestra los parametros cromatograficos empleados en el analisis de
acrilamida por ambos detectores, de captura de electrones y selectivo de masas,
estos parametros se obtuvieron después experimentos preliminares, en los cuales
se analizaron productos de la reaccion de derivatizacion en diferentes columnas
(apolar y polar), con diferentes programaciones de temperatura y modos de

inyeccion (split y splitless).

Tabla 2. Parametros cromatograficos empleados para el analisis de acrilamida por
GC-u-ECD y GC-MSD.

Parametro Descripcion

Columna capilar de silice fundida con fase

Columna cromatogréfica estacionaria de poli(etilenglicol), DB-WAX de 60 m
x 250 ym (d.i.) x 0,25 pym.

Temperatura del detector 300 °C

Temperatura del inyector 250 °C

Temperaturay tiempo _

L 45°C (10 min)

inicial

Velocidad de calentamiento 3 °C/ min

Temperaturay tiempo final 220 °C (30 min)

Gas de arrastre (carrier gas) Helio, 99.995% (Linde)

Velocidad del gas de . .
Flujo constante, 1 mL/min

arrastre

Gas auxiliar (make up gas)  Ar-CHg,(Linde)

Flujo volumétrico 30 mL/min

Presion del gas de arrastre .
19.79 psi

en la cabeza de la columna

Modo de inyeccidn Splitless
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2.4. Extracciéon del analito de la matriz de las muestras de alimentos.
2.4.1. Disefio de experimentos.

Para determinar los parametros de extraccion del analito, se elabord un disefo de
experimentos factorial 2°, es decir, tres variables en dos niveles que se
consideraron eran influyentes en la extraccion de la acrilamida de la matriz de los
alimentos; como parametro de respuesta se tomd el area cromatografica del
derivado de acrilamida en el sistema de deteccion empleado (ECD).

Las siguientes variables fueron sometidas a estudio, a saber:

e Temperatura del medio de extraccion.
e El efecto salting out.
e El efecto del ultrasonido.

Tabla 3. Variables y niveles en el disefio de experimentos, 2°.

Niveles
Variables
Alto Bajo
(A)Salting out CON SIN
(B)Ultrasonido CON SIN
(C)Temperatura, °C 60 26

Los valores que toman estas variables o los niveles se muestran en la Tabla 3; en
ella, se observa que no es posible tener un valor medio. Por ello, la representacion
grafica del disefio factorial es un cubo (Figura 8), donde los vértices indican las
combinaciones de las variables en estudio. Los experimentos que se realizaron se
muestran en la Tabla 4. En todos los casos, se utilizo6 como matriz papa frita,
enriquecida una solucion de material de referencia certificado de acrilamida
(100 ppb, 10 uL).

Resultaron 8 combinaciones de las variables en estudio, y se hicieron duplicados
para cada punto, para poder evaluar estadisticamente los resultados, asi como un
blanco, que consistié en la misma cantidad de papa, sin enriquecer con acrilamida,
y se sometid al proceso de extraccidon tomando las variables en una de las 8
combinaciones (eleccién al azar).
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Salting out
SIN

Ultrasonido

SIN
CON

26 Temperatura (°C) &0

Figura 8. Representacion grafica del disefio factorial 2°.

El analisis de los resultados del diseio experimental se realizdé utilizando la
metodologia de superficie de respuesta con ayuda del software estadistico
Statgraphics Centurion XV (Licencia de prueba de 30 dias).

Tabla 4. Combinaciones de las 3 variables en el disefio de experimentos empleado
en este estudio.

Exp. N° SO uL TH
1 sin sin 26
2 con sin 26
3 sin con 26
4 con con 26
5 sin sin 60
6 con sin 60
7 sin con 60
8 sin con 60

SO: salting out, UL: ultrasonido, TH: temperatura del agua, °C
2.5. Determinacion de las figuras de mérito del método.

Sabiendo que el procedimiento de extraccién incluye etapas en donde pueden
existir pérdidas de analito y, por tanto, se disminuye la eficiencia del método, se
determinaron las figuras analiticas de mérito como un evidencia de la eficiencia de
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la metodologia, se calcularon el nivel minimo de deteccion, el nivel minimo de
cuantificacion, el rango dinamico lineal, la precision (expresada como repetibilidad)
y la exactitud (expresada como porcentaje de recuperacion).

Para ello, se utilizé una curva de calibracién preparada por el método de estandar
externo en el rango de 10-1000 ng/mL, utilizando 2-bromopropenamida preparado
en el laboratorio a partir de material de referencia certificado de acrilamida; asi,
cada punto se prepard por dilucion de una solucion stock de 2-BPA (5 ug/mL); los
volumenes de stock y las concentraciones se presentan en la Tabla 5. Todas las
soluciones se prepararon aforando con acetato de etilo a un volumen de 1 mL.

Al graficar el area cromatografica obtenida por GC-ECD, bajo las condiciones
experimentales mostradas en la Tabla 2, versus la concentracion, se obtuvo la
ecuacion lineal que tuvo mayor ajuste a la curva es de la forma:

yumx+b (Ecuacién 1)

Donde el término m es el factor de respuesta del equipo a las concentraciones
evaluadas y b es el punto de corte. La calibracién se mide con el valor de R? de la
curva y evaluando el error de la concentracién calculada con la ecuacion de la
curva y la concentracion preparada; este error debe ser menor del 15%.

Tabla 5. Curva de calibracion.

Concentracion, Volumen, de

Punto ng/mL solucién stock
(5 pg/mL), pL

pl 10 2

p2 25 5

p3 50 10

p4 75 15

p5 100 20

p6 250 50

p7 500 100

p8 750 150

p9 1000 200
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2.5.1. Determinacion de los niveles minimo de deteccién y de cuantificacion.
El nivel minimo de deteccion (NMD) es la concentracion minima, que genera una
sefial analitica diferenciable del ruido. Se calcula como el producto de la
desviacién estandar de las areas obtenidas de varias inyecciones de un punto bajo
de la curva de calibracion (Tabla 5) y la t estadistica para los grados de libertad al
95% de confianza; la concentracion se obtiene al evaluar el valor obtenido de la
Ecuacidn 2 en la ecuacién de la curva de calibracion, asi:

NMD (L) m 3D tog s (Ecuacion 2)

El nivel minimo de cuantificacion es la concentracion minima que es posible
cuantificar, se calcula como dos veces el nivel minimo de deteccion.

NMC (2] = 3= KM (25 (Ecuacion 3)

2.5.2. Determinacién del rango dindmico lineal. Se refiere al intervalo de
concentraciones en donde la respuesta es lineal y directamente proporcional a la
concentracion, se considera el valor de la pendiente en cada punto de la
calibracion, es decir, el factor de respuesta y se mide la desviacién estandar
relativa de estos valores, la cual debera ser menor del 20%.

Erea (cuentas)
romcentraerdn -;i%?

Rf = (Ecuacion 4)

2.5.3. Precision. La precision fue medida como repetibilidad en areas del
quintuplicado de inyeccion de un punto de la curva de calibracién. Para ello, se

determiné la desviacion estandar relativa de las areas; este porcentaje deberia ser
menor del 10%.

2.5.4. Exactitud. La exactitud fue medida como el porcentaje de recuperacién de
una muestra enriquecida con acrilamida (10 ppm, 10 L), y preparada con las
mejores condiciones de extraccion, resultados del disefio de experimentos; el
célculo se realiz6 mediante la Ecuacién 5:

FPorcantajle da recuparacidn m E‘ * 100 (Ecuacion 5)

Donde C; es la concentracion de BPA determinada experimentalmente y C; es la
concentracion de la solucidon de BPA utilizada de referencia. Esta ultima, se
determina teniendo en cuenta el rendimiento total de la reaccion (conversion de
AA a BPA) y la concentracion de la solucion de AA con la que se enriquece.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Obtencién del derivado 2,3-dibromopropionamida.

Para la obtencion del compuesto dibromo-acrilamida se llevé a cabo una reaccién
de adicién de haldégenos, sobre el doble enlace (Figura 9), se presume, que el
mecanismo comprende la formacién de un intermedio catidnico ciclico como es el
ion bromonio. Es por ello, que es necesario inducir la ruptura heterolitica del
enlace bromo-bromo del agente derivatizante (agua saturada de bromo). Para ello,
fue necesario que en el medio de reaccion hubiese exceso de bromuros,
aportados por el bromuro de potasio; por su parte, la formacion del intermedio
ciclico propuesto fue facilitada por la acidez del medio pues se manejé un pH ente

0 y 3 con acido bromhidrico [23, 3].

e -
N ey Br\/cﬂjrmlz
( w |
Br—’-Er o l
Br. Br
NH,
_)‘ Hz
Br Br
o
o

Figura 9. Mecanismo de la doble adicion de bromo al doble enlace de la acrilamida
[23].
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3.1.1. Determinacién de la relacién molar.

Se determind la relacion molar adecuada para obtener una mayor conversion de la
acrilamida a su producto de adicién, medida como area de pico cromatografico,
mediante la evaluacién del efecto del exceso de agente derivatizante con cinco
relaciones diferentes, obteniéndose que la relacion, que mayor area de pico
cromatografico mostrd, fue 1:8 (Figura 10), con un rendimiento de reaccion del
75%.
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[&]
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—
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01:01 01:02 01:05 01:08 01:10
Relacion molar empleada

Figura 10. Grafica de la relacién molar versus area de pico cromatografico, para la
formacién de la 2,3-DBPA.

3.1.2. Caracterizacion de la 2,3-dibromopropionamida.

La 2,3-dibromopropionamida (2,3-DBPA) (véase sus propiedades en el Anexo D)
se obtuvo como un sdlido blanco en forma de agujas con punto de fusién 129-130
°C (medido en un fusiometro Fischer Johns), caracterizado mediante
espectroscopia infrarroja (IR) en un equipo Alumex INFRALUM FT-02 sobre disco
de KBr y espectrometria de masas en un equipo GC Hewlett-Packard 5890 Series
[l con un detector selectivo de masas Hewlett-Packard 5972 Series, en columna
apolar DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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El espectro IR del sélido obtenido (Figura 11), mostré las bandas caracteristicas
de las vibraciones de los enlaces de una amida primaria. Se pueden identificar las
tres bandas tipicas correspondientes a la del grupo carbonilo C=0 (1684 cm™), la
banda de flexién del grupo N-H (1600 cm™) y la banda de vibracién de los enlaces
C-N-H (1421 cm™).
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Figura 11. Espectros IR de: A. 2,3-Dibromopropionamida, B. Acrilamida.
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Ademas, se identificaron las bandas de estiramiento asimétrico, simétrico y debido
a los puentes de hidrogeno, del enlace N-H en la regidon de 3000 y 3444 cm™. Sin
embargo, es significativo el cambio presentado en la regién de 1100-900 cm™
respecto al espectro de la acrilamida, debido a que en el proceso hubo un cambio
de carbonos sp? rigidos a carbonos sp® con mayor posibilidad de vibrar a través de

su enlace sencillo C-C [4].

Por su parte, el espectro de masas obtenido para este compuesto, adquirido por
impacto con electrones (70 eV), se muestra en la Figura 12; este espectro no
registra el ion molecular en m/z 231. Sin embargo, evidencia primeramente ruptura
del enlace B al bromo del carbono dos, desprendiéndose el radical CH,NO y
registrandose el cation dibromado de relacion m/z 187. También, se evidencia la
ruptura simple de un radical Br, que da lugar al catidén con relacion m/z 150, lo que
demuestra que la molécula tiene un atomo de bromo terminal y en consecuencia
que en la molécula existen dos atomos de bromo, debido a que la relacion

isotopica del bromo se mantiene [18].

M~—Br-(H=(H-Br

3

-G

jg¢ M~—O=CHNH, +
N —

40 S0 B0 70 80 90 100 110 120 13C 140 150 180 170 180 190 200 210 220 230

Figura 12. Espectro de masas del 2,3-dibromopropionamida.
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Se evidencia luego una ruptura del enlace a al grupo carbonilo del catién con
relacion masa carga 150, eliminandose el radical CONH,. En esta sefal se nota
que se mantiene la relacion isotépica de atomos de bromo en el cation que se
registra. Por ultimo, el pico de base se forma luego de la ruptura del enlace a al
carbonilo perdiéndose el radical C,H3Br, dando el cation con relacion masa/carga
44 que es estable debido a que el oxigeno puede soportar la carga positiva luego
de la ruptura del enlace [4]. El esquema de fragmentacion propuesto se muestra

en la Figura 13.
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/ B cH o
Br+'
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-NH=C=0

/\  te

Br CH
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Figura 13. Posibles rutas de formacién de iones fragmento en el espectro de

masas del compuesto 2,3-DBPA.
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3.1.3. Inestabilidad del 2,3-DBPA.

La molécula de 2,3-DPA es inestable en presencia de bases, pues el hidrogeno
ubicado en el carbono a, tiene caracter acido marcado, debido al efecto inductivo
que ejerce el bromo y el grupo carbonilo; entonces, a cualquier contacto con un
sitio basico, este compuesto forma su producto de eliminacién i.e., el compuesto

2-bromopropionamida (2-BPA).

Esto se evidencia en el cromatograma (Figura 14), obtenido por GC-MS, que
corresponde a una soluciéon de 2,3-DBPA preparada en el laboratorio. Se observa
la formacioén del producto de eliminacion 2-BPA, lo que se confirma a través de su
espectro de masas. Esto es posible debido a que en el puerto de inyeccién o en la
misma columna, existen sitios basicos, en estas condiciones el proceso de
eliminacion de bromo puede ocurrir; ademas las temperaturas altas del puerto de
inyeccion y de la columna pueden generar la descomposicién la molécula en el
cromatoégrafo [1].
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Figura 14. Cromatograma del compuesto 2,3-DBPA que muestra su inestabilidad

en el sistema cromatogréfico. 1. 2-BPA y 2. 2,3-DBPA.
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3.2. Obtencion del producto de eliminacién de bromo para la formacion de la

2-bromopropenamida.

Como segunda etapa de la reaccién de derivatizacion, se realizé una eliminacién
de uno de los bromos inducida por una base organica, i.e., la trietilamina (TEA). La
reaccion sucede a temperatura ambiente y con agitacion; el producto es el
compuesto 2-bromopropionamida. Este compuesto tiene una masa molecular de

149,9 g/mol y no posee el numero de CAS.

El mecanismo propuesto para la eliminacion del bromo a partir de la 2,3-DBPA y
TEA, se muestra en la Figura 15, y consiste en una eliminacion de segundo orden
(E2), es decir, es un proceso concertado en donde la trietilamina (base fuerte)
induce la eliminacioén del hidrégeno acido, acompafado de la formacién del doble
enlace y la eliminaciéon del bromo terminal, se forma luego el alqueno sustituido

siguiendo la regla de Zaitsev* [23, 3].

cts .Jc"'s ka )Gl'la
TN ow Ny H
H’CJ o " Be H,c’lr TH AL':'._

CHgy HsC

HiC

Figura 15. Mecanismo de la eliminacién de bromo de la molécula 2,3-DBPA.

4 En 1875, Alexander M. Zaitsev de la Universidad de Kazan (Russia), formul6 la regla que guia la regioselectividad de la
eliminacion, para la formacion de alquenos, que afirma que el alqueno formado en mayor cantidad es el que corresponde al
aquel en donde la extraccion del hidrogeno es del carbono que tiene el menor niumero de hidrégenos, es decir, el alqueno
con mayor numero de sustituyentes [3].
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3.2.1. Determinacion de larelacién molar y del tiempo de reaccion.

Se determind la relacién molar entre el producto intermedio 2,3-DBPA vy la base
TEA, para obtener mayor area del pico cromatografico. En este caso, se evaluaron
cuatro relaciones molares, en las que se reviso el exceso y el defecto de base; en
esta parte de la reaccidén, la conversion no fue completa. Sin embargo, se
establecid, que la relacién molar adecuada seria 1:3 (Figura 16). Cabe sefalar,
que al evaluar relaciones molares mayores, la cantidad de acrilamida sin convertir
aumentaba, lo que puede indicar que la eliminacion no es completa o que, por el
contrario, se eliminan los dos bromos de la 2,3-DBPA, quedando nuevamente la
AA de partida. Esto fue constatado utilizando cromatografia de capa fina (TLC), en
placas de silice soportadas en laminas de aluminio, eluidas con una mezcla

acetato de etilo: éter de petrdleo (2:1).
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Figura 16. Relacion molar versus area de pico cromatografico, de la molécula
2-BPA.

También, se determiné el tiempo de agitacion para esta etapa de la reaccién. Se
evaluaron cuatro tiempos y se relacionaron con las areas cromatograficas en el

analisis del compuesto 2-BPA. En la Figura 17, se observa que con el tiempo de
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reaccion de 7 min, se logra una mayor area del pico de la 2-BPA. Este tiempo se

utilizé para las reacciones posteriores.
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Figura 17. Tiempo de agitacion versus area de pico cromatografico, del compuesto
2-BPA.

3.2.2. Caracterizacion de la 2-bromopropenamida.

La 2-bromopropenamida (2-BPA) se obtuvo como un sélido blanco, en forma de
laminas, al que no se le pudo determinar el punto de fusion, debido a que este
compuesto se descompone a los ca. 100°C. Sin embargo, la sustancia se
caracterizd mediante espectroscopia infrarroja (IR) en un equipo Lumex
INFRALUM FT-02, sobre disco de KBr, y por espectrometria de masas, en un
equipo GC Hewlett-Packard 5890 Series Il con un detector selectivo de masas
Hewlett-Packard 5972, en columna apolar DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um);

usando electrones de 70eV de energia, para ionizar y fragmentar la molécula.

El espectro A que corresponde al del solido obtenido (Figura 18), mostro las
bandas caracteristicas de las vibraciones de los enlaces de una amida primaria.

Es asi como se pueden identificar las tres bandas tipicas correspondientes a la del
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grupo carbonilo C=0 (1684 cm™), la banda de flexién del grupo N-H (1600 cm™) y

la banda de vibracion de los enlaces C-N-H (1421 cm™).
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Figura 18. Espectros IR de: A. 2-Bromopropenamida, B. 2,3-Dibromopropionamida.

Se identificaron las bandas de estiramiento asimétrico, simétrico y debido a los
puentes de hidrogeno, del enlace N-H en la regién de 3000 y 3444 cm™. Sin
embargo, es significativo el cambio presentado en la regién de 1100-900 cm™

respecto al espectro IR de la 2,3-DBPA. Este cambio en las sefales se le atribuye
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al cambio en la hibridacién de los carbonos involucrados en el proceso, de sp® a

sp?, estos Ultimos con menor posibilidad de vibrar [4].

Por su parte, el espectro de masas (Figura 19) para este compuesto registra el ion
molecular y el ion molecular del isotopo del bromo (M y M+2). Las pérdidas
corresponden a una ruptura del enlace a, con respecto al grupo carbonilo, que se
puede ver en dos pasos: la salida del radical amino produciéndose el catién en
m/z 134 (que contiene bromo) y la salida del grupo CO, que genera el catién

radical en m/z 106 (%), que mantiene la relacion isotopica del bromo [18].

M -Br

A

1%
M=-Br-CH=CH-Br

+ ¥, )
M'Co ., M-NH

_._._].l.'l]. . L ﬁllu 8 age LU ﬂ;p..l d Wy

— — L
(=1 ] 3 i
o o>

;

Figura 19. Espectro de masas de la 2-bromopropenamida.

Ademas, si por ruptura simple en la molécula se fragmenta el enlace carbono
bromo, se genera el pico de base en m/z 70 que es un catién estable, debido a
que la estructura tiene dos enlaces conjugados que deslocalizan eficientemente la
carga positiva. Por ultimo, se evidencia la ruptura del enlace a con respecto al
grupo carbonilo y generacion del cation en m/z 44. El esquema de fragmentacion

propuesto se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Posibles rutas de formacion de iones fragmento en el espectro de masa

del compuesto 2-BPA.

3.3. Determinacion de las mejores condiciones para la extraccion del

analito de la matriz de las muestras.

En un disefio 2°, se pueden estudiar siete efectos, tres principales (A, B y C), tres
interacciones dobles (AB, AC y BC) y una interaccion triple (ABC). Sin embargo,
esta ultima se considera que tiene un efecto despreciable y el estudio se enfocd
en los efectos principales y de las interacciones dobles [14]. En este caso, se
estudian los efectos de la adicidon de sal, el uso de ultrasonido y el cambio de
temperatura en el proceso de extraccidn (Tabla 3), y sus interacciones binarias.
Para ello, se realizd el analisis de varianza ANOVA con ayuda del software
Statgraphics Centurion XVI, con el cual se determina cuales interacciones tienen
efectos sobre la respuesta, puesto que seran aquellos en donde el valor de p sea

menor de 0,05. Los resultados se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Analisis de la varianza para el area cromatografica del compuesto 2-BPA
por GC-ECD.

Efectos principales Interacciones
ANOVA
A:SO B:UL C:TH AB AC BC ABC
Razon-F 65,20 3,69 98,41 0,12 52,98 9,51 1,93

Valor-p  0,0000 0,0911 0,0000 0,7392 0,0001 0,0150 0,2023

En la Tabla 6 se puede observar que para este caso, cuatro de los efectos tienen
valores de p menores de 0,05, lo que indica que son significativamente diferentes
de cero, con mas de 95,0% de confianza. Para establecer si este efecto es
positivo o negativo, se construyd la grafica de Pareto (Figura 21). En ésta, se
muestra que el unico efecto que contribuye positivamente, es la temperatura, los

demas influyen negativamente.

C:TH
A:SO
AC
BC
B:UL
AB

4 6 8 10
Efectos estandarizados

Figura 21. Grafico de Pareto para el area cromatografica del compuesto 2-BPA por
GC-ECD.

Con base en la grafica de efectos principales e interacciones, mostradas en la
Figura 22, es posible determinar en qué sentido contribuye cada una de las

variables, o sus combinaciones, en la respuesta. En ellas, se muestra que el valor
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bajo de las variables A (SO) y B (UL), no favorece la respuesta del detector; por el

contrario el valor alto de la variable C (TH) beneficia la respuesta. Esto se confirma

en la grafica b de la Figura 22, pues en ella, se nota que las interacciones que

contribuyen al area son las que incluyen a la variable C en su punto alto, indicando

que probablemente las mejores condiciones seran aquellas que

incluyan

calentamiento, pero sin adicion de sal y ultrasonido.

5800
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3800

2800

Area cromatoarafica

1800

S

X1 00103

Area cromatografica
=

5 b
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-1,0 1,0 26,0
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60,0
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/

—

Figura 22. A. Grafica de efectos principales y B. Grafica de las interacciones para

el area cromatografica.

Teniendo en cuenta el analisis anterior, se encontré que las mejores condiciones

de extraccion del analito de las muestras son aquellas, que se presentan en la
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Tabla 7. Entonces para las muestras reales el procedimiento de extraccién que se
realizd fue: 1 g de muestra homogeneizada previamente se extrajo con 10 mL de
agua por 1 hora, luego se desengrasé con n-hexano (extraccion liquido-liquido 2 x
8 mL x 2 min), la fase acuosa se derivatizé con 3 pL de agua saturada de bromo
(2% p/v), pH 0-3 (una pocas gotas de HBr concentrado) y exceso de KBr por 4

horas en agitacion constante a 0 °C.

Tabla 7. Mejores condiciones encontradas para la extraccién de la acrilamida de la

matriz de las muestras de alimentos.

Factor Valor
SO Sin
UL Sin
TH 60°C

La mezcla de reaccion se extrajo con acetato de etilo (extraccion liquido-liquido, 3
x 5 mL x 3 min), se concentré con flujo de nitrégeno y se realizé luego la limpieza
del extracto en columnas de florisil de 3 cm (usando una pipeta Pasteur) y
acondicionado con de n-hexano (2 mL), eluido con una mezcla de 10%
acetona:hexano (4 mL) y lavado con una solucion de 20% acetona:hexano (4 mL).
Por ultimo, todo el efluente de la columna de limpieza, se llevd a sequedad con
flujo de nitrogeno, se reconstituyd con acetato de etilo, se adiciono trietilamina

(2 pL), se agité por 7 min y se afor6 a 1 mL.
3.4. Determinacion de las figuras analiticas de mérito.

El procedimiento para la determinacion de las figuras de merito se describié en el

Numeral 2.5.
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3.4.1. Determinacién de los niveles minimos de deteccion y de

cuantificacion.

Para el calculo de los niveles minimos de deteccion y de cuantificacion se
siguieron las pautas descritas en el Numeral 2.5.1. En la Tabla 8, se muestran los
niveles minimos de deteccion y de cuantificacion para el 2-bromopropenamida

(derivado monobromado de la acrilamida).

Tabla 8. Nivel minimo de deteccion y de cuantificacion de la acrilamida
(como 2-BPA) por GC-ECD.

Compuesto NMD, ug/kg NMC, ug/kg

2-BPA 4,6 9,2

El nivel minimo de deteccién alcanzado esta en el orden de magnitud de los

niveles reportados en la literatura [28, 26] para este analisis.
3.4.2. Determinacion del rango dindmico lineal.

El rango dinamico lineal se determin6 con los valores obtenidos para la curva de
calibracion. En la Tabla 9, se muestran la pendiente de la curva (factor de
respuesta, R¢), que mide la sensibilidad del método, y su desviacion (Sgf). El
coeficiente de determinacién R? mide el ajuste de la curva para el intervalo de

concentraciones evaluado (10 — 1000 pg/L).

La Tabla 9 muestra que el intervalo de concentraciones, que tienen una respuesta
lineal, es el de 25-1000 pg/L, pues en este rango la desviacidén estandar relativa de
los Rf calculados para cada punto es menor del 20%, ademas el R? indica que los

puntos de la curva tienen buen ajuste a la tendencia lineal.
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Tabla 9. Linealidad del método por GC-ECD, para 2-BPA.

Concentracion, ug/mL Area, cuentas R¢
25 1.19E+04 474,20
50 1.95E+04 390,52
75 2.43E+04 323,91
100 3.31E+04 331,49
250 9.16E+04 366,30
500 1.99E+05 397,26
750 2.59E+05 344,69
1000 3.74E+05 374,49
Promedio 375,36

Skt 48

RSD 13%

R? 0.999
R¢curva completa 368.08

3.4.3. Evaluacibn de la precisibn como repetibilidad de

cromatograficas.

areas

En la Tabla 10, se muestra la desviacion estandar relativa para las areas

obtenidas del quintuplicado de inyeccion del punto siete de la curva de calibracién.

Tabla 10. Repetibilidad de areas para el 2-BPA por GC-ECD.

Areas, cuentas RSD,
P7 Promedio
1 2 3 4 5 %
1,99E+05 2,05E+05 2,02E+05 2,00E+05 1,73E+05 14 9B6E+05 7

pg/mL
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El valor de la desviacion estandar relativa muestra, que el método tiene buena

precision, tras cinco inyecciones sucesivas.
3.4.4. Evaluacion de la exactitud como porcentaje de recuperacion.

En la Tabla 11 se muestran los porcentajes de recuperacion de tres controles de
muestras enriquecidas con solucion de AA (10 ppm), comparados con la solucién
de BPA (60 ppb, concentracion esperada en la muestra luego de la derivatizacioén,
debido a que el rendimiento global de la reaccién es del 60%). Los porcentajes de
recuperacion se encuentran entre 60 y 69%, lo que indica que la recuperacién del
analito de la matriz de las muestras es buena y esta dentro de los valores que

exigen las Buenas Practicas de Laboratorio.

Tabla 11. Porcentaje de recuperacion del 2-BPA en las muestras de alimentos

empacados.
Area BPA (60 ppb), Area BPA en muestras Porcentajes de
cuentas control, cuentas recuperacion, %
1 1,39E+04 64
2,15E+04 2 1,50E+04 69
3 1,29E+04 60
Promedio, % 64

3.5 Determinacién de acrilamida en muestras reales.

Se analizaron cuatro muestras de alimentos, entre papas, yucas y platanos fritos
empacados. En los extractos obtenidos de 1 g de muestra, se pudo cuantificar
acrilamida en concentraciones de 12,0 y 22,0 ug/kg, encontrandose la mayor
cantidad en la muestra de hojuelas caseras de papa. Los resultados se muestran
en la Tabla 12, que registra el promedio de las cantidades obtenidas en cada uno

de los duplicados de las muestras y la desviacion estandar, para estos duplicados.
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Tabla 12. Concentracion estimada de acrilamida en muestras reales.

Muestra Concentracion AA, ug/kg SD (n=2)

Papa empacada 17,1 0,7
comercial

Hojuelas de papa 22,0 0,3
caseras

Platanos empacados 16,1 0,7
comercial

Yuca empacada 12,0 0,5
comercial

Por su parte, la Figura 23 muestra la comparacion del cromatograma de una de
las muestras y la solucion de referencia de derivado BPA. Se observa, que en el
cromatograma del extracto de la muestra aparece una sefal, su tiempo coincide
con el tiempo de retencion del derivado monobromado de la acrilamida. El
derivado fue cuantificado utilizando la curva de calibracion presentada en el
Numeral 3.4.2, a los valores encontrados se les aplico el porcentaje de
recuperacion de 64%, y como resultado se tuvieron las cantidades presentadas en
la Tabla 12.
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1 ECDTA, (EILEGIS\050311LM\2011-03-08-10-05-31\BK.D)
] ECD1A, (E:\LEGIS\050311LM\2011-03-06-14-57-47\BPA13.D)
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Figura 23. Comparacién de cromatogramas de (1) una muestra real (azul) y (2) una
solucion de BPA de referencia (rojo), GC-ECD. Columna DB-WAX (60 m).

Comparando las concentraciones obtenidas de acrilamida, en los alimentos
analizados, con los reportados en la literatura para productos a base de papa, se
encuentran que estos ultimos superan 1000ug/kg [28, 31], valores mayores que
las concentraciones obtenidos con la metodologia presentada, sin embargo, la
tendencia de que en papa la concentracion es mas alta comparado con otras
matrices (café, cereales, entre otros), se mantiene, pues aunque no hay reportes
de concentracion de acrilamida en yuca o en platano, las concentraciones

encontradas en estos alimentos son menores que los encontrados en papa.
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4. CONCLUSIONES

v' Se establecieron las condiciones de sintesis para la obtencién del derivado
dibromado de la acrilamida 2,3-DBPA y su producto de eliminacién del bromo,
2-BPA. La estructura quimica de la 2,3-DBPA y de la 2-BPA se confirmd por
espectroscopia infrarroja, espectrometria de masas y con base en el punto de
fusidn. Se encontrd, que la relacibn molar 1:8 de acrilamida:bromo es la
adecuada, para obtener producto 2,3-DBPA en mayor proporcién. Para la
reaccion de eliminacion que conduce a la formacion de 2-BPA, la relacion
molar adecuada es 1:3 para 2,3-DBPA:trietilamina y el mejor tiempo de

reaccion es de 7 min.

v Mediante un disefio de experimentos 23, se pudo establecer que el efecto
salting out y el tratamiento con ultrasonido no favorecieron el proceso de
extraccion de acrilamida de la matriz de las muestras de alimentos, mientras
que temperaturas mayores a 26°C si beneficiaron el proceso. Asi se determind
que las mejores condiciones de preparacion de las muestras, con las cuales se
obtuvo mayor respuesta por GC-ECD, fueron: temperatura de 60°C, sin adicién

de sal, ni utilizaciéon de ultrasonido.

v' Se implementd el método cromatografico y se establecieron niveles minimos
de deteccion y cuantificacion en el orden de partes por billén, 4,9 y 9,2 ug/kg,
respectivamente, la respuesta lineal se observa en el rango de
concentraciones 25-1000 ug/L y el coeficiente de variacion para la repetibilidad
de las areas cromatograficas para el BPA fue 7%. EIl método implementado
tiene una buena precision, y alta sensibilidad para determinar el analito en la

muestra presente en concentraciones bajas.
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v Se obtuvieron porcentajes de recuperacion de 60-69%, lo que muestra que el
método de extraccion fue aceptable para la extraccién de acrilamida de las
muestras de alimentos; ademas, estos porcentajes estan de acuerdo con los

exigidas por las Buenas Practicas de Laboratorio.

v' Las concentraciones obtenidas de acrilamida en las papas fritas, fue de 22,0 y
17,1 ug/kg, valores menores a los reportados en la literatura para productos
elaborados a base de papa (1000 ug/kg). Sin embargo, con ellos se pudo
calcular que una persona de 70 kg de peso puede comer hasta 212 paquetes

de papas de 15 g para alcanzar el valor de la ingesta cronica permitida.

v" Se encontré que la concentracion de acrilamida en yuca y en platano, fue de
12 y 16 pg/kg, respectivamente, para estas matrices no se encuentra reportes
en la literatura de la concentracidon de acrilamida, con la cual se pueda
comparar, sin embargo aunque los valores encontrados son bajos la ingesta
sucesiva de estos productos contribuyen a la accion nociva de la acrilamida

presente en ellos.
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5. RECOMENDACIONES

v La bromacion de la acrilamida constituye una ruta de derivatizacion sencilla y
que conduce a un compuesto que presenta alta respuesta en el detector de
captura de electrones. Sin embargo, el bromo es un compuesto altamente
corrosivo y téxico por inhalacion, por lo que se recomienda buscar nuevos
mecanismos de bromacion, en donde el bromo se forme in situ, i.e., asi como
otras rutas de derivatizacién, donde se aproveche el grupo amida de la

acrilamida.

v' Sabiendo que la extraccion de la acrilamida de la matriz de las muestras se
beneficia con el aumento de la temperatura, se recomienda hacer un estudio
donde se varie la temperatura de extraccion para encontrar el valor que

conduzca a un porcentaje de recuperacion del analito mayor.

v" Se recomienda hacer el estudio utilizando otras matrices, tales como cereales,
café y pan, en las cuales, segun la literatura cientifica también se reportan

cantidades significativas de acrilamida, en el orden de 200-500 pg/kg.
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ANEXOS

Anexo A. Propiedades fisico- quimicas de la AA.

Propiedad Valor

Sinénimo 2-Propenamida

N° CAS 79-06-1

Peso molecular 71,08 g/mol

Peso especifico 1,1222

Punto de ebullicion 125°C

Punto de fusion 84,5°C

Densidad de los vapores (respecto al aire=1) 2,4

Presién de vapor a 20°C 0,007 mmHg
Productos de descomposicion NHs, CO, CO,, NO, H>
Incompatibilidad Acidos, Agentes oxidantes y bases
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Anexo B. Analisis cienciométrico, usando la Base de Datos Web of Science (ISI Web of Knowledge, Thomson, Versién
3.0) Periodo de observacion: 2001-2011.

Web of Science

N° de registros Ec. 1 (331) Ec. 2 (121) Ec. 3(118) Ec. 4 (557)
ARO 2005 (40) 2008 (21) 2008 (21) 2005 (80)
2006 (50) 2007 (17) 2009 (17) 2009 (75)
Zhang Y (10 Ren Yp (6 Hidalgo Fj (6 Tornqvist M (13
AUTOR g Y (10) p (6) go Fj (6) q (13)
Wenzl T (9) Zhang Y (7) Zamora R (6) Wenzl T (12)
BATS Peoples R. China (73) Germany (25) Peoples R. China (19) Germany (60)
USA (43) USA (23) Germany (15) USA (90)
J. Agric. Food J. Agric. Food
FUENTE DE J. Chromatogr. A (23) J. Chromatogr. A (8) Chem. (16) Chem. (37)
PUBLICACION J. Applied Polymer . Food Food Chem. Toxicol.
Science (18) Anal. Chim. Acta (6) Chem. (12) 21)
Chemistry, Chemistry, Food Science & Food Science &
AREA Analytical (120) Analytical (47) Technology (60) Technology (240)
Food Science & Biochemical Research Chemistry, Chemistry,

Technology (65) Methods (34) Analytical (36) Applied (100)
Fecha de busqueda Jun -17-2011
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Anexo C. Relaciéon de fabricantes y lotes de los solventes, los reactivos y el material de referencia utilizados en el

presente trabajo.

| Fabricante No de lote
Bromuro de potasio Honeywell Riedel-De

Han 02110
Bromo para sintesis Merck S5474471
Acido bromhidrico Merck
Acetato de etilo Mallinckrodt UN1173
Hexano Merck UN1208
Acetona Merck UN1090
Acrilmida Dr. Ehrenstofer 70926
Florisil J.T. Baker J28592
Trietilamina Merck S6068952

Anexo D. Propiedades fisicas de la 2,3-dibromopropionamida.

N° CAS 15102-42-8
Masa molecular 230.89 g/mol
Punto de fusién 132-133°C
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